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MAPA — Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
MEM — Meio minimo essencial

MHC — Complexo Principal de Histocompatibilidade
mL — Mililitro

MPXYV — Monkeypox virus

MURYV — Muriaé virus

nm — nandémetro

O — oeste

OMS - Organiza¢do Mundial de Saide

OPXV — Orthopoxvirus

p.i. — pos inoculagdo

PV1 — Pelotas Virus 1

PV2 — Pelotas Virus 2

PB — Proteina Bruta

PBS — Tampéo salina fosfato

PCR - Reagdo em cadeia da polimerase

PSTV — Virus Passatempo

PV — peso vivo

RI — reinfectado

RNAmM - acido ribonucleico mensageiro

r.p.m. — Rota¢Bes por minuto

S—Sul

SAV — SPAN 232 virus

PRNT — Soroneutralizacéo por reducéo do nimero de placas
UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais
UFP/mL — Unidades formadoras de placa / mililitro
VACYV - Vaccina virus

VACV-GP2 — Vaccinia virus amostra Guarani P2
VACV-WR -Vaccina virus amostra Western Reserve
VARV - Variola virus

VB — Vaccinia Bovina

VBH — Virus Belo Horizonte

VCM - volume corpuscular médio
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos padronizar e validar a técnica de imunoperoxidase em
monocamada celular (IPMC) para deteccdo e quantificacdo de IgG contra o Vaccinia virus
(VACV) em bovinos e estudar a resposta imune humoral (RIH) contra este patégeno em
animais natural e experimentalmente infectados. A validacdo da IPMC foi realizada
comparando os resultados da soroneutralizacdo (SN) de 148 amostras de soro bovino e
apresentou elevada acuréacia, sensibilidade, especificidade e indice kappa de concordancia. O
teste de repetibilidade realizado em 32 soros bovinos positivos na SN apresentou alto
coeficiente de correlacéo intraclasse. A IPMC foi sensivel, especifica e adequada para triagem
do VACV. No estudo da RIH de vacas e seus bezerros naturalmente infectados pelo VACV
verificou-se o pico de IgG e de anticorpos neutralizantes (AN) no primeiro més de infecgéo, e
deteccdo até um ano apds a ocorréncia de surtos. A RIH de vacas em lactacdo
experimentalmente infectadas com o VACV-GP2 também foi monitorada, com avaliagdo diaria
dos animais e coleta de amostras de soro até o 60° dia ap06s a infeccdo. Apds este periodo, 0s
animais foram divididos em dois grupos: reinfectado e imunossuprimido. A curva de AN, IgG
total, 1gG1 e IgG2 destes animais foi determinada e observou-se que a presenca de anticorpos
protegeu parcialmente as vacas reinfectadas da vaccinia bovina.

Palavras chave: Vaccinia bovina; anticorpos; poxvirus

ABSTRACT

The aims of this study were the standardization and validation of an immunoperoxidase
monolayer assay (IPMA) for detection and quantification of bovine 1gG against Vaccinia virus
(VACV) and to study the dynamics of the humoral immune response (HIR) against this
pathogen in natural and experimentally infected bovines. The assay was validated by
comparison with neutralization test (NT) results of 148 bovine serum samples; the results
showed elevate accuracy, sensitivity, specificity and kappa index of agreement. Repeatability
tests realized with 32 positive serum samples at the NT revealed high intraclass coefficient
correlation. The IPMA was sensitive, specific and suitable for VACV screening. The study of
HIR in VACYV naturally infected cows and their calves demonstrated that the peak of 1gG and
neutralizing antibodies (NA) was in the first month of infection, with detection up to one year
after the occurrence of outbreaks. The HIR of lactating cows experimentally infected with
VACV-GP2 was also evaluated. The cows were monitored daily and serum samples were
collected until the 60th day post infection. After this period, animals were separated in two
treatment groups: re-infected and immunosuppressed. The curve of NA, IgG, IgG1 and IgG2 of
these animals were determined. It was observed that the presence of antibodies partially
protected reinfected cows against VACV.

Key words: Bovine vaccinia; antibodies; poxvirus
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1. INTRODUCAO

A Vaccinia Bovina (VB) € uma doenga
causada pelo Vaccinia virus (VACV),
caracterizada por lesbes cutaneas
ulcerativas, que atingem principalmente os
tetos de vacas em lactacdo e as maos dos
ordenadores que mantém contato direto, no
momento da ordenha, com as vacas
infectadas. Assim, esta doenca é classificada
como uma zoonose ocupacional (Silva-
Fernandes et al., 2009; Lobato et al., 2005).

O VACV, um prototipo do género
Orthopoxvirus (OPXV) (familia Poxviridae;
subfamilia Chordopoxvirinae), tem sido
caracterizado molecularmente, desde 1999,
como o agente etioldgico de surtos de VB
em todo o Brasil (Schatzmayr et al., 2000;
Trindade et al., 2003; Leite et al., 2005;
Lobato et al., 2005; Nagasse-Sugahara et al.
2005; Donatele et al., 2007; Megid et al.,
2008). Outros dois poxvirus, o Cowpox
virus, também do género OPVX, e o0
Pseudocowpox virus, do género
Parapoxvirus, podem causar lesfes similares
e indistinguiveis clinicamente. A doenca
causada por esses trés virus é genericamente
denominada “variola bovina”.

Desde 1960, relatos de casos de “variola
bovina” no Brasil foram registrados, no
entanto, em nenhum dos casos foi realizado
isolamento ou identificagdo do agente
etioldgico envolvido (Silva e Moraes, 1961;
Silva et al., 1986). No final da década de
1990 houve um aumento exacerbado do
numero de relatos de surtos de uma doenca
semelhante a variola bovina em diferentes
regides do pais, e desde entdo, surtos com
doenca clinica acometendo milhares de
bovinos e humanos, levando a problemas de
salde publica e na producdo leiteira tém

ocorrido.

Em propriedades com animais acometidos
pelo VACV, ha grandes prejuizos, como a
ocorréncia de mastite, infecgdes secundarias,
reducdo brusca na producdo de leite, gastos
com medicamentos, acometimento de
bezerros lactentes, levando ao
emagrecimento desses animais, além do
afastamento temporario e contrato de novo
ordenhador (Lobato et al., 2005; Leite et al.,
2005; Madureira, 2009).

A emergéncia desta infeccdo se configura
como um risco a salde publica, e gera
problemas econémicos na cadeia produtiva
do leite (Kroon et al., 2011). Dentre as
regides acometidas pela doenca, a regido
Sudeste merece destaque pelo grande
namero de casos, além de ser a maior
produtora de leite do pais, sendo responsavel
por quase 40% da producdo leiteira nacional.
S6 o estado de Minas Gerais mantém
27,24% da producdo nacional e 23,52% da
ordenha de vacas leiteiras do pais (IBGE,
2009).

A circulacdo do VACV dentro e/ou entre
fazendas durantes os surtos de VB,
geralmente estd relacionada ao transito de
animais doentes entre as propriedades, e aos
ordenhadores que trabalham em mais de
uma fazenda (Lobato et al., 2005). No
entanto, a epidemiologia da VB no rebanho
bovino ainda é pouco conhecida, e um
inquérito  soroldgico desses animais é
importante na geragdo de informagdes
fundamentais para a compreensdo da
circulacdo do VACV no campo.

Diferentes métodos de diagndstico para
identificacdo de infeccBes por VACV como
o isolamento viral, testes soroldgicos,
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técnicas de biologia molecular e microscopia
eletrénica sdo utilizados no estudo da VB
(Trindade et al., 2007).

Neste trabalho foi realizada a validacdo da
técnica de imunoperoxidase em
monocamada celular (IPMC) para deteccdo
de IgG total contra o VACV, e avaliada a
resposta imune humoral de bovinos
naturalmente e experimentalmente
infectados pelo virus. Em amostras de soro
de vacas naturalmente infectadas, coletadas
em surtos de VB no estado de Minas Gerais,
estudamos o titulo e a persisténcia de
anticorpos do primeiro até o 15° més apos a
ocorréncia da doenca nos bovinos. Em
amostras de soro das vacas
experimentalmente infectadas, e
posteriormente imunossuprimidas ou
reinfectadas, foi possivel estudar a resposta
imune humoral nos primeiros dias de
infeccdo e comparar o desenvolvimento da
imunidade mediada por anticorpos nos
primeiros meses das infecgbes natural e
experimental.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Classificacdo

Os virus da familia Poxviridae se dividem
em duas subfamilias, a Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae, que infectam vertebrados
e invertebrados, respectivamente. O
Vaccinia virus (VACV) é um prot6tipo do
género  Orthopoxvirus  (OPXV) da

subfamilia Chordopoxvirinae (Tabela 1)
(McFadden, 2005). Esse género também
inclui o virus da variola humana, o Variola
virus (VARV), o Cowpox virus (CPXV), o
Monkeypox virus (MPXV) e o Ectromelia
virus (ECTV) (Moss, 2007; ICTV, 2012).

O VACV foi utilizado na Campanha de
Erradicacdo da Variola pela Organizacdo
Mundial de Saide (OMS) até o final da
década de 1970. As caracteristicas que o
levaram a ser utilizado como amostra
vacinal foram: menor patogenicidade e
viruléncia, por ndo caracterizar-se por lesdes
disseminadas, e pela capacidade de
estimular uma resposta imune protetora
contra 0 VARV (Fenner et al., 1989,
Esposito e Fenner, 2001).

A origem e 0 hospedeiro natural do VACV
ainda sdo desconhecidos, mas ha indicios de
que o VACV pertenca a uma linhagem
independente dos OPXV, e ndo esteja
diretamente relacionado com o CPXV ou o
VARV (Trindade et al., 2007; Drumond et
al., 2008). Alguns estudos tentam explicar a
sua origem. Entre algumas hip6teses
destacam-se a de que o VACV seja um
hibrido do CPXV ou do VARV, ou que o
mesmo tenha derivado do CPXV por meio
de repetidas passagens em animais ou do
VARV ap6s adaptacdo em animais e
humanos, ou ainda, que seu hospedeiro
natural esteja atualmente extinto (Buller e
Pallumbo, 1991; Trindade et al., 2007).

16



Tabela 1 Classificacdo dos virus da familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae, e os seus

principais representantes.

GENERO

PROTOTIPO

Orthopoxvirus
Parapoxvirus
Capripoxvirus
Suipoxvirus
Leporipoxvirus
Avipoxvirus
Yatapoxvirus
Molluscipoxvirus
Cervidpoxvirus

Crocodylidpoxvirus

Vaccinia virus
Orf virus
Sheeppox virus
Swinepox virus
Myxoma virus
Fowlpox virus

Yaba monkey tumor virus
Molluscum contagiosum virus

Mule deerpox virus
Nile crocodilepox virus

Fonte: International Commitee on Taxonomy of Viruses, 2012.

HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm

2.2. Morfologia

A familia Poxviridae compreende grandes e
complexos virus, de formato ovéide ou de
tijolo, com dimensdes que variam entre 140-
260 nanémetros (nm) de didmetro por 220-
450nm de comprimento (ICTV, 2012; Moss,
2007).

A particula viral conttm mais de 100
proteinas distribuidas em quatro estruturas
distintas:  cerne, corplsculos laterais,
membrana e envelope (Figura 1). O cerne se
apresenta biconcavo e envolve o DNA viral,
enzimas e fatores de transcricdo de genes
precoces. Os corpusculos laterais

encontram- se dispostos nos dois lados do
cerne, ambos envoltos por uma membrana e
cujas fungbes e composi¢do quimica ainda
ndo sdo bem definidas (Moss, 2007). A
membrana externa, de origem celular, é
formada por uma bicamada lipoprotéica e
circunda o cerne. Elementos tubulares,
denominados tdbulos de superficie cobrem a
membrana externa e Sa0 0S responsaveis por

induzirem a producdo de anticorpos
neutralizantes durante uma infeccdo. Uma
membrana  adicional, mais  externa,
denominada  envelope, de natureza

lipoprotéica, pode ser vista em algumas
particulas (Buller e Palumbo, 1991).

Os poxvirus contém enzimas que sintetizam
RNA mensageiro e um genoma composto
por uma Unica molécula de DNA fita dupla
de 130 a 300 kilopares de bases (kpb), sendo
capazes de realizar a replicacdo viral
inteiramente no citoplasma da célula
hospedeira (Moss, 2007).
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A porcdo central do genoma, altamente
conservada, codifica principalmente
proteinas estruturais e enzimas envolvidas
no metabolismo do é&cido nucléico. Nas
extremidades do genoma sdo observadas as
regibes terminais  invertidas  (ITRs),
sequéncias  idénticas  dispostas  em

orientagdes contrarias, que codificam varios
genes responsaveis pela interagcdo virus-

hospedeiro, conferindo a cada poxvirus
caracteristicas Unicas de patogénese e
imunomodula¢do (Upton et al., 2003). A
semelhanga entre as proteinas estruturais
expressas por diferentes OPXVs contribuem
para a reagdo imunologica e protecdo
cruzada entre as espécies do mesmo género
(Moss,2011).

e

C Tibulos de Corpo Membrana
superficie lateral do nicleo

f
. Membrana
#| Orthopoxvirus Envelope  externa

Figura 1 Morfologia e estrutura dos poxvirus. (A) Eletromicroscopia de um Orthopoxvirus, apresentando 0s
tabulos de superficie. (B) Eletromicroscopia de transmissdo de uma particula viral madura (MV) de VACV,
com indicagdes no cerne (C), corpusculos laterais (L) e membrana externa (E). (C) Representacdo esquematica
de um Orthopoxvirus, particula viral envelopada (EV). Fontes: Moss, 2007; Murphy et al.,1999; Flores, 2007.

2.3. Ciclo de Multiplicagéo

Diferentemente da maioria dos virus de
DNA, a multiplicacdo viral dos poxvirus
ocorre no citoplasma das células infectadas.
Esta caracteristica estd relacionada a
presenca na particula viral de todas as
enzimas necessarias para a transcricdo,
replicacdo do genoma viral, producdo e
modificacdo dos RNA mensageiros (RNAm)
para sintese de suas proteinas, o que 0s torna
independentes do ndcleo celular (Moss,
2007).

A particula infecciosa bésica dos poxvirus é
0 virus maduro (MV), que consiste de um
nucleo, que contém o genoma, € um sistema
completo de transcri¢do precoce, envolto por
corpusculos laterais e circundado por uma
membrana lipoprotéica (Condit et al., 2006).

Alguns MV podem ser envolvidos por
membranas endossomais, oriundas do
complexo de Golgi, serem transportados
para a periferia da célula em microtubulos e,
posteriormente, liberados por exocitose
como particulas virais com envelope (EV).
Quando isso ocorre, a proteina viral A36 é
fosforilada, induzindo a nucleacdo de
mondmeros de actina para formar caudas de
actina abaixo da particula viral. Estas caudas
de actina impulsionam a particula viral para
células vizinhas, o que fornece um
mecanismo direto de disseminac¢do de célula
a célula. As particulas associadas com o0s
filamentos de actina s&o referidas como
particlulas virais associadas a células
(Roberts e Smith, 2008).

Os MVs sdo as formas mais abundantes e
estaveis, sendo responsaveis pela infeccdo
entre hospedeiros, e 0os EVs sdo importantes
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na disseminacéo viral e viruléncia dentro do
hospedeiro (Smith e Kotwal, 2002).

A penetracdo viral ocorre através da fusdo
entre as membranas, tanto dos virus MV
como dos EV. O DNA viral é entéo liberado
para o citoplasma, onde ocorre a sua
replicacdo. O processo de expressdo génica é
caracterizado pela transcricdo temporal de
trés classes de genes (genes precoces,
intermedidrios e tardios). As proteinas
precoces participam do deshudamento
completo do genoma, da sua replicagéo e da
transcricdo dos genes intermediarios, cujos
RNAm sdo traduzidos em proteinas. As

0=
é ADSORCAO
‘ PENETRACAO
\ CELULAR

REPLICACAO DNA

COMPLEXO DE GOLGI
Empacotamento

proteinas intermediarias estdo envolvidas
principalmente na transcricdo dos genes
tardios, e participam das fases finais de
replicacdo. As proteinas tardias fazem parte
da estrutura viral e participam da
morfogénese dos nucleos virais. Alguns
fatores de transcrigdo de genes precoces sao
sintetizados tardiamente na infeccdo e
adicionados as particulas virais para serem
utilizados no inicio do proximo ciclo de
infeccdo (Figura 2) (Moss, 2007).

