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RESUMO - O virus Vaccina (VACV) é o agente etioldgico da vaccinia bovina, doenca
zoonotica re-emergente e de grande importancia socioecondmica. Raros sdo os relatos de
VACV em equinos no Brasil, um dos mais recentes data de 2008 no municipio de Pelotas-
RS, no qual duas cepas, Pelotas Virus 1 e Pelotas Virus 2 (P1V e P2V), acometeram 14
animais. Essas cepas foram inoculadas em equinos com o objetivo de verificar se hd o
desenvolvimento da infeccdo, assim como de lesdes macro e microscopicas. Para tanto, seis
equinos adultos e sadios foram inoculados via escarificagdo do plano nasolabial e foram
acompanhados durante 28 dias pds inoculacdo (d.p.i.). Os animais desenvolveram lesbes
macroscopicas compativeis com aquelas causadas pelo virus Vaccinia no periodo
compreendido entre dois e oito d.p.i.; analises dos fragmentos de tecidos coletados
apresentaram acantose, degeneracao balonosa de queratindcitos, Ulceras e infeccdo bacteriana
secundaria. Inclus@es eosinofilicas intracitoplasmaticas foram infrequentemente observadas
em queratindcitos degenerados ao redor das areas de necrose. Apenas um animal apresentou
excrecdo viral nos locais de inoculagdo confirmada via PCR. Os resultados obtidos neste
estudo demonstram que a inoculacdo das cepas P1V e P2V resultam em infeccdo e no
desenvolvimento, ainda que brandas, de lesdes macro e microscopicas. Estes achados
sugerem que equinos apresentam baixa susceptibilidade ao VACV, especialmente as cepas
P1V e P2V, e possivelmente representam baixo potencial transmissor do virus para outras
espeécies. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar o potencial de equinos na
disseminacdo e/ou manutencdo destas cepas do virus Vaccinia em equinos, bovinos e no
homem.

PALAVRAS CHAVE: Virus Vaccinia; Infeccdo; Equinos; vaccinia bovina.



ABSTRACT- Vaccinia virus (VACV) is the etiologic agent of bovine vaccinia, a zoonotic re-
emerging disease of high socioeconomic impact. There are few reports of VACV in horses in
Brazil. The most recent was described in the city of Pelotas in 2008, where two strains,
Pelotas Virus 1 and Pelotas Virus 2 (P1V and P2V), infected 14 animals. These strains were
inoculated in horses in order to verify whether experimental inoculation results in infection,
and gross and microscopic lesion development. Therefore, 6 adult healthy horses were
inoculated via scarification of nasolabial surface. These animals were daily examined for 28
days post inoculation (d.p.i.). Gross lesions consistent with those caused by vaccinia virus
were observed between 2 and 8 dpi. Microscopically there were epidermal hyperplasia
(acanthosis), ballooning degeneration of the stratum spinosum, necrosis and loss of the
epidermis, with intralesional bacteria. Moderate infiltration of neutrophils, macrophages and
lymphocytes were observed in the superficial dermis. Intracytoplasmic eosinophilic inclusions
were infrequently observed in degenerate keratinocytes from adjacent necrotic areas. Only
one animal had viral excretion from the inoculation site, confirmed by PCR. The results of
this study demonstrate that the inoculation of P1V and P2V strains result in infection,
although mild, with macro and microscopic lesion development. These findings suggest that
horses have low susceptibility to VACV, especially to P1V and P2V strains, and possibly
represent low potential to transmit the virus to other species, especially dairy cattle.
Therefore, additional studies are needed to evaluate the potential of horses in the
dissemination and/or maintenance of these strains of vaccinia virus in cattle, horses, and in
humans.

KEYWORDS: Vaccinia virus; infection; horses; bovine vaccina.
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INTRODUCAO

O virus Vaccinia (VACV), prototipo da familia Poxviridae e pertencente ao género
Orthopoxivirus, € reconhecidamente o0 agente etioldgico da vaccinia bovina ou variola bovina,
uma doenca zoonotica re-emergente e de grande importancia socioeconémica, caracterizada
por lesBes proliferativas, vesiculo-pustulares e crostrosas no Ubere e tetas de vacas ou no
focinho e cavidade oral de bezerros em aleitamento (DELHON et al., 2006). No homem, mais
frequentemente em ordenhadores, a infeccdo é semelhante aquela observada nos rebanhos,
com lesBes nas méos e antebracos ou de forma disseminada por toda a face, olhos e orelhas

(ESSBAUER et al., 2010).