TRANSCRIGAO

INTERMEDIARIA

TRANSCRICAO
TARDIA

¥
O- 0 AL
g

Figura 2 Esquema do ciclo de replicacdo dos poxvirus. Fonte: Kroon e colaboradores (2011) -

adaptado por Rivetti Jr., 2012.

2.4. Patogénese

No estudo da patogénese dos OPXV,
diversos modelos animais tém sido

utilizados para a elucidagdo das infecgdes
causadas pelo VACV, ECTV, MPXV e
CPXV (Esteban e Buller, 2005). Aspectos
relacionados a patogénese de amostras
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brasileiras de VACV tém sido estudados em
modelos experimentais, utilizando
camundongos e coelhos (Ferreira et al.,
2008; Campos et al., 2011; Cargnelutti et al.,
2012).

Apbs inoculacdo do ECTV por escarificacdo
da face plantar da pata de camundongos é
possivel identificar replicagdo viral no local
da inoculagdo, seguida por drenagem
linfatica antes de oito horas ap6s a
inoculacdo (p.i). Entre o 3° e 4° dias p.i.,
livre ou associado a ceélulas, o virus é
transmitido por via linfatica eferente e
corrente  sanguinea para 0rgdos como
medula 6ssea, baco e figado, onde se replica
mais. Por volta de cinco dias p.i. 0s virus
presentes nestes Orgdo sdo liberados na
corrente sanguinea resultando em uma
segunda viremia. Nesta etapa o virus pode
ser detectado em praticamente todos o0s
orgdos, incluindo a pele, onde em
aproximadamente nove dias p.i. ocorre a
formacdo de vesiculas que ulceram em
poucos dias. Esta é a fase mais infecciosa da
doenca, e pode durar até o 21° dia p.i.
(revisado por Stanford et al., 2007).

Ferreira e colaboradores (2008), apds a
inoculagdo intradérmica de amostras de
VACV, através da escarificacdo da face
plantar da pata posterior de camundongos
Balb/c, verificaram, a partir do 2° dia p.i.,
um aumento no volume da pata inoculada
em comparagdo com as patas nao
inoculadas. No 4° d.p.i. identificaram
vesiculas e lesBes ulcerativas que variavam
de tamanho entre os animais. Entre os dias
10 e 12 p.i. foi descrita a diminui¢cdo do
edema e uma evolucdo das vesiculas para
pustulas. As crostas passaram a surgir no
18° d.p.i. e a completa cicatrizagdo ocorreu
no 20° dia p.i., quando a integridade cutanea

das patas de todos os camundongos foi
restabelecida. Prostracdo e perda de peso
também foram descritos em camundongos
inoculados com VACV. DNA viral foi
identificado em amostras de fezes, urina e
saliva dos camundongos inoculados.

Utilizando a via intranasal em camundongos
Balb/c para estudar a patogénese de
amostras de VACV isoladas no Brasil, foi
identificada a existéncia de dois grupos de
VACV de acordo com as alteracGes
causadas nos animais inoculados. Em um
grupo de amostras de VACV (grupo 1)
(ARAV, GP2V, PSTV, PV2), a infeccdo ndo
provoca sinais clinicos nos camundongos
inoculados, enguanto amostras do grupo 2
(GP1V, VBH, SAV, BAV, PV1), a infeccdo
causa sinais clinicos e morte em
camundongos infectados (Ferreira et al.,
2008; Campos et al., 2011).

Cargnelutti e  colaboradores  (2012)
avaliaram a patogenicidade das amostras
brasileiras PV1 e PV2 em coelhos, e ndo
identificaram diferencas entre as amostras, e
0s coelhos se mostraram mais susceptiveis
ao VACV do que os camundongos,
reproduzindo um quadro respiratdrio grave e
uma doenga sistémica ap0s a inoculacao
intranasal com ambos o0s virus. O
aparecimento de lesdes nas orelhas e nas
palpebras e a presenca do virus no sangue,
intestino e no pulmdo indicaram uma
disseminacdo sistémica do virus.

Nas infecgOes pelo VARV e pelo MPXV as
manifestacOes clinicas sdo generalizadas. No
homem, o VARV promove a infecgéo
através do trato respiratorio, enquanto o
MPXV, em macacos, a infeccdo ocorre
através de lesdes na pele e na mucosa oral.
Apobs a multiplicagdo do virus no sitio de
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entrada, ocorre a disseminacao pelos 6rgdos
linfaticos primarios e circulacéo dos virus na
corrente sanguinea (viremia primaria), com
consequente infeccdo e multiplicacdo viral
em oOrgdos como baco e figado, e nova
circulacdo dos virus na corrente sanguinea
(viremia secundéaria). Em seguida surgem as
lesdes caracteristicas da doenca em outros
6rgdos como rins, intestino, pulmdes e pele
(Breman e Henderson, 2002; revisado por
Chapman et al., 2010).

2.5. Resposta Imune contra OPXVs

Uma infeccdo viral pode ser compreendida
como uma competicdo entre a capacidade de
replicacdo e transmissdo do virus e a
mobilizagcdo dos mecanismos imunoldgicos
de defesa do hospedeiro para erradicacdo do
patégeno. Por esta razdo, a severidade de
uma doenca e a recuperacdo da infeccéo
estdo relacionados tanto ao agente infeccioso
como a resposta do hospedeiro (Stanford et
al., 2007).

No caso dos poxvirus, 0s anticorpos podem
ajudar no controle da infeccdo através de
Varios mecanismos, como virus
neutralizacdo, ativagdo do sistema do
complemento, opsonizacdo e citotoxicidade.
Linfécitos (L) T citotdxicos especificos anti-
poxvirus sdo ativados e atacam células
infectadas com o virus, auxiliando na
resolucdo da infeccdo (Panchanathan et al.,
2008).

O tamanho e a natureza complexa dos
poxvirus os fazem um alvo significante para
a resposta imune do hospedeiro. Diante
disto, estes virus sintetizam moléculas que
sdo codificadas por genes de viruléncia e
concebidas para subverter diretamente as
defesas montadas pelo hospedeiro. As

proteinas modulatérias codificadas pelos
poxvirus podem ser classificadas em dois
grupos, baseadas no local de acdo: as que
atuam de forma intracelular e as que atuam
de forma extracelular (Johnston e
McFadden, 2003; 2004).

Proteinas que atuam de forma intracelular
podem interferir na resposta contra a
infeccdo através da inibicdo do estado
antiviral da célula, da lise oxidativa e de
mecanismos de apoptose, oOu mesmo
reduzindo a probabilidade de deteccdo do
antigeno pelo sistema imune, interferindo na
apresentacdo antigénica pelo complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe | e por LT CD4".

As moléculas que atuam de forma
extracelular sdo glicoproteinas secretadas ou
expressas na membrana celular que
competem com o0s receptores celulares, por
se tornarem sitios de ligacao para citocinas e
quimiocinas secretadas pelos hospedeiros,
interferindo assim nas suas fungdes. Elas
também podem mimetizar as citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento
secretados pelas células do hospedeiro e
assim, atuarem tanto para subverter uma
resposta do hospedeiro, promovendo uma
resposta  favoravel & replicagdo e
disseminagdo viral, quanto comprometendo
a propria sobrevivéncia do virus (revisado
por Santford et al., 2007).

Apos a infeccdo com o VACV, uma forte
resposta de anticorpos é verificada em
camundongos. Enquanto baixos niveis de
anticorpos sdo identificados até sete dias p.i.,
uma forte resposta de imunoglobulina (lg)
M e IgG (inclusive de mudltiplos isotipos)
estdo claramente presentes a partir de 14
dias p.i (Spriggs et al., 1992). Anticorpos
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neutralizantes (AN) sdo identificados 20 dias
p.i e persistem por mais de trés meses (Xu et
al., 2004, Coulibaly et al., 2005).

Células B de memoria especificas contra o
VACV sédo geradas ap6s a infeccdo. Uma
forte resposta de LT CD8" e LT CD4" pode
ser detectada a partir do sétimo dia p.i. Um
posterior declinio e estabilizacdo no nivel de
LT CD8" de memdria sdo identificados apds
30 dias da infec¢do, e esse nivel se mantem
estavel por mais de 300 dias p.i. O nivel
estavel de LT CD4" de memoria especificos
contra 0 VACYV foi detectado de um a sete
meses p.i., € a maioria das células CD4"
efetoras produziam IFN-y. Porém, uma
heterogeneidade nessa populacdo  foi
identificada, com  algumas  células
produzindo fator de necrose tumoral (TNF)
e/ou interleucina (IL) 2, caracterizando uma
resposta predominante do tipo Thl (revisado
por Amanna et al., 2006).

Em humanos vacinados com amostras vivas
de VACV foi possivel detectar IgG total e
AN a partir do 14°d.p.i, com o pico da
resposta humoral sendo observado no
primeiro més apos a vacinagdo (McClain et
al., 1997, Greenberg et al., 2005). A resposta
humoral em humanos infectados com
amostras vacinais é muito duradoura, sendo
possivel detectar AN por 20 até 75 anos
apo6s a vacinacdo (McCarthy et al., 1958,
Hammarlund et al., 2003).

Estudo realizado por Trindade e
colaboradores (2009) demonstrou que houve
modulagdo da resposta imune em paciente
humano ndo vacinado, e infectado pela
primeira vez pelo VACV em um surto de
VB. Nos estagios iniciais da infecgdo,
aproximadamente 10 dias ap6s o primeiro
contato com o virus, foi identificada reducéo

do numero total de LB e macrofagos, além
de diminuicdo na proliferacdo de LT e
citocinas, como o IFN-y ap6s estimulagéo in
vitro com VACV.

Apdbs o primeiro contato com o VACV, a
protecdo contra doencas causadas por OPXV
¢ fortemente dependente da resposta de
anticorpos, tanto em modelos animais
qguanto em humanos (Galmiche et al., 1999;
Hammarlund et al., 2003; Amanna et al.,
2006).

Edghill-Smith e colaboradores (2005)
demonstraram que a resposta de anticorpos é
necessaria e suficiente para prote¢do contra
0 MPXV em animais previamente
imunizados com amostras vacinais de
VACV.

Para demonstrar a importancia dos
anticorpos e das células B na resposta imune
protetora contra OPXV, Macacos Rhesus
(Macaca mulata) previamente vacinados
com VACV foram desafiados por
inoculacéo pela via intravenosa com MPXV,
apoés um ou seis meses da imunizag&o.
Grupos de animais foram divididos e,
anteriormente ao desafio, foi realizada a
deplecdo de LT CD4", LT CD8" ou LB. Os
animais com deplecdo de LT CD4" ou LT
CD8" ndo manifestaram doenca clinica,
apresentaram altos titulos de NA, além de
ndo terem sido detectados  niveis
significativos de DNA viral no sangue
destes animais ja no segundo dia depois do
desafio.

Os macacos com deplecdo de LB néo
desenvolveram niveis significativos de
anticorpos, apresentaram altos niveis de
DNA viral no sangue e apds manifestacao
clinica com indmeras lesfes cutaneas,
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morreram no 13° dia apds o desafio.
Animais ndo vacinados e desafiados quatro
dias apos receberem soro hiperimune contra
0 VACV apresentaram doenga branda, e se
recuperaram da doenca 18 dias apds o
desafio com 0 MPVX.

A maioria dos mecanismos da resposta
imune contra os poxvirus é direcionada
contra as proteinas de superficie das duas
formas virais (MV e EV). A forma MV ¢ a
mais abundante nas células infectadas
(Condit et al.,, 2006) e acredita-se ser a
principal forma relacionada & disseminacéao
viral entre os hospedeiros. A forma EV esta
relacionada a disseminacdo da progénie viral
dentro do hospedeiro infectado (Smith e
Kotwal, 2002).

Teoricamente, anticorpos contra a forma
MV atuam na neutralizagdo da dose viral
infectante inicial, e anticorpos contra a
forma EV previnem a disseminagdo da
progénie viral dentro do hospedeiro, assim a
protecdo Otima contra o VACV é adquirida
quando h& presenca de anticorpos contra
proteinas das duas formas virais (MV e EV)
(revisado por Cohen et al., 2011).

Estudos  recentes em  camundongos
demonstraram que o isotipo monoclonal
IgG2a contra a proteina B5, presente na
superficie viral da forma EV, pode
neutralizar esta forma viral na presenca de
proteinas do complemento e utiliza esta via
para mediar parcialmente a prote¢éo in vivo
(Benhnia et al., 2009; Cohen et al., 2011).
Estas informacBes sugerem que anticorpos
contra a forma EV podem ser mais eficazes
se forem de um isotipo que medeie fungdes
efetivas como a ativacdo do complemento
e/ou uma atividade dependente do receptor

Fc (FcR) (ex. citotoxicidade mediada por
anticorpos (ADCC).

Em bovinos, ndo ha ainda estudos sobre a
resposta imune especifica contra 0 VACV.
Mas sobre a resposta humoral desenvolvida
por bovinos contra infeccBes, sabe-se que a
IgG apresenta duas principais subclasses,
1gG1 e 1gG2, as quais apresentam diferengas
antigénicas na porcdo Fc das cadeias
pesadas. Receptores para a por¢do Fc de
diferentes subclasses de 1gG estdo presentes
nas plaquetas e em algumas células
incluindo linfécitos, mondcitos/macréfagos,
neutréfilos e basdfilos (revisado por
Spiegelberg, 1974).

As subclasses de 1gG (IgGl e 1gG2)
apresentam aproximadamente a mesma
concentragdo no soro de bovinos, porém, em
secre¢Ges mamarias, a concentracdo de IgG1
pode ser até sete vezes maior em relagdo a
1gG2 (Sasaki et al., 1997).

O predominio de uma subclasse de
imunoglobulina  incapaz  de  ativar
importantes vias de agregacdo como fixagéo
do complemento e fagocitose pode
comprometer a saude do hospedeiro em
alguns processos infecciosos. Testes in vitro
demonstraram que, em bovinos, apesar de
tanto o0s complexos antigeno-anticorpo
formados por IgG1, quanto por IgG2 serem
capazes de ativar a fixacdo do complemento,
IgG1 pode ser mais eficaz que 19gG2
(McGuire et al., 1979), e que a subclasse
IgG2 apresenta um importante papel no
desenvolvimento de uma resposta do tipo
ADCC em ruminantes (Grewal e Rouse,
1979).
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2.6. Vaccinia Bovina

A vaccinia bovina (VB) é uma doenca
causada pelo VACV, que acomete
principalmente vacas em lactagdo e seus
bezerros, além de humanos que entram em
contato direto com estes animais infectados,
como o0s ordenhadores. A VB é
caracterizada por lesbes exantematicas na
pele que evoluem de pépulas a vesiculas,
ulceram e, posteriormente, formam crostas
gue se soltam e as lesdes evoluem para
cicatrizagao.

A transmissdo entre 0s bhovinos ocorre,
principalmente, através das mdaos dos
ordenhadores ou pelas ventosas dos

equipamentos de ordenha mecénica (Lobato
et al., 2005). A penetracdo dos virus ocorre
por solucbes de continuidade em lesGes pré-
existentes nos tetos e Ubere das vacas
(revisado por Fenner et al., 1989; Blood e
Radostitis, 1991).

Entre fazendas a doenga pode ser
transmitida pela introducdo de bovinos
infectados no rebanho e por ordenhadores
gue entram em contato com animais doentes
em outras propriedades (Lobato et al., 2005;
Megid, 2008). Estudo recente conduzido na
regido norte do Brasil mostrou a importancia
da comercializagdo e do transito de animais
na difusdo da VB nesta regido (Quixabeira-
Santos et al., 2011).

Figura 3 Lesdes observadas na VB. (A) Lesdes na mao de um ordenhador. (B) Lesdes ulcerativas nos tetos
de uma vaca em lactagdo. (C) Lesdes ulcerativas, evoluindo para crostas no focinho de um bezerro
lactente. Fonte: Madureira, 2009; Leite et al., 2005.

Em humanos, as lesbes causadas pelo
VACV se localizam principalmente nas
maos e antebrago (Figura 3A), mas ja foram
identificadas lesbes nas regides periorbitaria
e vestibulo nasal (Da Silva et al., 2008).

Abrasdes na pele servem de porta de entrada
para o virus, que se replica inicialmente no
local de penetragdo (McFadden, 2005). As
lesdes iniciam-se com uma coceira local que
evoluem para edema. As lesdes surgem entre
5 a 7 dias ap6s o contato com as tetos
infectados por VACV (Da Silva et al.,

2008). Trés dias ap0s esses sinais iniciais, é
possivel verificar a presenca de vesiculas no
local afetado, além de sintomas como febre,
cefaleia e exaustdo. Apds um periodo de 3 a
4 dias, as vesiculas ulceram e pustulas
circundadas por uma intensa reagdo
inflamatoria e bastante doloridas séo
formadas (Trindade et al., 2007).

A doenca é auto-limitante, e a resolucdo
completa do quadro clinico em humanos
ocorre aproximadamente 30 dias ap6s o
inicio dos sintomas (Schatzmayr et al.,

24



2000; Da Silva et al., 2008; Silva-Fernandes
et al., 2009). Infecgdes secundarias podem
acontecer, o que pode agravar o quadro
clinico, além de retardar o processo de
cicatrizacdo.

Nas vacas em lactacdo, as lesdes se
localizam no Ubere e tetos (Figura 3B).
Mastite e outras infecces secundérias foram
identificadas em 43% dos animais
acometidos, e a reducgéo na producéo de leite
pode chegar a até 80% em algumas
propriedades (Lobato et al., 2005).

Apesar da dificuldade em encontrar animais
na fase inicial da infeccdo, existem relatos
sobre a evolucdo das lesbes em animais
infectados, com desenvolvimento de um
eritema cutaneo caracteristico, que se inicia
com o aparecimento de pequenas manchas,
as quais evoluem para vesiculas
umbilicadas, pustulas, Ulceras e crostas e
terminam por cicatrizar entre 15 e 20 dias
(Breman e Henderson, 2002; Trindade et al.,
2003; Lobato et al., 2005). Particulas virais
viaveis ja foram identificadas no leite e fezes
de bovinos infectados (Abrahdo et al.,
2009a; D’ Anunciagdo et al., 2012).

Em fazendas com sistema de bezerro ao pé,
¢ comum observar o acometimento dos
bezerros lactentes, que podem apresentar
lesbes no focinho, labios e mucosa oral
(Figura 3C) (Leite et al., 2005; Lobato et al.,
2005; Madureira, 2009). Como as lesdes séo
bastante dolorosas, ocorre reducdo da
ingestdo de alimentos, que leva a perda de
peso (Lobato et al., 2005).

Em um Unico trabalho descrito na literatura,
Lauder e colaboradores (1971), apds
realizarem a inoculacdo experimental
intradérmica de tetos e Ubere de vacas com o
VACV, observaram lesbes iniciais

eritematosas e inflamatérias no 3° dia p.i.
Cinco dias p.i., uma das vacas apresentou
ulceragdes profundas com irregularidades e
intensa inflamacdo do tecido adjacente. As
crostas desenvolveram-se no 6°d.p.i. Lesbes
com as mesmas caracteristicas foram
observadas também no Ubere das vacas.

Em relacdo ao periodo de incubacdo do
VACV em bovinos, Lauder e colaboradores
(1971) observaram o surgimento das lesdes
entre 0 2° e 3°d.p.i.,, demonstrando que
periodo entre a penetracdo do virus na pele,
sua multiplicacdo e o desenvolvimento de
lesbes é bastante rapido. Apds 42 dias da
inoculagdo todos 0s animais apresentavam
0s tetos cicatrizados. Ao acompanhar surtos
e verificar depoimentos dos proprietarios e
ordenadores, Lobato e colaboradores (2005)
descreveram que o curso clinico da doenca
ocorre de 15 a 30 dias, nos bovinos.

2.7. A Vaccinia bovina no Brasil

A ocorréncia da VB no Brasil é relatada
desde a década de 30, com registro de casos
esporadicos entre os anos de 1950 a 1990.
Porém, desde o final da década de 1990,
houve um aumento exacerbado na
guantidade de surtos da doenca, relatados
principalmente na regido Sudeste do pais
(Damaso et al., 2000; Trindade et al., 2003).
Desde entdo, surtos de VB acometendo
humanos e bovinos, com isolamento e
identificacdlo do VACV como agente
etioldgico, foram descritos em pelo menos
12 estados brasileiros (Figura 4 e Quadro 1):
Rio de Janeiro (Damaso et al., 2000;
Schatzmayr et al., 2012); Sdo Paulo
(Mendes et al., 1999; Trindade et al., 2003;
Nagasse-Shugahara et al., 2004; Megid et
al., 2008); Minas Gerais (Lobato et al.,
2005; Leite et al., 2005; Trindade et al.,
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2006, Madureira, 2009); Espirito Santo et al., 2009); Rond6nia e Mato Grosso

(Donatele et al., 2007); Goias (Nagasse- (Quixabeira-Santos et al.,, 2011); Para
Shugahara et al., 2004); Pernambuco (Vinhote et al., 2011); Bahia e Maranhdo
(Damaso et al., 2007); Tocantins (Medaglia (Kroon, dados nédo publicados).

2 Estados com
diagndstico de
surtos de VB

Quadro 1 Amostras de VACV isoladas no Brasil entre os periodos de 1963 a 2005 e seus respectivos
hospedeiros.

Figura 4 Estados brasileiros com diagndstico de surtos de Vaccinia bovina, com acometimento de bovinos e
humanos durante o periodo de 1999 a 2011.

AUTOR VIRUS ISOLADO LOCAL ANO HOSPEDEIRO
Lanna, 1980; )
Fonseca et al., 1998; BeAn 58058 (BAV) Belém-PA | 1963 Roedor Silvestres
(Oryzomys)

Marques et al., 2001.

Lopes et al., 1965; . . .

Cotia SPANn 232 (SAV) Cotia-SP 1965 Camundongos Sentinelas

Lopes et al.,1975.

Diniz et al., 2001; Belo
Trindade et al., 2003; Belo Horizonte (BHV) Horizonte- 1993 Camundongos sui¢os
Trindade et al., 2004. MG

Virus Cantagalo
Damaso et al., 2000. (CTGV) Cantagalo-RJ 1999 Vaca
Trindade et al., 2003 Aracatuba (ARAV) Aracatuba-SP 1999 Vaca
Trindade et al., 2003 Muriaé (MURV) Muriaé-MG 2000 Humano
. Guarani P1 (GP1) e .

Trindade et al., 2006 Guarani P2 (GP2) Guarani-MG 2001 Vaca

Leite et al., 2003; -

- Passatempo (PSTV) Passatempo 2003 Vaca
Leite et al., 2005. MG
Nagasse-Shugahara et al., S Estado de S&o
2004. Vaccinia virus Paulo e Goias 2004
Trindade et al., 2007 Serro Serro-MG 2005 Humanos
Abrahio et al., 2009b Mariana (MARV) | Mariana-MG | 2005 Humanos, bovinos e
roedores peridomésticos

Fonte: Madureira, 2009 (modificado)
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Estudos genéticos de amostras brasileiras de
VACYV isoladas em surtos de VB mostram
gue estas se dividem em dois grupos
geneticamente distintos (Trindade et al.,
2006, Drumond et al., 2008). No primeiro
grupo foram identificados os isolados
ARAV, CTGV, GP2, PSTV e no segundo,
as amostras BAV, SAV, GP1 e BHV. Este
polimorfismo genético se reflete também
nos perfis de viruléncia destas amostras em
camundongos  (Balb/c). As infeccdes
causadas pelas amostras do primeiro grupo
ndo provocam  sinais  clinicos  nos
camundongos infectados, enquanto as
amostras do segundo grupo, além de causar
sinais clinicos, podem levar 0S
camundongos infectados a morte (Ferreira et
al., 2008).

Quanto ao tipo de manejo observado nas
propriedades com surto de VB no Brasil,
tanto em propriedades com ordenha manual
guanto com ordenha mecénica houve relatos
de surtos da doenga. Em estudo dos aspectos
clinicos e epidemioldgicos da doenga em um
surto de VB ocorrido na Zona da Mata
Mineira, o qual acometeu seres humanos e
bovinos, foi observado que a taxa de ataque
¢ extremamente alta, mas pode variar de
100% em propriedades de ordenha manual a
30% em ordenha mecéanica. Os principais
problemas causados pela doencga sdo: queda
na producdo de leite, que pode chegar até a
80%; ocorréncia de infeccdo secundaria,
especialmente mamite em até 50% dos
€asos; gastos com medicamentos;

acometimento de bezerros que mamam nas
vacas doentes e custos com a contratagdo de
novos empregados, pois o ordenhador
doente se afasta por mais de uma semana,
sendo necessaria a contratacdo de um novo
ordenhador (Lobato et al., 2005).

3. OBJETIVO GERAL

Padronizar uma técnica para deteccdo e
quantificacdo de 1gG total contra 0 VACV
em bovinos, e estudar a dindmica da
resposta imune humoral contra este
patégeno em animais experimentalmente e
naturalmente infectados.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar e validar a técnica de
imunoperoxidase em monocamada
celular (IPMC) para deteccdo de
IgG total contra o Vaccinia
virus(VACV) em bovinos.

e Avaliar os titulos de anticorpos e a
duracdo da resposta imune humoral
de bovinos naturalmente infectados
pelo Vaccinia virus (VACV).

e Avaliar a resposta imune humoral
contra 0 VACV, nos primeiros dias
e por até dois meses, de vacas em
lactagdo experimentalmente
inoculadas com o VACV-GP2, e
estudar variagbes desta resposta
ap6s imunossupresdo e reinfeccdo
destes animais.
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CAPITULO 1| - Validagio da técnica de imunoperoxidase em monocamada celular para

titulacdo de 1gG total anti-Vaccinia virus*
1. JUSTIFICATIVA

Nos Ultimos anos, surtos de zoonoses
associadas aos OPXV foram relatados no
mundo, causando  sérios  prejuizos
econdmicos e preocupacgdes relacionadas a
salde puablica. Infecgbes por CPXV,
afetando humanos e animais tém sido
relatadas na Europa, assim como surtos
causados por MPXV na Africa e nos Estados
Unidos; Buffaloxpox virus na india, Egito e
Bangladesh; e VACV no Brasil (Silva-
Fernandes et al., 2009; Brum et al., 2010;
Essbauer et al., 2010).

O VACV causa uma doenca conhecida
como VB, que é caracterizada por lesdes nos
tetos e Ubere das vacas em lactacdo, que
evoluem de papulas para vesiculas, pustulas
e crostas. A circulacdo do VACV dentro e
entre as propriedades durante os surtos de
VB geralmente ocorre por contato dos
ordenhadores com as vacas infectadas no
momento da ordenha e pelo transito de
bovinos infectados entre propriedades
(Lobato et al., 2005). Apesar da frequente
ocorréncia da VB em propriedades
produtoras de leite no Brasil (Damaso et al.,
2000; Trindade et al., 2003; Lobato et al.,
2005; da Silva et al., 2008; Nagasse-
Sugahara et al., 2008; Megid et al., 2012),
ndo existem informacbes sobre a situacdo
epidemioldgica do VACV na populacao
bovina e inquéritos soroldgicos poderiam

gerar informacGes importantes para a
compreensdo da circulacdo viral no campo.

Os testes laboratoriais tradicionalmente
utilizados para a pesquisa de anticorpos
contra 0o VACV, como o método de
referéncia de neutralizacdo por reducdo do
nimero de placas (PRNT) (Leparc-Goffart
et al.,2005), sdo complexos, laboriosos e
requerem varios dias para obtencdo de
resultados. Apesar de esforcos para tornar
esta técnica mais rapida e eficiente (Borges
et al., 2008), um método de diagndstico
rapido e adequado para a deteccdo de
anticorpos contra o VACYV para ser utilizado
em grande volume de amostras de soro ainda
€ necessario.

O teste de imunoperoxidase em
monocamada celular (IPMC) tem se
mostrado um método rapido e de facil
execugdo, sendo uma valiosa ferramenta
para o diagndstico de varias doencas
infecciosas (Soliman et al., 1997). Assim,
neste trabalho, foi realizada a padronizacéo e
validagdo do teste de IPMC para deteccédo de
IgG total contra o VACV.

2. OBJETIVO

Padronizar e validar a técnica de
imunoperoxidase em monocamada celular
(IPMC) para detecgdo de 1gG total contra o
Vaccinia virus(VACV) em bovinos.

*Artigo publicado: Gerber, P.F, Matos, A.C.D, Guedes, M.I.M.C., Madureira, M.C., Silva, M.X., Lobato,
Z.1.P. Validation of an immunoperoxidase monolayer assay for total anti-Vaccinia virus antibody
titration. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v.24, p.355-358, 2012. (ANEXO 1)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de
experimento

realizacéo do

O experimento foi realizado no Laboratério
de Pesquisa em Virologia Animal da Escola
de Veterinaria da UFMG (LPVA-UFMG).

3.2. Cultivo Celular

Células \ero, de linhagem continua de
epitélio de rim de macaco verde africano
(Cercopthecus  aeothiops), obtidas da
“American  Type Culture Collection”
(ATCC), catdlogo niomero  CCL-81
(Maryland, Estados  Unidos), foram
cultivadas em garrafas planas com 150cm?
de area para cultivo celular (A150), em meio
minimo  essencial de Eagle (MEM)
(GIBCO™), suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB), penicilina potéssica (200
U/ml), gentamicina (50 pg/mL), anfotericina
B (2,5 pg/ml) e incubadas a 37°C, em
atmosfera umida com 5% de CO,.

3.3. Amostra viral

Para padronizacdo da técnica foi utilizada a
amostra viral VACV Western Reserve (WR)
(ATCCVR-119, Rockville, MD),
gentilmente cedida pela Professora Dra.
Erna Kroon, do Laboratério de Virus do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

3.3.1.Multiplicagdo da amostra
VACV-WR

Os estoques virais foram obtidos a partir do
cultivo de células Vero infectadas com o
VACV-WR. Dez garrafas A150, com 5x10*
células/cm?, foram mantidas em estufa por
24 horas a 37°C. Monocamadas contendo

aproximadamente  2x10" células, ap6s
lavagem por duas vezes com solugéo tampéao
fosfato salina (PBS) (NaCl 137mM; KCI
7mM; Na,HPO, 1,4mM, pH 7,2), foram
infectadas a uma multiplicidade de infeccdo
(MOI) de 0,01 unidades formadoras de
placas (UFP)/célula, preparado em 5mL de
MEM adicionado de antimicrobianos.

As garrafas foram incubadas a 37°C, por
uma  hora, para adsor¢do  viral.
Posteriormente, 30 mL de MEM com 2 % de
SFB e antimicrobianos foram acrescentados,
e as garrafas mantidas a 37°C, com
observacao diaria em microscépio éptico de
luz invertida, até a deteccdo de 90% de
efeito citopatico (ECP), que ocorreu
aproximadamente, 48 horas ap6s a
incubacdo. Em seguida, o meio de cultivo
foi desprezado, as células lavadas com PBS
e desprendidas da garrafa com o auxilio de
um raspador (Falcon® 3086). A suspensao
viral obtida foi armazenada a -70°C até a
purificacdo viral.

3.3.2.Purificacao viral

Para purificagdo do VACV-WR, o sedimento
obtido foi homogeneizado em 8mL de Tris-
HCI 10mM, pH 8,0 e centrifugado a 2.500
rpm (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B), em
temperatura de 4°C, durante 15 minutos.
Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi
mantido em banho de gelo e o sedimento
celular lisado por duas vezes em 10 mL de
solugdo de lise (MgCl, 1mM; Tris 10mM,
pH 7,0; KCI 10mM). Em seguida, a
suspensdo celular foi mantida em banho de
gelo, por 10 minutos, homogeneizada
mecanicamente por 80 vezes, utilizando o
homogeneizador do tipo  “Douncer”
(Wheaton, USA) e centrifugada, para
liberacdo das particulas virais a 23.000 g
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durante 2 horas a 4°C, em colchdo de
sacarose a 36% em Tris-HCI, 10 mM, pH
8,0.

Apos a retirada de impurezas e o descarte da
solucdo de sacarose, o0 sedimento que
permaneceu no tubo, foi homogeneizado
com 1mL de Tris 10mM, pH 8,0 e
submetido a 2 ciclos de sonicacdo por 30
segundos, com 40% de poténcia de saida
(Sonic Desmembrator-50, Fisher Scienific —
USA). Apo6s a adicdo de 10mL de Tris
10mM, pH 8,0, e centrifugacdo a 18.700g, a
4°C por 45 minutos, o sobrenadante foi
descartado, o sedimento resuspendido em
500uL de Tris 10mM, pH 8,0 e distribuido
em aliquotas de 5uL em microtubos (Joklik,
1962). Uma aliquota do virus purificado foi
retirada para determinacdo do titulo viral, e
0 restante estocado a -70°C.

3.3.3.Titulagéo viral

O titulo dos estoques virais purificados foi
determinado por ensaios em placas de seis
pogos, de acordo com técnica descrita por
Campos e Kroon (1993), com modificagdes.
Em cada poco da placa foi distribuido 1,5
mL de suspensdo celular, contendo 5x10°
celulas Vero, em MEM suplementado com
5%SFB e antimicrobianos.

As placas foram incubadas a 37°C, por
aproximadamente 24 horas, até a formacao
da monocamada celular. O meio de cultivo
foi desprezado e os pocos lavados com PBS
por duas vezes. Um microlitro do virus
purificado foi homogeneizado em 199uL de
MEM (diluicio 10”%) e em seguida, diluicdes
decimais seriadas (10° a 10" foram
realizadas.

Em cinco pogos de cada placa foram
adicionados 300uL de cada diluicdo, e em
um poc¢o, para controle da viabilidade
celular, apenas 300uL de MEM. Para
adsorc¢do viral, a placa foi mantida por uma
hora em estufa com 5% CO,, a 37°C e
homogeneizadas a cada 15 minutos.
Posteriormente, 1mL de MEM, com 1% de
SFB e antimicrobianos foi adicionado em
cada poco, e as placas mantidas em estufa
5%C0O, a 37°C por 72 horas. Apés a
incubagéo, o meio foi desprezado e as placas
fixadas e coradas por 10 minutos em solucéo
10% formol e 1% cristal violeta em PBS.

O titulo viral foi obtido pela contagem do
nimero de placas no poco cuja diluicdo
apresentou de 30 a 300 placas de lise,
multiplicado pelo inverso da diluicdo em
300uL, sendo posteriormente convertido
para o volume final de 1mL. O titulo foi
representado em UFP/mL.

3.4. Padronizagdo da técnica de
IPMC

Para determinar as melhores condig¢fes para
execucdo da  técnica de  IPMC,
primeiramente  foram avaliadas duas
concentragdes celulares (5x10* e 6x10*
células/cm?), inoculadas com diferentes
concentragdes virais (0,001 e 0,0001 MOI)
em MEM suplementado com 4% de SFB e
antimicrobianos, incubadas em placas de 96
pocos, por 18, 24 e 36 horas em estufa a
37°C e atmosfera com 5%CO,. Apds o
periodo de incubacdo, os pocos foram
fixados com solucdo acetona: metanol (1:1)
por 10 minutos em temperatura ambiente,
posteriormente secos ao ar e a placa
congelada a -20°C.
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Para padronizacdo da técnica foram
realizadas dilui¢Oes seriadas na base 3 (1:20
a 1:4860), em PBS-Tween 20 0,05% (PBS-
T) com 1% de caseina, e 50uL de cada
diluicdo de duas amostras negativas e duas
positivas, previamente testadas em PRNT,
uma com titulo igual a 20, e outra 160. Um
soro hiperimune policlonal anti-VACV de
coelho inoculado com o VACV-Guarani P2,
nas diluices 1:600, 1:1200 e 1:2400
também foi utilizado.

As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C
e depois lavadas com solugdo PBS-T. Em
seguida, proteina G conjugada com
peroxidase (Invitrogen®), nas diluicdes
1:500, 1:750 e 1:1000 em PBS foram
adicionadas e as placa incubadas por 1 hora
a 37°C. Finalmente, as placas foram lavadas
com PBS-T e a solucéo reveladora contendo
3-amino-9-diethyl-carbazole em  0,1M
tampdo acetato com 0,05% de peréxido de
hidrogénio adicionada. A leitura das placas
foi realizada em microscépio de luz
invertida, em aumento de 200X.

3.5. Validacédo da técnica de IPMC
3.5.1.Amostras de soro

O caélculo do nimero de amostras para
validagdo do IPMC foi realizado
considerando a sensibilidade média da
técnica, 91,5%, com margem de erro de
6,4%, e intervalo de confianga de 95%
(Greiner e Gardner, 2000), o que gerou um
total de 148 amostras de soro.

As 148 amostras de soro de vacas em
lactacdo foram utilizadas para estimar a
acurécia do teste de IPMC na detec¢cdo de
anticorpos contra 0 VACV, comparando 0s
resultados positivos e negativos com 0s
obtidos no teste de PRNT.

Soros VACV-positivos foram coletados de
vacas mesticas em lactacdo (n=73),
apresentando lesdes caracteristicas de VB,
durante um surto no municipio de Mariana,
Minas Gerais, Brasil, em 2006 (Madureira,
2009). Adicionalmente, quatro destas vacas,
foram monitoradas durante sete coletas de
soro: 2 semanas apds o inicio do surto na
propriedade, 15 dias  depois e,
aproximadamente de dois em dois meses
subsequentemente, ao longo de um ano.

As amostras de soro bovino VACV-
negativos (n= 75) foram coletadas no
mesmo periodo, em propriedades vizinhas,
porém nao afetadas com a VB.

Para complementar o trabalho, amostras de
soro de duas vacas inoculadas
experimentalmente com o VACV Guarani
P2, apos escarificacdo da pele dos tetos
(Rehfeld, 2011) foram testadas. Estas
amostras foram coletadas semanalmente,
antes e apés a inoculagdo experimental.

A presenca ou auséncia de anticorpos contra
0o VACV nas vacas naturalmente e
experimentalmente infectadas foi
confirmada pelo método de referéncia PRNT
(OIE, 2008).

As amostras utilizadas na validacdo da
técnica foram obtidas de acordo com as
normas do Comitt de FEtica em
Experimentacdo  Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), com projeto aprovado e registrado
sob 0 nimero CETEA - 167/2009.
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3.5.2.Soroneutralizacéo por
reducdo do nimero de placas

Células Vero, na concentracdo de 50.000
células/cm?, em MEM, adicionado de 5% de
SFB, penicilina (50mg/mL), gentamicina
(50 pg/mL) e anfotericina B (2,5mg/mL),
foram distribuidas em placas de 6 pocos,
cada um com 9,6 cm? de area, e cultivadas
por 24 horas, em estufa a 37°C e 5% de CO,.
O soro foi inativado a 56°C, em banho
maria, por 30 minutos, e em seguida, diluido
em serie, na base 2 (1:20 a 1:160) em MEM
sem SFB.

O VACV-WR foi diluido de acordo com o
titulo viral para obtengdo de 300 UFP em
200uL de suspensdo viral. Cada 200uL de
dilui¢do de soro foram homogeneizados com
a mesma gquantidade de suspensdo viral e
incubados a 37'C por 1 hora. Para controle
positivo, foi utilizado 200uL de suspensédo
viral, adicionado de 200uL de MEM sem
SFB. Para controle da viabilidade celular,
foram incubados 400uL de MEM sem SFB
para cada placa.

Apb6s o periodo de incubacdo, 300uL de
cada diluicéo foi inoculada em um pogo com
monocamada celular. Para adsor¢do das
particulas virais, as placas foram incubadas
por 1 hora em estufa a 37°C, em atmosfera
de 5% CO,. Posteriormente, foi adicionado
1mL de MEM suplementado com 1% de
SFB. As placas foram novamente incubadas
a 37°C, por 72 horas.

Apb6s o periodo de incubacdo, as placas
foram fixadas e coradas por 10 minutos com
solugdo 10% formol, 1% cristal violeta em
PBS. As placas de lise foram contadas, e 0
titulo de  anticorpos  neutralizantes
determinado pelo inverso da maior dilui¢do

de soro capaz de neutralizar 50% do nimero
de placas detectadas no controle positivo.
Amostras  com titulos de anticorpos
neutralizantes (AN) abaixo de 20 foram
consideradas negativas; titulo igual a 20,
baixo; titulos entre 40 e 80, médio; e titulos
de 160 ou acima foram considerados de
titulo alto. Os titulos de AN foram expressos
em log, com as dilui¢Bes correspondentes a:
20=4,32;40=5,32; 80=6,32 ¢ 180 = 7,32.

3.5.3.Imunoperoxidase em
Monocamada Celular

Em placas de 96 poc¢os, 100 uL de solugédo
contendo  50.000  células  Vero/cm?
homogeneizada com VACV, em MOl igual a
0,01, em MEM suplementado com 4% de
SFB, foram dispensadas em cada poco, e
incubadas por 24 horas a 37°C, em
atmosfera de 5% CO,. Para controle da
viabilidade celular, seis pocos em cada placa
eram incubados com 100uL de suspensdo
celular sem adicdo viral.

Apobs o periodo de incubagdo, a solucdo foi
descartada, e os pogos fixados com solucéo
acetona: metanol (1:1) por 10 minutos em
temperatura ambiente, e posteriormente
secos ao ar. As placas foram utilizadas tanto
imediatamente apds a secagem, como
também apds 3 meses de congelamento a -
20°C.

Diluigdes seriadas dos soros, na base 3 (1:20
a 1:4860), foram realizadas em PBS-Tween
20 0,05% (PBS-T) com 0,1% de caseina e
50uL de cada dilui¢do, dispensados nas
placas fixadas, contendo células Vero
infectadas com VACV-WR. Em cada placa
foram utilizados soros controle negativo e
positivo, que eram testados na monocamada
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infectada e ndo infectada para verificacdo de
reagOes inespecificas.

As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C
e depois lavadas com solugcdo PBS-T. Em
seguida, 50 uL de proteina G conjugada com
peroxidase (Invitrogen® P21041), diluida
1:750 em PBS foram adicionados em cada
poco e a placa incubada por 1 hora a 37°C.
Finalmente, as placas foram lavadas com
PBS-T e 50/L de solucdo reveladora
contendo 3-amino-9-diethyl-carbazole em
0,IM tampdo acetato com 0,05% de
peréxido de hidrogénio foi adicionado.

A leitura das placas foi realizada em
microscopio de luz invertida, no aumento
200X. O titulo dos soros testados foi
expresso pelo inverso da diluicdo que
apresentou pelo menos cinco células
marcadas com a coloragdo vermelho tijolo.
Os titulos foram expressos em logy,
correspondendo assim: 20= 4,32; 60= 5,90;
180= 7,49; 540=9,07; 1620= 10,66 e 4860=
12,24,

3.5.4.Analise Estatistica

A avaliagdo da reprodutibilidade e
linearidade do teste dentro e entre as
repeticbes foi realizada como proposto por
Rabenau e colaboradores (2007). Trinta e
duas amostras positivas para VACV e seis
soros negativos foram titulados por PRNT e
IPMC. Para o ensaio de reprodutibilidade
dentro do teste, quatro réplicas de cada
amostra de soro foram realizadas na mesma
placa. Para reprodutibilidade entre os testes,
cinco réplicas de cada amostra foram
processadas em diferentes placas e cinco
leituras cegas independentes realizadas por
diferentes técnicos.

Para avaliar o efeito do congelamento das
placas apds a fixacdo, a 20°C, 14 amostras
positivas foram tituladas a0 mesmo tempo
em placas fixadas imediatamente antes da
realizacdo da técnica de IPMC e em placas
armazenadas por um, dois e trés meses. O
titulo de anticorpos e a intensidade da cor
das marcac0es celulares foram comparados.

Os pardmetros de acurdcia utilizados neste
trabalho incluem sensibilidade e
especificidade, com 95% de intervalo de
confianga. O indice Kappa foi utilizado para
determinar a concordancia dos resultados
positivos e negativos entre 0 PRNT e IPMC,
a correlacdo de Pearson para correlacionar
os titulos de anticorpos contra 0 VACV em
ambos os testes. O teste de Wilcoxon para
diferencas entre pares ordenadas
(Wilcoxon’s signed rank test) foi utilizado
na comparacdo pareada dos dois testes
(Sampaio, 2010).

A repetibilidade da técnica de IPMC foi
testada pelo coeficiente de correlagdo
intraclasse (CCI), por concordancia absoluta
(two-way mixed effect model), com 95% de
intervalo de confianca para todas as medidas
e analises de variancia para as cinco leituras.

4. RESULTADOS
4.1. Titulagdo viral

Apo6s a multiplicacdo e purificagdo do
VACV-WR, o titulo do virus utilizado na
padronizacdo e validacdo da técnica de
IPMC foi 1,4x10° UFP/mL.

4.2. Padronizagdo da técnica de
IPMC

De acordo com os testes realizados
inicialmente para padronizacao da técnica de
IPMC para avaliacdo da resposta imune
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humoral de bovinos, a melhor concentracdo
celular e nivel de infecgdo foram de 5x10*
células/cm? e 0,001 MOI, respectivamente.
A melhor diluicdo da proteina G conjugada
com peroxidase (Invitrogen®, P21041) foi
1:750. Assim, foi definido o protocolo
utilizado para a posterior validacdo da
técnica, como descrito no ITEM 3.3.1.3.

4.3. Validacéo da técnica de IPMC

Os resultados positivos e negativos obtidos
nas duas técnicas (IPMC e PRNT) das
amostras de campo estdo demonstrados na
Tabela 2.

O teste de IPMA padronizado apresentou
excelente acuracia (98%), sensibilidade
(100%), especificidade (96%) e indice kappa
de concordancia (x = 0,959). Os
coeficientes de validacdo e concordancia
estdo demonstrados na Tabela 3.

A média dos titulos de anticorpos contra o
VACYV detectados no IPMC foi superior a
média obtida no PRNT (média de titulo =

11,69 £ 0,83 log, e 537 + 0,96 log,
respectivamente; P< 0,001) (Figura 5). Para
verificar se os titulos de PRNT e IPMC
estavam relacionados, foi realizado um teste
de correlacdo entre as duas variaveis,
detectando-se um nivel de correlacdo
moderado (r= 0,31, P<0,05).

A repetibilidade e linearidade do teste foram
determinadas comparando os titulos de
anticorpos detectados nas réplicas da técnica
de IPMC. O CCI foi de 0,86 (P< 0,001;
Tabela  3), evidenciando  excelente
repetibilidade do método de diagndstico
padronizado. Ndo houve diferenca entre as
repeticbes realizadas pelo teste exato de
Fisher (F= 0,72; P= 0,57), indicando que a
mediana de todas as repeti¢oes foi similar.

A técnica de IPMC também demonstrou boa
repetibilidade nos seis soros negativos
testados. Diferengas entre titulos e
intensidade da cor das marcagdes ndo foram
observadas nos soros testados em placas
imediatamente utilizadas e as armazenada.

Tabela 2. Comparagéo dos resultados obtidos pelas técnicas executadas (IPMC e PRNT)

nas 148 amostras de soro bovino de campo.

Resultados PRNT

Resultados
IPMC Positivo Negativo Total
Positivo 73 3 76
Negativo 0 72 72
Total 73 75 148
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Tabela 3. Par@metros de validacéo e repetibilidade (95% de intervalo de confianca) para

os IgG total detectados pela técnica de IPMC.

Parametros Valores
Validag&o*

Kappa 0,959
Sensibilidade 100%
Especificidade 96%

Acurécia 98%
Repetibilidade?
CCl 0.86

CCl, coeficiente de correlagdo intraclasse

! Os resultados dos parametros de validagdo foram documentados através da comparacao dos resultados positivos e
negativos das 148 amostras de soro bovino testadas pelas técnicas de PRNT e IPMC.
2 Os resultados de repetibilidade foram mensurados utilizando as cinco repeticdes de 32 amostras de soro positivas,

testadas em quadruplicata.

Em vacas naturalmente infectadas, o teste de
IPMC detectou anticorpos contra o VACV
em maior niimero de amostras, e com titulos
mais elevados que o PRNT durante o
periodo de monitoramento.

Nas vacas experimentalmente infectadas, o
IPMC detectou anticorpos contra o VACV
com aproximadamente 4 a 7 dias pos-

= = =
o N N
1 1 )

e}
1

Titulo de anticorpos anti-VACV (Log ,)

inoculacdo (DPI), ja& o teste de PRNT
comegcou a identificar a presenca de
anticorpos apenas no 21° DPI, e em baixos
titulos.

O perfil soroldgico apresentou-se similar nos
dois testes realizados em soros bovinos de
animais de campo coletados a partir de 15
dias, até seis meses do inicio do surto de
VACV nas propriedades (Figura 5).

- IPMC
—o— PRNT

T
15d im 3m

8m 10m 13 m

Tempo apb6s inicio do surto

Figura 5 Média da resposta de anticorpos contra o VACV em quarto vacas naturalmente infectadas
determinada pelas técnicas de IPMC e PRNT, de amostras coletadas a partir de 15 dias (15 d) até
13 meses (13m) do inicio do surto de VACV em suas propriedades. Barras verticais indicam o erro

padréo.
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Na primeira coleta, um de guatro animais foi
negativo, tanto na técnica de IPMC quanto
na PRNT. Quinze dias depois, anticorpos
contra 0 VACV foram detectados em todos
0S quatro animais monitorados. Nas
amostras coletadas de dois a seis meses,
anticorpos contra o VACV foram detectados
em trés dos quatro, e dois dos quatro,
respectivamente.

Do 8° ao 13° més, houve divergéncia entre
os perfis sorologicos apresentados pelas
duas técnicas, enquanto os titulos médios de
anticorpos detectados pelo teste de IPMC
permaneceram elevados, pelo PRNT os
titulos médios cairam. Nos 8° 10° e 13°
meses apos inicio do surto na propriedade
monitorada, utilizando o teste de IPMC foi
possivel detectar anticorpos contra o0 VACV
em todos 0s animais, ja no teste de PRNT,
em apenas um dos quatro animais foi
detectado anticorpo no 8° e no 10° més, e em
nenhum, no 13° més (Figura 5).

5. DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou 0
desenvolvimento e a validagdo de uma
técnica de IPMC para deteccdo de 1gG total
contra o VACV em bovinos.

As técnicas de IPMC e PRNT (utilizada
como método de referéncia) apresentaram
elevados niveis de concordancia nos
resultados. No entanto, o IPMC apresentou
algumas vantagens em relacdo ao PRNT,
como a ndo necessidade de inativagdo do
soro teste, menor periodo de incubacdo (24
horas versus quatro dias), menor custo,
maior rapidez de execucdo e leitura, e
possibilidade de armazenamento de placas
preparadas com o antigeno.

Com pequenas modificacdes na
padronizacdo, o IPMC pode ser utilizado na
deteccdo de anticorpos contra 0 VACV em
soros de diferentes espécies animais, pois a
proteina G pode se ligar a porcdo Fc da
imunoglobulina(lg)G de uma grande
variedade de espécies, incluindo os seres
humanos. O teste pode também ser
modificado para a deteccdo de diferentes
isotipos de imunoglobulinas, como a IgM,
IgG1 e 19gG2, modificando apenas o
anticorpo secundario utilizado.

O teste padronizado foi capaz de detectar
IlgG total contra o VACV em vacas
experimentalmente infectados 17 dias antes
(4° DPI) da deteccdo de anticorpos
neutralizantes pelo PRNT, e até o 13° més
pos-infec;do em  vacas  naturalmente
infectadas, um periodo de deteccdo mais
longo que o PRNT (Figura 5). Estes dados
podem ser parcialmente explicados pela
diferenca entre os anticorpos identificados.

Técnicas como a IPMC podem ser utilizadas
na detecgdo de anticorpos especificos contra
diversos virus e assim, utilizados para
monitorar o estado imunoldgico dos
hospedeiros, enquanto o PRNT pode ser
utilizado para verificar a fungdo bioldgica
dos anticorpos.

A deteccdo de AN ¢ tardia e geralmente em
titulos mais baixos quando comparada a 1gG
total, pois a formacéo dos AN pode demorar
de semanas a meses, dependendo da resposta
imune estimulada pelo virus (revisado por
Hangartner et al., 2006). Estas informacdes
justificam a superior sensibilidade do teste
de IPMC sobre o PRNT, e podem explicar
parcialmente o pequeno ndmero de amostras
de campo que apresentaram resultados
negativos na PRNT, e positivos no IPMC.
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Uma moderada correlacao entre os titulos de
anticorpos detectados pela técnica de IPMC
e PRNT foi encontrada na analise das
amostras de campo, independentemente do
possivel retardo na producdo de anticorpos
neutralizantes contra 0 VACV em relacdo
aos 1gG total, demonstrando que hd uma
relacdo entre os titulos dos dois tipos de
anticorpos. Portanto, o IPMC seria mais
indicado para monitorar o possivel contato
dos bovinos com o0 VACV.

O aumento do titulo de IgG total em vacas
naturalmente infectadas oito meses ap6s o
surto de VACV nas propriedades, ¢é
sugestivo de que o virus pode permanecer
circulando nos rebanhos, promovendo uma
reinfeccdo dos animais por diferentes vias.
Porém esta estimulacdo parece ndo ser
suficiente para provocar doenca clinica com
lesBes caracteristicas nos tetos ou estimular
a produgdo de anticorpos neutralizantes.
Mais estudos devem ser desenvolvidos para
elucidar o papel dos IgG total e
neutralizantes na infeccdo de bovinos pelo
VACV.

O diagndstico de infeccBes causadas por
poxvirus em humanos e bovinos tem
aumentado no Brasil (Lobato et al., 2005;
Silva-Fernandes et al., 2009; Megid et al.,
2012). Apesar dos bovinos assumirem um
importante papel na transmissdo do VACV
para 0 homem, ha pouca informacao sobre a
circulagdo viral e a prevaléncia soroldgica
nestes animais. A técnica de IPMC
padronizada neste trabalho provou ser uma
ferramenta valida e simples para o
diagnostico indireto da infeccdo pelo
VACV.

Placas fixadas com monocamadas celulares
infectadas  podem  ser  previamente
preparadas e estocadas, 0 que torna o IPMC
um teste de rapida execucgdo, podendo ser
utilizado em casos de surtos, quando ha
necessidade de diagnostico rapido, ou em
inquéritos  epidemioldgicos quando ha
necessidade de testar um grande nimero de
amostras. Além disso, a técnica podera ser
utilizada como método de triagem para
detectar anticorpos contra 0 VACV em
bovinos, promovendo novas e importantes
informagGes sobre a resposta humoral contra
0 virus em animais doentes e ou mesmo sem
manifestacdo clinica, e indiretamente sobre a
distribuig&o viral nas fazendas e municipios.

6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o teste de
IPMC desenvolvido para a deteccdo de 1gG
total contra 0 VACV ¢ sensivel, especifico,
de execucgdo facil, répida, e adequado para
triagem do VACV em um grande nimero de
amostras de soro bovino. A técnica de IPMC
descrita é uma ferramenta importante para
levantamentos epidemiol6gicos que
colaborariam para maior compreensdo da
circulagéo viral no campo.

37



CAPITULO Il - Resposta imune humoral contra o Vaccinia virus em bovinos

naturalmente infectados
1. JUSTIFICATIVA

A VB é uma zoonose caracterizada por
lesbes exantematicas nos tetos e Uberes de
vacas em lactacdo, mdos e antebracos dos
ordenadores, e é causada pelo VACV, um
poxvirus pertencente ao género OPXV.

Desde o final da década de 90, vérios relatos
de surtos de VB séo descritos no Brasil, que
além de ser um problema de salde publica,
por afetar um grande numero de
ordenadores, causa  grandes  perdas
econdmicas, ao comprometer a producéo de
leite de milhares de vacas (Schatzmayr et
al., 2000; Trindade et al., 2003; Leite et al.,
2005; Lobato et al., 2005; Nagasse-Sugahara
et al. 2004; Donatele et al., 2007; Megid et
al., 2008; Megid et al., 2012).

No estado de Minas Gerais, maior produtor
de leite do pais, com mais de trés milhdes de
vacas ordenhadas por ano (IBGE, 2009), os
primeiros relatos da doenca ocorreram no
periodo de 1999-2000, na Zona da Mata. A
partir de entdo, varios surtos de VB tém sido
descritos em quase todas as regides do
estado, em numeros crescentes (Madureira,
2009).

A resposta imune contra 0 VACV em
bovinos ainda é pouco estudada, e nao
existem no mundo trabalhos que descrevem
0S mecanismos de controle e protecdo da
doenca nos bovinos, sendo desconhecidos 0s
titulos e a duracdo dos anticorpos nos
animais infectados. Estas informacdes sdo
necessarias para realizagdo de levantamentos
epidemioldgicos, para a avaliagdo da
protecdo e da possibilidade de reinfecgéo,

com ou sem manifestacdo clinica da doenca,
dos animais previamente infectados.

2. OBJETIVO

Avaliar os titulos de anticorpos e a duracao
da resposta imune humoral de bovinos
naturalmente infectados pelo Vaccinia virus
(VACV).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Amostras de soro bovino

Para avaliar a resposta imune humoral de
bovinos naturalmente infectados pelo
VACV, soros de vacas em lactacdo e
bezerros lactentes de propriedades com surto
de VB foram estudados. Os animais foram
monitorados do primeiro més, por até 15
meses apads o surto, e 0s soros titulados pela
técnica de imunoperoxidase em
monocamada celular (IPMC).
Adicionalmente, foram escolhidos soros de
dez vacas, previamente testadas no IPMC,
gue apresentavam pelo menos cinco coletas
ao longo dos 15 meses, e estas amostras
foram submetidas a pesquisa de anticorpos
neutralizantes (AN) pela técnica de
neutralizacdo por reducdo do ndmero de
placas (PRNT).

O estudo da resposta imune humoral de
animais naturalmente infectados pelo VACV
foi realizado com amostras de soro coletadas
em surtos ocorridos em 2006, no estado de
Minas Gerais, monitorados, por até 15
meses, e descritos por Madureira (2009).
Ndo foram identificados novos casos
clinicos da doengca nos bovinos das
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propriedades estudadas, durante os 15 meses
de monitoramento.

Todas as propriedades apresentavam sistema
de ordenha manual, com bezerro ao pé. Em
cada propriedade, 0 numero de animais
amostrados foi definido em funcdo do
nimero de vacas em lactacdo existentes na
propriedade, sendo amostradas para
rebanhos com até 30, de 31 a 60, de 61 a 90
ou acima de 91 vacas em lactacédo, 5, 7, 9 ou
10 vacas, respectivamente, e quando
possivel, seus bezerros (Madureira, 2009).

3.1.1.Perfil da resposta imune
humoral de vacas
naturalmente infectadas com
VACV

Para o estudo da resposta humoral de vacas
naturalmente infectadas foram utilizadas
apenas amostras de vacas em lactagcdo que
apresentavam sinais clinicos no momento da
primeira coleta.

Os soros foram coletados em 11
propriedades nos municipios de Mariana
(20°22°40”S 43°24°5770) e Paulistas
(18°25°377S - 42°52°04”0), totalizando 277
soros, de 54 vacas em lactagdo (Tabela 4),
que apos criterioso exame clinico dos
animais, apresentavam lesdes caracteristicas
de VB. Estas vacas foram monitoradas a
partir do primeiro més, por até 15 meses
apo6s o inicio dos surtos nas propriedades,
gue ocorreram entre junho e inicio de
setembro, periodo de seca na regido
acometida.

Tabela 4 Namero de amostras de vacas doentes, coletadas, em cada propriedade com surto

de VB, ao longo do tempo.

IDENTIFICACAO

MES APOS INICIO DO SURTO

MUNICIPIO DA PROPRIEADE
1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11  12-13  14-15

Mariana 48 6 6 - 6 6 6 - 6
Mariana 49 6 6 - 6 - 6 6 6
Mariana 28 4 - 4 4 - - 4 3
Mariana 29 4 - - 4 - 4 3 2
Mariana 44 4 - 4 - 2 2 - 2
Mariana 45 2 - 2 - 2 2 2 1
Mariana 46 5 5 - - 5 5 - 5
Mariana a7 5 5 - 5 5 5 - 4
Paulistas 40 9 9 - 7 4 6 6 7
Paulistas 58 3 - 3 3 2 3 3 -
Paulistas 59 6 - - 5 4 5 5 -

TOTAL (n) 11 54 31 13 40 30 44 29 36
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3.1.2.Perfil da resposta imune
humoral de bezerros, filhos

de vacas doentes,
naturalmente infectadas com
VACV

Soros de bezerros, filhos de vacas que
apresentavam lesbes caracteristicas de
VACV nos tetos, foram testados para
deteccdo e titulacdo de 1gG total anti-

VACYV. Estas amostras foram selecionadas
de cinco propriedades (Tabela 5), que
apresentavam pelo menos cinco bezerros,
filhos de vacas doentes monitoradas no
periodo de 15 meses apos o inicio do surto.

Dezenove dos 32 bezerros monitorados
apresentavam vesiculas, Ulceras ou crostas,
nos labios e focinho, que foram identificadas
apos exame clinico destes animais.

Tabela 5 NUmero de amostras coletadas de bezerros, filhos de vacas doentes, em cada
propriedade com surto de VB, ao longo do tempo.

IDENTIFICAGAO DA

MES APOS INICIO DO SURTO

MUNICIPIO PROPRIEDADE
1 2-3 6-7 8-9 1--11 14-15

Mariana 48 6 6 6 6 6 6
Mariana 49 6 6 6 - 6 1
Mariana 47 5 5 5 5 5 4
Paulistas 40 9 8 6 3 2 4
Paulistas 59 6 6 4 2

TOTAL (n) 6 32 25 29 18 21 15

3.2. Imunoperoxidase em
monocamada celular

Todas as amostras coletadas foram testadas
para deteccdo e titulacdo de IgG total contra
0 VACYV pela técnica de IPMC (Gerber et
al., 2012). Os titulos de anticorpos foram
classificados em: < 20, negativo; entre 20 e
180, baixo; > 540, alto; e também expressos
em log,, correspondendo assim: 20= 4,32; 6-
=5,90; 180= 7,49; 540=9,07; 1620= 10,66 €
4860=12,24.

3.3. Soroneutralizagdo por reducédo
do namero de placas

Para avaliar a presenca e duragdo dos AN
anti-VACV, foram utilizados soros de dez
vacas, previamente testadas para deteccdo de

IgG total, coletadas no primeiro més, dois,
seis, dez e 14 meses ap6s 0O surto nas
propriedades. Os AN contra 0 VACV foram
detectados e titulados, a partir de dilui¢des
na base 2 (1:20 a 1:160) por PRNT, de
acordo com Leparc e colaboradores (2005),
com modifica¢bes (Capitulo I, item 3.5.2).
Amostras com titulo de AN anti-VACYV igual
ou superior a 20 foram consideradas
positivas.

3.4. Andlise Estatistica

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi
utilizado para avaliar a distribuicdo dos
dados. O teste de Kruskal-Wallis, com 95%
de intervalo de confianca, foi utilizado para
comparar os dados de IgG total contra o
VACV ao longo do tempo. Os resultados
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foram considerados significativos quando o
valor de p <0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil da resposta imune humoral
de vacas naturalmente infectadas
com VACV

Este € o primeiro trabalho que avaliou a
duracdo da resposta imune contra 0 VACV
em bovinos naturalmente infectados.

Nas amostras analisadas, IgG total contra o
VACV foi identificada em todos os animais
testados. No primeiro més do surto, foi
possivel detectar altos titulos de IgG total
em 38 das 54 vacas monitoradas (70,4%).
De dois a trés meses depois, 0 percentual de
animais com titulos altos caiu para 48,4%
(15/31), e a quantidade de vacas com titulos
baixos aumentou para 45,2% (14/31). Apds
quatro ou cinco meses do inicio da doenca
nas propriedades, quando todos os animais
que adoeceram ja apresentavam cicatrizagdo
completa da lesdo, foi possivel observar
aumento no numero de vacas com titulos
baixos (75%) e redugdo do numero de
animais com titulos altos de IgG total anti-
VACYV (16,7%) (Figura 6).

Apdbs seis meses do inicio do surto foi
verificado um aumento expressivo no
nimero de animais negativos (17,5%). Até
15 meses ap6s inicio do surto nessas
propriedades 75% (27/36) dos animais ainda
eram  soropositivos, 52,78%  (19/36)
apresentavam titulos de IgG total baixo, e
22,2% (8/36) titulos altos (Figura 6).

Ao comparar as médias de 1gG total, foi
detectada reducdo do titulo de anticorpos
(p< 0,05), a partir de 6-7 meses, até 14-15
meses apO6s o0 inicio do surto nas
propriedades. Foi possivel observar também,
que a média de IgG total é alta (9,01) no
primeiro més de infecgdo, seguindo em
declinio até o 6° e 7° meses, com posterior
estabilidade até 14-15 meses depois (Figura
6).
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Figura 6 No eixo vertical da esquerda observa-se a distribuicdo, em porcentagem, dos titulos de 19G
total anti-VACV (negativo, <2-; baixos, entre 20 e 180 e altos, >540) das vacas em lacta¢do, com
lesdo de propriedades com surtos de VB, monitoradas por até 15 meses. O eixo vertical da direita
mostra a média de IgG total anti-VACV, expresso em log,, dos mesmos animais — (20= 4,32; 60=
5,90; 180= 7,49; 540= 9,07; 1620= 10,66 e 4860= 12,24). Barras verticais indicam o erro padréao da
média. Os tempos indicados com * representam diferenca estatistica em relacdo a média de 1gG

total observada no primeiro més (p< 0,05).

Quando os titulos de IgG total foram
analisados separadamente, por propriedade,
observamos que a curva de anticorpos
apresentava um perfil diferente entres elas, e
que 0 numero de amostras em algumas
propriedades, era muito pequeno, 0 que
aumentava o0 erro padrdo da média,
impossibilitando  a  analise  destas
propriedades separadamente.

Para avaliar melhor a curva de resposta
humoral anti-VACV por propriedade, e
verificar se estas diferencas interferiram na
avaliacdo da curva padréo final de IgG total,
foram selecionadas seis propriedades (48,

49, 46, 47, 40 e 59) que apresentavam pelo
menos cinco animais em cada coleta (Tabela
4). N&o foi observada diferenca entre a
curva da média de de 1gG total determinada
por estas seis propriedades selecionadas e a
média geral das 11  propriedades
monitoradas, mostrando que a curva de IgG
total anteriormente descrita é representativa.

Porém ao analisarmos separadamente, por
propriedade, as curvas de anticorpos das
vacas em lactacdo, observamos dois padrdes
diferentes (Figura 7), e assim podemos
definir dois grupos: o grupo | formado pelas
propriedades 46 e 49 e o grupo Il, pelas
propriedades 40, 47, 48 e 59.
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Figura 7 Média de IgG total anti-VACV, em log2, (20= 4,32; 60=5,9-; 180= 7,49; 540= 9,07; 162-=
10,66 e 4860= 12,24) de vacas naturalmente infectadas, por propriedade (48, 49, 46, 47, 40, 59) com
surto de VB. Nos tempos marcados com “x” nio foram realizadas coletas de amostras.

Nas curvas das médias de IgG total das
propriedades do grupo | observamos que
estas seguem em declinio, na maioria dos
tempos avaliados, até o 15° més apds o
surto; porém nas propriedades do grupo I,
apos certa estabilidade ou queda da média
do titulo de IgG total até o sétimo meés,
aproximadamente um ano ap06s o surto, ha
um aumento destas médias. Esta diferenca

sugere que 0 virus pode circular de modo
diferente entre as propriedades.

A queda de IgG total nas propriedades do
grupo | pode estar associada ao uso continuo
de desinfetantes antes e ap6s a ordenha,
limitando a circulagéo viral no rebanho.

O VACYV é sensivel a desinfetantes, como o
hipoclorito de sédio (Oliveira et al., 2011).
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O uso continuo destes desinfetantes antes e
ap6s a ordenha pode controlar a doenga
clinica e a circulagdo viral. Um estudo
comparativo entre propriedades com casos
de VB e propriedades controle detectou que
0 uso de desinfetantes nas propriedades de
producdo leiteira é um fator de protecdo
contra a VB (Madureira, 2009).

Em todas as propriedades estudadas, foi
relatado o uso de desinfetantes, como o
hipoclorito de sodio para desinfeccdo dos
tetos das vacas, e das maos dos ordenadores
apo6s a ocorréncia da doenca no rebanho,
porém ndo foi possivel saber se 0 uso destes
permaneceu ao longo de todo o periodo
estudado. Uma possivel hipGtese é que nas
propriedades do grupo |, esta queda continua
dos anticorpos contra o0 VACV possa ter
ocorrido pela redugdo do contato dos
bovinos com particulas virais, ndo havendo
estimulacéo da secrecédo de anticorpos.

Nas propriedades do grupo Il, apds certa
estabilidade ou queda da média da média de
IgG total, a partir do sexto més depois da
ocorréncia do surto, foi possivel observar
um aumento no titulo médio de IgG total
aproximadamente um ano depois, 0 que
sugere uma nova circulacdo viral nestas
propriedades.

Os surtos monitorados ocorreram entre
junho e inicio de setembro. Lobato e
colaboradores (2005) observaram tendéncia
a sazonalidade em um surto de VB ocorrido
na Zona da Mata Mineira, no ano de 2001.
Os autores relataram que 72% dos casos
identificados ocorreram nos meses de julho
a setembro, coincidindo com a época de
seca, gque favorece o ressecamento da pele
aumentando a existéncia de pequenas lesdes
dos tetos das vacas; e destacaram também

gue a maior quantidade de suplementacédo
alimentar dos animais, como feno, silo e
racdo na época da seca poderia favorecer a
presenca de roedores nos arredores do
curral.

Roedores sdo animais  sabidamente
susceptiveis a infeccdo pelo VACV, e o
isolamento de poxvirus de roedores
silvestres j& foi relatado (Diniz et al 2001; da
Fonseca et al 2002). Recentemente, o
VACV foi também isolado de roedores
peridomésticos em surtos da doenga e o
estudo filogenético das amostras isoladas
dos roedores, de humanos e dos bovinos no
surto de VB demonstrou perfeita homologia
entre elas, sugerindo que o mesmo virus
circula entre as trés espécies (Abrahdo et al.,
2009b).

Além do manejo sanitéario das propriedades,
a sazonalidade da doenga, a presenca de
hospedeiros silvestres e peridomésticos e a
patogenicidade da amostra viral também
pode ter influenciado na diferenca entre os
perfis das curvas de IgG total nos rebanhos.
Durante o0s surtos podemos observar
diferencas na taxa de ataque, e até mesmo no
padrdo das lesBes, algumas  mais
arredondadas e menores e outras alongadas,
com aspectos mais ulcerativos. Estas
variagdes no perfil fenotipico das lesdes
também foram observadas por Madureira
(2009) e variagcbes genéticas e de
patogenicidade em camundongos foram
identificadas em amostras de VACV
isoladas de propriedades acometidas pela
VB no Brasil (Trindade et al., 20086,
Drumond et al., 2008, Ferreira et al., 2008).

Apesar deste aumento no titulo médio de
anticorpos contra 0 VACV nas propriedades
do grupo Il € importante ressaltar que,
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mesmo com a provavel recirculagdo viral no
rebanho, ndo foram diagnosticadas novas
ocorréncias de doenga clinica nestes animais
durante o periodo estudado.

Para avaliar a correspondéncia entre I1gG
total e AN, amostras de dez vacas
previamente testadas no IPMC, que
apresentavam pelo menos cinco coletas ao

Vacas (n)
——
e
|
——
|
i
(¢ 6071) 2101 OB

longo dos 15 meses, foram selecionadas e
submetidas a0 PRNT para detecgdo de
anticorpos neutralizantes anti-VACV.

Todas as vacas selecionadas apresentavam
AN, assim como IgG total no 1° més de
infeccdo (Figura 8). Em quatro vacas (4/10)
altos titulos de AN (=160) foram
identificados no 1° més de infecgéo.
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Figura 8 No eixo vertical da esquerda observa-se a distribuicdo, em porcentagem, das amostras
negativas (< 20) e positivas (>20) para detec¢do de anticorpos neutralizantes, de dez vacas doentes,
em lactacio, de propriedades com surtos de VB, monitoradas por até 14 meses apds o inicio do
surto. O eixo vertical da direita mostra a média de IgG total anti-VACV, em log2, dos mesmos
animais — (20= 4,32; 60= 5,90; 180= 7,49; 540= 9,07; 1620= 10,66 e 4860= 12,24). Barras verticais

indicam o erro padréo da média.

No 2° més apés o inicio do surto, quando
todos os animais ja estavam completamente
cicatrizados, trés vacas se tornaram
negativas para AN no PRNT e destas, duas
também ndo apresentavam 1gG total.
Passados dez meses do surto, metade das
vacas ainda apresentava AN; quatro com
titulo igual a 20, e uma com titulo 80. Com
14 meses apds o0 surto, quatro vacas

apresentavam AN, trés com titulo igual a 40,
e uma com titulo igual a 80.

Estes dados nos indicam que mesmo apés
dez meses da ocorréncia de um surto em
uma propriedade esperamos que
aproximadamente 67% das vacas em
lactacdo sejam positivas para 0 VACV na
deteccdo de IgG total e que, pelo menos
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50% delas tenham AN contra o0 virus
(Figuras 6 e 8).

Anticorpos neutralizantes contra o VACV
foram detectados em vacas naturalmente
infectadas por Cowpoxvirus, também do
género Orthopoxvirus até dois anos apés a
infeccdo, em um surto descrito na Europa
(Baxby e Osborne, 1979).

4.2. Perfil da resposta imune humoral
de bezerros, filhos de vacas
doentes, naturalmente infectadas
com VACV

Considerando as amostras de vacas, e dos
seus respectivos bezerros, foi possivel
observar que a distribuicdo dos titulos de
IgG total dentro dos grupos foi igual, com o
maior nimero de animais apresentando altos
titulos de IgG total (>540). Apenas trés
vacas e um bezerro foram negativos no
primeiro més mas, ja na segunda coleta, foi
observada a soroconversdo destes animais
(Figuras 6 € 9).
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Figura 9 No eixo vertical da esquerda observa-se a distribui¢gdo, em porcentagem, dos titulos de 1gG
total anti-VACV (negativo, <20; baixos, entre 20 e 180 e altos, >540) de bezerros, filhos de vacas
com lesdo caracteristica de VB nos tetos, das propriedades com surtos de VB selecionadas (48, 49,
46, 47, 40 e 59), monitoradas por até 15 meses. O eixo vertical da direita mostra a média de 1gG
total anti-VACV, expresso em log,, dos mesmos animais — (20= 4,32; 60=5,90; 180= 7,49; 540=9,07;
1620= 10,66 e 4860= 12,24). Barras verticais indicam o erro padrdo da média. Os tempos indicados
com * representam diferenca estatistica em relacdo a média de 1gG total observada no primeiro

més (p< 0,05).

Quando avaliado o titulo de 1gG total anti-
VACYV dos bezerros ao longo do tempo (15
meses), foi possivel observar que 66,7%
(24/36) apresentavam altos titulos de 1gG
total no primeiro més, permanecendo com a

mesma distribuicdo até o terceiro més apos o
surto nas propriedades. Seis a sete meses
depois, ndo foi detectado nenhum bezerro
negativo e a maioria dos animais (72,4%)
apresentava baixos titulos de 1gG total
(Figura 9).
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A média do titulo de 1gG total, apos queda
significativa seis a sete meses depois do
surto (p<0,05), subiu no décimo més, com
aumento expressivo no nimero de bezerros
com altos titulos de anticorpos contra o
VACV. Posteriormente, 14-15 meses depois
do surto de VB nas propriedades, houve uma
nova reducdo no titulo de anticorpos, com
maioria dos animais (75%) apresentando
baixos titulos de IgG total anti-VACV.

Foi observado neste estudo que, de forma
geral, o pico de anticorpos contra 0 VACV
ocorre no primeiro més de infecgdo, tanto
nas vacas em lactacdo, quanto em seus
bezerros, com queda significativa a partir do
sexto més apds ocorréncia do surto (Figuras
6e9).

Os surtos de VB estudados foram os
primeiros relatados nestas propriedades. E
como todos o0s bezerros monitorados
apresentaram anticorpos contra o VACV,
acreditamos que estes tenham sido
secretados de forma ativa, apds estimulos
antigénicos por contato dos bezerros com o
virus, e nao derivados de transferéncia de
imunidade passiva.

Apesar da doenca clinica ter sido
diagnosticada apenas em 19 dos 32 bezerros
monitorados, ndo podemos afirmar que os
demais ndo apresentavam lesbes. Em
bezerros lactentes as lesdes podem se
desenvolver na face, como labios e focinho,
como também na cavidade oral e lingua,
dificultando o exame clinico e o diagnéstico
da doenca nesses animais (Leite et al., 2005;
Lobato et al., 2005).

O aumento significativo no titulo de 1gG
total anti-VACV entre 10-11 meses apo6s 0
surto pode estar relacionado a um novo
contato dos bezerros com particulas virais,
como discutido anteriormente, visto que este
mesmo perfil de resposta foi observado nas
propriedades do grupo Il (Figura 7).

O perfil da resposta humoral observada,
caracterizada pela persisténcia de anticorpos,
mesmo que em baixos titulos, na maioria
dos animais, é um fator importante para o
controle da doenca no rebanho, que pode
estar relacionado a protecdo contra doenga
clinica nos animais, mesmo com circulagdo
viral na propriedade. A presenca de
anticorpos por longos periodos também pode
ser importante para a transferéncia de
imunidade passiva, através do colostro, para
novos bezerros, aumentando a protecdo
contra a doenca.

5. CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel verificar que o
pico de anticorpos contra 0 VACV em vacas
em lactacdo e bezerros lactentes ocorre no
primeiro més de infeccdo e que os titulos de
IgG total, assim como de AN seguem em
queda, apesar de serem detectados por mais
de um ano nos animais infectados.
Diferencas no perfil das curvas de 1gG total
das vacas em lactacdo entre as propriedades
foram observadas.
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CAPITULO Il - Resposta imune humoral contra o Vaccinia virus em vacas lactantes

experimentalmente infectadas

1. JUSTIFICATIVA

Como discutido no capitulo anterior, a
resposta imune contra o0 VACV em bovinos
ainda é pouco estudada, e ndo existem no
mundo trabalhos que descrevem 0s
mecanismos de controle e protecdo da
doenca nos bovinos.

Os dados obtidos no estudo da resposta
imune humoral de vacas naturalmente
infectadas nos mostraram que, assim como
em humanos e camundongos, a infeccdo
pelo VACV desencadeia uma resposta
imune humoral com elevados titulos de
anticorpos. Porém, para maior compreensao
da formacdo desta resposta, € necessario
acompanhar os animais infectados desde o
inicio da infeccao.

A notificagdo da VB geralmente é tardia, e
quando chegamos as propriedades a doenga
é encontrada em fase avancada, com lesdes
em fase de crosta e cicatrizagdo. Além disso,
a coleta de sangue para o estudo da resposta
imune pode prejudicar o manejo das
propriedades que no momento do surto ja se
encontram em situacdo complicada, com
grandes prejuizos, devido a queda na
producdo de leite, mamites nas vacas em
lactacdo e mudancas no manejo da ordenha.

2. OBJETIVO

Avaliar a resposta imune humoral contra o
VACV, nos primeiros dias e por até dois
meses, de vacas em lactacdo

experimentalmente  inoculadas com o
VACV-GP2, e estudar variaches desta
resposta apos imunossupressao e reinfecgédo
destes animais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais dos experimentos

O experimento com os animais foi realizado
no Laboratério Nacional Agropecudrio
(LANAGRO), localizado no municipio de
Pedro Leopoldo. As andlises laboratoriais
foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa
em Virologia Animal, Escola de Veterindria,
da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.1.1. Instalacdes e
Manutencao dos
animais

No LANAGRO, as vacas em lactagdo foram
alojadas em quatro baias de concreto com
dimensdes 3,5 x 3,5 m separadas entre si por
paredes. Serragem e feno foram utilizados
como cama de descanso para 0s animais, e
era trocada diariamente. Em cada baia
ficaram alojadas duas vacas.

A éarea do experimento era telada e com
acesso restrito. Os dejetos (fezes e cama)
eram descartados diariamente em fossas 3,0
X 2,5m, abertas 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 inoculacéo (Figura 10).
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Figura 10 Local de alojamento dos animais durante o experimento no LANAGRO (A) visao externa
das baias; (B) visdo interna do corredor que da acesso as baias; (C) viséo interna de uma das baias.

Devido ao longo periodo de manutencdo em
area fechada os animais  foram
suplementados com vitaminas A, D e E por
via intramuscular. Eram oferecidas duas
refeicGes didrias para os animais, compostas
cada uma por 10 kg de feno de Tyfton tipo B
e 1,5 kg de racdo para vacas em lactagéo,
com 22 a 24% de proteina bruta. O sal
mineral foi fornecido a vontade, calculando-
se aproximadamente 50 g por animal por
dia. A agua era fornecida ad libidum.

O experimento foi realizado de acordo com
as normas do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), registrado sob o nUmero CETEA -
167/2009. A marcacdo dos animais foi
realizada por brinco na orelha direita, as
vacas foram identificadas como 5, 6, 13, 14,
15, 22, 25, 58, 62 e 65.

3.2. Selecéo dos animais

Para o experimento foram selecionadas dez
vacas mesticas em lactacdo, sem bezerro ao
pé e apresentando a pele dos tetos e Ubere
integra. Soros dos animais foram coletados,
e previamente submetidos ao teste de
soroneutralizacdo por reducdo do numero de
placas para deteccdo de anticorpos
neutralizantes anti-VACV, de acordo com

Leparc-Goffart e colaboradores (2005), com
modifica¢des (Capitulo 1, item 3.3.1.2).
Todas as vacas selecionadas eram oriundas
de propriedades sem relatos de VB héa pelo
menos dez anos e soronegativas para
VACV, pois apresentavam titulo de AN
inferiores a 20.

3.3. Delineamento do experimento

O experimento foi dividido em duas partes:
1- infeccdo inicial; 2 - ap6s infecgdo inicial,
e total recuperacao clinica, os animais foram
divididos em dois grupos, sendo um re-
inoculado com o VACV e outro
imunossuprimido (Figura 11). Ao total, o
experimento envolveu 10 animais. Na
infeccéo inicial foram utilizadas oito vacas,
e na segunda parte, as vacas foram divididas
em dois grupos, 0 primeiro com quatro
vacas (grupo da imunossupresdao) e o
segundo com cinco vacas (grupo da
reinfeccdo), sendo que para tanto foram
utilizadas sete vacas da primeira parte do
experimento e outras duas vacas que
participaram de um  pré-experimento
realizado nove meses antes deste.
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Figura 11 Delineamento experimental com infeccdo inicial, tratamento imunossupressor e
reinfeccdo de vacas lactantes com VACV-GP2. *Dx: Dexametasona, Tr: Tempo apos reinfeccao.

3.3.1. Infeccéo inicial

Para a inoculagdo, os tetos foram limpos e
entdo escarificados com auxilio de uma lixa
do tipo esmeril namero 4 (JX-41, Lixas
Doble A, Argentina), a pele de trés tetos
foram inoculadas com 50uL de suspenséo
viral contendo 10° unidades formadoras de
placa (UFP) de GP2V. O teto posterior
esquerdo foi reservado como controle
negativo da inoculagéo.

3.3.2.  Imunossupresao

Com 69 dias ap6s a inoculacdo (d.p.i),
quatro dos animais que participaram da
infeccdo inicial foram imunossuprimidos
através da  administragdo  por  via
intramuscular de 0,1 mg de
dexametasona/kg de peso vivo durante cinco
dias seguidos, conforme descrito por lketani
e colaboradores, (2002).

3.3.3. Reinfeccéo

No 70° d.p.i., cinco animais foram re-
inoculados com 0 mesmo virus e da mesma
maneira como descrito para a infeccdo
inicial no item 3.3.1. Trés desses animais
foram oriundos do grupo da infecgdo inicial,
enquanto dois animais foram incorporados
ao grupo da reinfeccdo apds serem

submetidos a inoculagdo inicial em um pré-
experimento realizado nove meses antes
deste experimento. Neste pré-experimento
0s tetos escarificados das vacas foram
escarificados o com auxilio de agulha
hipodérmica em local delimitado na é&rea
central de cada teto (Rehfeld, 2011).

3.4. Coleta das amostras

As amostras de soro foram coletadas
diariamente com o uso de tubo vacutainer,
que foram mantidos sem refrigeracdo até
completa coagulacéo. Posteriormente foram
centrifugadas e divididas em aliquotas, em
tubos tipo eppendorf de 15 mL
adeqguadamente identificados, e
posteriormente armazenados a -20°C em no
Laboratério de Pesquisa em Virologia
Animal, da Escola de Veterinaria da UFMG.

3.5. Imunoperoxidase em
Monocamada Celular (IPMC)

Todas as amostras coletadas foram testadas
para deteccéo e titulacdo de IgG total contra
0 VACYV pela técnica de IPMC (Gerber et
al., 2012). Os titulos de anticorpos foram
expressos em log,, correspondendo assim:
20= 4,32; 60= 5,90; 180= 7,49; 540= 9,07;
1620= 10,66 e 4860= 12,24.
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351 IPMC para
deteccdo de 1gG1 e
1gG2 bovina anti-
VACV

As amostras de soro coletadas no periodo da
infeccdo inicial e da reinfeccdo foram
submetidas ao teste de IPMC para deteccdo
de 1gG1 e 1gG2 bovina anti-VACV. Para a
realizacdo deste teste, foi utilizado o
protocolo de IPMC descrito por Gerber e
colaboradores (2012) com modificacdes.
Para deteccdo de IgG1l e 1gG2 bovina anti-
VACYV, diluicBes seriadas dos soros, na base
3 (1:20 a 1:4860), foram realizadas em PBS-
Tween 20 0,05% (PBS-T) com 0,2% de
caseina, e 50uL de cada diluicdo foram
dispensados nas placas fixadas, contendo
células Vero infectadas com VACV-WR. As
placas foram incubadas por 1 hora a 37°C e
depois lavadas com solucdo PBS-T.

Posteriormente, quando pesquisadas IgG1l
bovina anti-VACV, 40 uL de anticorpo
policlonal  ovino  anti-lgGl1  bovina
conjugado com peroxidase (Bethyl® A101-
116P), diluido 1:50 em PBS foram
utilizados, e para deteccdo de 1gG2 bovina
anti-VACV, foi utilizado o anticorpo
policlonal  ovino  anti-lgG2  bovina
conjugado com peroxidase (Bethyl® A101-
117P) na mesma diluicdo.

Os titulos de 1gG1 e 1gG2 anti-VACV foram
expressos em log,, correspondendo assim:
20= 4,32; 60= 5,90; 180= 7,49; 540= 9,07;
1620= 10,66 e 4860= 12,24,

3.6. Soroneutralizagdo por
reducdo do nimero de placas

Os AN anti-VACV foram detectados e
titulados, a partir de diluigdes na base 2
(1:20 a 1:160) por PRNT, de acordo com
Leparc e colaboradores (2005), com
modificagbes (Capitulo |, item 3.3.1.2).
Amostras com titulo de AN anti-VACYV igual
ou superior a 20 foram consideradas
positivas.

3.7. Analise Estatistica

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi
utilizado para avaliar a distribuicdo dos
dados. O teste de Kruskal-Wallis, com 95%
de intervalo de confianca, foi utilizado para
comparar os dados de 1gG total, AN, I1gG1l e
IgG2 contra 0 VACV ao longo do periodo de
infeccdo inicial. Para detectar diferencas
entre os titulos de 1gG1 e 1gG2 no periodo
da infecdo inicial foi utilizado o teste de
Friedman. Os resultados foram considerados
significativos quando valor de p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Infeccdo Inicial

Apos a inoculagdo do VACV-GP2 nos tetos
das vacas em lactagdo, todas desenvolveram
lesBes compativeis com a infecgdo por
VACV nos tetos (papulas, vesiculas e
Ulceras), e a infecgdo foi confirmada atraves
do isolamento viral em cultivo de células da
linhagem BSC-40, das crostas oriundas
dessas lesdes. O curso clinico das lesGes, da
formacgéo de péapulas até a cicatrizagdo, teve
a duracdo média de 18 dias (Figura 12)
(Rehfeld, 2011).
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Figura 12 |Inoculagdo e evolucdo das

A resposta imune humoral das vacas
experimentalmente inoculadas com VACV-
GP2 foi avaliada pela titulacdo de 1gG total,
AN, IgG1 e 1gG2 anti-VACV. A presenca
de 1gG total foi detectada em uma vaca no
8°d.p.i., e a partir do 10° d.p.i, todas

14+

lesdes nos tetos das vacas lactantes
experimentalmente inoculadas com VACV-GP2. (A) Escarificagdo e inoculagéo do VACV
GP2 no teto; (B) Vesicula e papula (4°d.p.i.); (C) Ulcera e crosta (8°d.p.i).

apresentavam IgG total contra 0 VACV. O
pico de IgG total em relagdo ao dia O foi
observado a partir do 16° d.p.i, e
permaneceu em niveis altos até o 60°d.p.i
(Figura 13).
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Figura 13 Média de IgG total anti-VACYV das oito vacas experimentalmente inoculadas com VACV-
GP2, e acompanhadas até o 60° d.p.i. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. Os
tempos indicados com (*) representam diferenca estatistica em relacdo a média observada no dia 0.

Os titulos médios de IgG total detectados no
primeiro e segundo meses apos a infeccdo
por VACV em vacas experimentalmente
infectadas foi semelhante ao observado nas
vacas naturalmente infectadas, descrito no
capitulo Il. Em vacas naturalmente
infectadas observamos que o pico de IgG

total ocorre no primeiro més de infecgdo, e
que se mantém elevado até
aproximadamente cinco meses apds o surto
(Capitulo 11, Figura 6). Os dados obtidos nas
vacas experimentalmente infectadas
corroboram com o0s obtidos nas vacas
naturalmente infectadas no campo.
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AN anti-VACV foram detectados em sete
das oito vacas inoculadas a partir do
16°d.p.i, coincidindo com o pico inicial de
IgG total. Nos demais dias, o titulo de AN
variou entre 20 e 80 na maioria dos animais,

apenas a vaca 15, no 40°d.p.i apresentou
titulo de AN igual a 160. N&o foi detectado
AN no soro da vaca 14 até o 60°d.p.i.
(Figura 14).
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Figura 14 Titulo de AN anti-VACV, do dia 0 até o 60°d.p.i, das oito vacas inoculadas
experimentalmente com o VACV-GP2. Cada vaca estd representada por um simbolo. Linha
pontilhada demonstra a média de AN anti-VACV ao longo do periodo estudado.

Resultados semelhantes de 1gG total e AN
anti-VACV foram observados em outros
estudos realizados em camundongos e
humanos imunizados com vacinas de VACV
atenuadas. Em camundongos a detecgdo de
IgG ocorreu no 7° d.p.i, com pico a partir do
14°d.p.i; AN foram identificados no 20° d.p.i
e persistiram, assim como a IgG total, por
mais de trés meses (Spriggs et al., 1992, Xu
et al., 2004, Coulibaly et al., 2005).

Em humanos foi possivel detectar IgG total
e AN anti-VACV a partir do 14°d.p.i e o
pico da resposta humoral foi observado no

primeiro més apds a vacinagdo (McClain et
al., 1997, Greenberg et al., 2005). A resposta
humoral em humanos é muito duradoura,
sendo possivel detectar AN de 20 até 75
anos apdés a vacinagdo (McCarthy et al.,
1958, Hammarlund et al., 2003).

Quando avaliamos separadamente  as
subclasses 1gG1 e 1gG2, observamos que a
IgG1 é detectada anteriormente a 1gG2, e se
mantem mais elevada até o 20°d.p.i, quando
ndo é mais observada diferenca significativa
entre o titulo médio de IgG1 e IgG2 (Figura
15).
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Figura 15 Titulo médio de 1gGl e 1gG2 anti-VACV, do dia 0 até o 60°d.p.i, de vacas
experimentalmente inoculadas com o VACV-GP2. Barras verticais indicam o erro padrdo da
média. Letras diferentes (a,b) indicam diferenca estatistica entre os grupos 1gG1 e 1gG2. Os tempos
indicados com (*) representam diferenca estatistica em relacdo a média observada no dia 0 para

cada grupo.

No 10° d.p.i, todas as vacas ja apresentavam
IgG1, e os titulos desta imunoglobulina
foram homogéneos ao longo do periodo
estudado e entre as vacas.

Em relagdo a 1gG2, até o 12°d.p.i, apenas
uma vaca apresentava imunoglobulina desta
subclasse, e com titulo igual a 60. No
16°d.p.i, quatro vacas apresentavam IgG2, e
a partir do 20° d.p.i, foi detectado 1gG2 em
sete das oito vacas. Apenas no 60°.p.i, e
com titulo baixo, igual a 20, foi detectada
1gG2 anti-VACV no soro da vaca 14.

De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, 1gG total pode ser detectada
precocemente em relagdo aos AN e 1gG2,
assim como a IgG1. O aumento do nimero
de animais positivos para 1gG2 coincidiu
com a deteccdo de anticorpos neutralizantes
nas vacas experimentalmente infectadas. A
vaca 14, que ndo apresentou AN ao longo
dos 60 d.p.i, também ndo apresentou IgG2

anti-VACV até o 40°.p.i, e quando
detectado 1gG2 no  60°d.p.i, esta
imunoglobulina apresentava baixo titulo, 20.

Entre o primeiro e o 60° d.p.i foi possivel
detectar, intermitentemente, DNA viral no
sangue de todas as vacas experimentalmente
infectadas com VACV-GP2. O periodo com
maior frequéncia de deteccdo do DNA viral
no sangue das vacas experimentalmente
inoculadas foi entre 0 8° e 15° d.p.i. (Rivetti
Jr., 2012), periodo em que foi possivel
detectar maior nimero de  vacas
soropositivas e aumento no titulo de IgG
total, mas ainda com auséncia de AN.

A partir da deteccdo de AN, no 20°d.p.i, ndo
foi mais detectado DNA viral no sangue das
vacas 13, 15, 22 e 65. DNA viral foi
detectado apenas mais uma vez no sangue da
vaca 25 (50° d.p.i) e mais duas vezes no
sangue das vacas 58, (33° e 56° d.p.i) e 62
(25°d.p.i e 60° d.p.i.). Apesar da néo
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identificacdo de AN no soro da vaca 14,
DNA viral foi detectado apenas por quatro
vezes no sangue deste animal (2°, 10°, 14° e
29° d.p.i) (Rivetti Jr., 2012).

Em relacio ao desenvolvimento e
cicatrizacdo das lesGes nos tetos das vacas,
causadas pelo VACV-GP2, entre 0 3° e
5°d.p.i, comecaram a surgir vesiculas e
papulas nos tetos inoculados. No 5° d.p.i
todas as vacas apresentavam lesGes
ulcerativas em pelo menos um teto
inoculado. Crostas foram observadas entre o
6° e 10° d.p.i, e a partir do 18°d.p.i., as
lesBes entraram no estéagio de cicatrizagdo. A
resolucdo completa das lesbes ocorreu entre
0 22° e 0 27°d.p.i. (Rehfeld, 2011), quando
AN ja eram identificados em sete dos oito
animais.

Xu e colaboradores (2004) observaram em
camundongos experimentalmente
inoculados com VACV-WR, que apds a
infeccdo aguda, anticorpos especificos
representam 0 mecanismo efetor mais
importante para debelar a infeccéo e evitar a
replicagdo viral. E como demonstrado, o
estagio de cicatrizacdo das lesdes (18°d.p.i)
se inicia juntamente com o aparecimento de
anticorpos neutralizantes e 1gG2 anti-
VACV. Em bovinos, a funcdo da IgG2 est4

geralmente  atribuida como a mais
importante opsonina para ativagcdo de
fagocitose por neutrofilos e macrofagos
(Tizard, 2008).

4.2. Imunossupressao

A imunossupressao foi realizada nos animais
14, 22, 25 e 58, a partir do 69° d.p.i. Estes
animais foram acompanhados com o
objetivo de estudar o comportamento viral
em vacas infectadas e imunossuprimidas
experimentalmente, ap6s a recuperagdo dos
sinais clinicos. A diminuicdo do nimero de
linfdcitos foi observada a partir do 1° d.p.im
(dia  ap6s imunossupressao), com
identificacdo de linfopenia a partir do 5°
d.p.im, comprovando a imunossupressao
(Rehfeld, 2011).

A resposta imune destes animais foi avaliada
pela titulagdo de 1gG total e AN. Os dados
obtidos na infeccéo inicial (40° e 60° d.p.i)
foram utilizados para melhor observagao dos
titulos de anticorpos das quatro vacas,
anteriormente a imunossupressao.

Antes da imunossupresao, apenas a vaca 14
ndo apresentava AN especificos contra o
VACV. Este resultado se manteve apds 0s
cinco dias de aplicacdo de dexametasona, e
mesmo até 0 12° d.p.im (Figura 16).
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Figura 16 No eixo vertical da esquerda observa-se o titulo de I1gG total, expresso em log, das quatro vacas (14,
22, 25 e 58) inoculadas e imunossuprimidas com dexametasona. O eixo vertical da direita mostra o titulo de
AN das mesmas vacas. Estao representados no gréafico os tempos: -30 d.p.im (40°d.p.i), -10 d.p.im (60 d.p.i), O
d.p.im (69 d.p.i), 4 d.p.im (73°d.p.i) e 0 12 d.p.im (81° d.p.i). Linha cheia indica a média de 1gG total anti-
VACYV, linha pontilhada indica a média de AN anti-VACV.

No 4° d.p.im foi observado um aumento no
titulo de IgG total no soro das quatro vacas
imunossuprimidas com  dexametasona,
apesar destes animais estarem com
linfopenia neste periodo.

N&o foi observada nenhuma lesdo nos tetos
das vacas ap6s a imunossupressdo, porém a
elevagdo do titulo de 1gG total anti-VACV
pode indicar uma nova circulagdo viral,
evidenciada pela deteccdo de DNA viral no
sangue destes animais entre 0 3° e 0 12°
d.p.im (Rivetti Jr., 2012). E para
complementar estas evidéncias, uma lesdo
ulcerativa na mucosa oral das vacas 14 e 58
foi observada no 5° e 8° d.p.im,
respectivamente, e o DNA viral foi
detectado em suabes das lesdes (Rehfeld,
2011).

Sentsui e colaboradores (1999), apds a
administragdo  de  interferon  gama,
conseguiram através de sorologia, PCR e
identificacdo por microscopia eletronica
demonstrar a presenga de um parapoxvirus

bovino no sangue de uma vaca sem sinais
clinicos. Com isso, sugeriram que 0S
parapoxvirus sdo capazes de causar infeccéo
persistente em vacas sem sinais clinicos e
que o virus pode ter sua replica¢do ativada
por fatores capazes de induzir modificagOes
nas reagdes imunologicas.

Outro caso de infeccdo persistente por
poxvirus foi relatado por Pahlitzsch e
colaboradores (2006). Apos infeccdo por
CPXV, uma crianga desenvolveu leséo
edematosa na regido da narina direita. O
processo de cicatrizacdo da lesdo foi
prolongado com numerosas A&reas de
linfadenite, e em um nodulo persistente que
foi retirado dois anos ap6s o inicio das
lesGes, onde constatou-se a presenca do
DNA de CPXV.

Neste trabalho podemos identificar indicios
de replicacdo viral, por aumento no titulo de
IgG total anti-VACV e pela presenca de
DNA viral no sangue e em lesdes ulcerativas
na mucosa oral de duas vacas apds a inducéao

56



da imunossupressdo, que ocorreu 69 dias
apos a infeccdo experimental com o VACV-
GP2. Estes dados sdo sugestivos de
persisténcia viral apos cicatrizagdo completa
das lesbes nos tetos, causadas pela infeccéo
inicial, e indicam que diante de fatores como
estresse e outros capazes de alterar as
condicBes imunolégicas pode ocorrer
multiplicacdo viral, com manifestacbes
clinicas diferentes da observada na infecgdo
inicial.

4.3. Reinfecao

A reinoculagéo dos animais foi realizada da
mesma maneira que a infecgdo inicial,
descrita no item 3.3.1. Para reinfeccao foram
utilizados cinco animais, divididos em dois
grupos. O grupo | foi formado por duas
vacas (5 e 6) re-inoculadas ap6s 270 dias da
primeira infeccdo, e o grupo Il composto por
trés vacas (13, 15 e 65) que foram re-
inoculadas no 70° d.p.i.

Nas duas vacas do grupo |, vesiculas e
papulas foram observadas no 2° dia apds a
reinfeccéo (d.p.r), e em duas vacas do grupo
Il (15 e 62), estas lesdes foram observadas
no 4° e 5° d.p.r, respectivamente. A

resolucdo das lesdes ocorreu no 9°d.p.r nas
vacas do grupo Il e no 10°d.p.r no grupo |
(Rehfeld, 2011). As lesdes do grupo Il foram
menores e as Ulceras evoluiram para crosta
mais rapidamente quando comparadas com
as lesdes observadas no grupo | (Figura 17).

Para avaliacdo da resposta imune humoral
destes animais diante de uma reinfeccdo,
IgG total, 1gG1, 1gG2 e AN foram titulados
por até 20 d.p.r. Para melhor compreensdo
da dindmica da resposta imune, foram
utilizados os dados da infecgdo inicial de
cada animal, até 10 dias antes da reinfeccéo,
0 que para o grupo | representa 260 d.p.i e
para o grupo I1, 60 d.p.i.

Ao avaliarmos as amostras de soro do grupo
| observamos que dez dias antes e no dia da
reinfeccdo nenhuma das duas vacas
apresentavam 1gG total ou AN. Este
resultado persistiu até o 5° d.p.r, e a partir do
10° d.p.r foram detectados 1gG total e AN
nas vacas do grupo I. Nos soros das vacas
do grupo Il, tanto IgG total como AN
estavam presentes desde 10 dias antes da
reinfeccdo. E ndo foram observadas
diferencas significativas nos titulos destes
anticorpos até o 20°d.p.r. (Figura 18).

Figura 17 Lesdes observadas nos tetos das vacas experimentalmente re-infectadas com VACV-
GP2. Lesdes nos tetos da vaca 6, do grupo | no 4° d.p.r (A) e 10°d.p.r (B); lesGes observadas na
vaca 62, do grupo Il no 4°d.p.r (C) e 8°d.p.r (D).
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Figura 18 Titulo de 1gG total e AN anti-VACV das vacas re-inoculadas com VACV-GP2, expressos em log,. No
gréfico (A) estdo representadas as duas vacas do grupo I, no grafico (B) as trés vacas do grupo Il. Circulos
pretos mostram o titulo de 1gG total, e circulos sem preenchimento mostram os titulos de AN. As médias de
1gG ao longo do periodo estudado estdo representadas por linhas cheias, as linhas pontilhadas representam a

média de AN.

A avaliacdo das subclasses de 1gG mostrou
que, mesmo sem a presenca de anticorpos no
dia da reinoculagdo do VACV-GP2, no
5°d.p.r. 1gG1 foi detectada em uma vaca do
grupo | (Figura 19), mais precocemente que
na infec¢éo inicial.

No grupo Il observamos a presenca de 1gG1
e 1gG2 em titulos equivalentes até o dia da
reinoculagdo. A média do titulo de IgG1
apresenta um discreto aumento no entre o 5°
e 10° d.p.r, e segue em posterior declinio até
0 20°d.p.r. (Figura 19). Uma observagao
interessante nos dados de 1gG2, é que do 5°

ao 10° d.p.r no soro da vaca 13, que nao
apresentou lesGes caracteristicas nos tetos na
reinfeccdo, ndo foi detectado 1gG2 anti-
VACV. E a partir do 15°d.p.r o titulo desta
subclasse de 1gG sobe para 60. No 20°d.p.r,
IgG2 ndo foi detectada na vaca 15.
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Figura 19 Titulo de 1gG1 e 1gG2 anti-VACV das vacas re-inoculadas com VACV-GP2, expressos em log,. No
gréfico (A) estdo representadas as duas vacas do grupo I, no gréfico (B) as trés vacas do grupo Il. Quadrados
pretos mostram o titulo de 1gG1, e quadrados sem preenchimento mostram os titulos de 1gG2. As médias de
1gG1 ao longo do periodo estudado estdo representadas por linhas cheias, as linhas pontilhadas representam a

média

A deteccdo de anticorpos no grupo |, que
ndo apresentava anticorpos no dia da
reinoculacdo, ocorreu anteriormente a
observada na infeccdo inicial descrita neste
trabalho, o que sugere a presenca de células
B de memoéria. Quando expostas ao
antigeno, estas células proliferam e se
diferenciam em plasmdcitos para secregdo
de anticorpos. DNA viral foi detectado no
sangue das vacas 5 e 6 nos 3° e 2° d.p.r,
respectivamente (Rivetti Jr., 2012). A
expressao de 1gG1l bovina é positivamente
regulada pela presenca de IL-4, que é
secretada por linfdcitos Th2, que apresentam
uma resposta Otima aos  antigenos
apresentados pelas células  dendritica
mieldides e linfocitos B (Estes et al., 1995).
A deteccdo precoce de IgGl, a partir do
5°d.p.r., no grupo I, sugere que o contato de
celulas de memoria com o antigeno tenha
ocorrido no inicio da reinfecgdo.

Independente da presenga de anticorpos
especificos contra o VACV, quatro das
cinco vacas reinfectadas com o0 VACV-GP2
apresentaram lesbes apds a reinfeccdo nas

1gG2.
condiges experimentais estudadas. Os
animais reinoculados ap6s 270 dias

manifestaram lesdes mais severas e mais
distribuidas, que nas vacas do grupo I,
reinoculadas no 70° d.p.i.

A manifestacdo clinica mais banda e menor
periodo de curso da doenca clinica nos
animais do grupo Il em relagdo a infeccéo
inicial e aos animais do grupo I, pode ser
explicada pelos altos niveis de 1gG total e
neutralizantes observados nestas vacas, que
promoveram uma protecdo parcial contra o
virus.

Porém, independentemente do tempo apos a
primeira infeccdo e da presenca inicial de
anticorpos no momento da reinfecgdo, em
todas as vacas, as lesdes observadas na
reinfeccdo foram menores, com fase
ulcerativa mais branda do que nos animais
inoculados pela primeira vez (Rehfeld,
2011).
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No estudo da resposta imune humoral de
vacas naturalmente infectadas (Capitulo II)
observamos que o perfil da resposta humoral
¢ caracterizado pela persisténcia, por mais
de um ano, de anticorpos mesmo que em
baixos titulos, na maioria dos animais, e que
como ndo foram observadas vacas doentes
nas propriedades mesmo apos 15 meses da
ocorréncia do surto de VB, a presenca de
anticorpos parece ser um fator importante
para o controle da doenca no rebanho, e
pode estar relacionado a protegdo contra a
manifestacdo clinica classica da VB, com
lesbes ulcerativas nos tetos das vacas em
lactacdo.

Estudos realizados em camundongos e
primatas demonstraram que a presenca de
anticorpos é importante na protecdo contra
uma reinfecdo por OPXV. A presenca de
anticorpos policlonais especificos contra o
VACV ¢é capaz de prevenir a morte de
camundongos e primatas inoculados com
doses letais (Galmiche et al., 1999; Xu et al.,
2004; Edghill-Smith et al., 2005). Estes
dados corroboram com os achados clinicos e
da resposta humoral de vacas em lactagdo
observados neste trabalho.

CONCLUSOES

Foi possivel identificar a presenga
da resposta imune humoral em vacas
experimentalmente infectadas com
VACV-GP2, com deteccdo de
anticorpos da classe 1gG a partir do
10° d.p.i, que persistiram até o
60°d.p.i.

Anticorpos da classe IgG1l foram
identificados anteriormente aos da
classe 1gG2.

Anticorpos neutralizantes e 1gG2
foram detectados na maioria dos
animais a partir do 16°.p.i.,
coincidindo com o periodo em que
se inicia 0 processo de cicatrizagdo
das lesGes nos tetos.

Apbs a imunossupressdo, foi
observada uma pequena elevagéo no
titulo de IgG total, o que sugere uma
infeccdo persistente pelo VACV.
IgG total, 1gG1, 1gG2 e AN foram
detectados precocemente apds a
reinfeccdo em comparacdo com a
infeccdo inicial, em animais re-
infectados que ndo apresentavam
estas Igs no momento da re-
inoculagéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi dividido em trés capitulos. No capitulo inicial foi descrita a padronizacéo e
validacdo da técnica de imunoperoxidase em monocamada celular para identificacdo de
anticorpos da classe IgG especificos contra 0 VACV. O desenvolvimento desta técnica nos
possibilitou realizar estudos sobre a resposta imune humoral de bovinos infectados com o
VACYV de forma natural e experimental.

No segundo capitulo identificamos o perfil da resposta imune humoral de vacas em lactacéo e
seus bezerros lactentes naturalmente infectados pelo VACV em surtos ocorridos em
propriedades produtoras de leite. Verificamos que o pico de anticorpos da classe IgG ocorre no
primeiro més de infeccéo, e que € possivel detecta-los, mesmo que em titulos mais baixos, até
um ano apds a ocorréncia dos surtos nas propriedades.

A terceira parte do trabalho, descrita no capitulo Ill, foi desenvolvida para avaliarmos
adequadamente a resposta imune humoral contra 0 VACV em vacas em lactacdo, desencadeada
nos primeiros dias até dois meses ap6s a infeccdo inicial, e a resposta humoral obtida apds a
imunossupressdo e reinfeccdo destas vacas. Os resultados obtidos neste experimento nos
mostrou a dindmica inicial de resposta humoral contra 0 VACV, a curva da resposta de AN, IgG
total e das subclasses 1gG1l e 1gG2. Vimos ainda que a presenca de anticorpos protege
parcialmente as vacas imunossuprimidas e reinfectadas da manifestagdo clinica da VB.
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