Os prejuizos socioecondmicos associados a vaccinia bovina sdo expressivos, alguns
autores relatam que a queda na producdo de leite pode variar de 30 a 50% dependendo da
quantidade de animais infectados. Somadas essas perdas aos custos com tratamento e
afastamento produtivo dos animais, bem como a licenca remunerada dos trabalhadores, a
doenca desencadeia uma quebra na cadeia produtiva do leite e grande perda econdmica para o

pais (LEITE et al., 2005; LUDOULFO DE OLIVEIRA et al., 2010).

Historicamente diferentes orthopoxvirus de origem humana e animal estdo associados
a doenca cuténea proliferativa. Os equinos parecem servir como hospedeiro alternativo para
muitos poxvirus animais e humanos e, desenvolvem sindromes clinicas diferentes de acordo
com a infec¢do causada por determinado virus. Infec¢Bes por orthopoxvirus em equinos, em

especial o Horsepox virus (HSPV), causador da variola equina, foram frequentemente



descritas no século XIX e no comec¢o do século XX, e se tornaram progressivamente raras até

0 ponto de serem consideradas extintas (BRUM et al., 2010; ESPARZA, 2013).

Infecgdes naturais por VACV em equinos séo raras (KAMINJOLO JR. et al., 1974).
Um dos relatos mais recentes no Brasil ocorreu em 2008 no municipio de Pelotas- RS
(BRUM et al.,, 2010). Nesse surto, 14 equinos crioulos de uma mesma propriedade
apresentaram a infeccdo dos quais: nove eram éguas lactantes, quatro potros e, um macho
adulto castrado. Os autores citam que ndo havia outras espécies domésticas no mesmo pasto.
Uma égua apresentou o focinho coberto por cicatrizes cujo curso clinico foi de 8 a 12 dias,
sem qualquer outro sinal clinico. Progressivamente outros dez animais comecaram a
apresentar papulas de 2-3 mm de didmetro no focinho e narinas, nas faces mucosa e cutanea
dos labios. Havia ainda secrecdo serosa que fluia a partir do focinho e deixava um rastro de
crostas. As lesBes eram proliferativas e ulcerativas com aspecto verrucoso e se desprendiam
ao serem manuseadas. As areas afetadas foram tradadas com polivinilpirrolidona de iodo

(PVPI) e culminaram com o fim das lesfes deixando apenas areas despigmentadas.

CAMPOS et al. (2010) realizaram o isolamento viral de dois equinos do surto descrito
por BRUM et al. (2010). Por meio de técnicas de extracdo e purificacdo viral, verificou-se
que em um dos animais infectados havia duas cepas distintas do virus Vaccinia (denominados
Pelotas virus 1 - P1V, e Pelotas virus 2- P2V) que variavam geneticamente em cerca de 5%
dos genes analisados. TRINDADE et al. (2006) também isolaram duas cepas diferentes em
um surto de infeccdo VACV em bovinos, em Guarani-MG. Esses achados demonstram que é

possivel haver coinfecgdo viral em surtos de Vaccinia no Brasil.

N&o existem estudos com a infec¢do experimental que utilizou as cepas P1V e P2V
em equinos no Brasil. O unico trabalho encontrado na literatura que avaliava a infeccéo pelo

virus Vaccinia nessa espécie foi realizado na Australia (STUDDERT, 1989). Desta forma, ¢
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fundamental a realizacdo de estudos com a infec¢do experimental com o VACV em equinos
no Brasil, especialmente pelo fato de que grande parte das propriedades leiteiras do pais

utilizam equinos como ferramenta para o manejo do gado.

Para tanto, aliquotas dos virus P1V e P2V foram gentilmente cedidas pelo Professor
Eduardo Furtado Flores (Setor de Virologia da UFSM-RS), para que avaliacdo das
caracteristicas anatomopatoldgicas da infeccdo provocada por estas cepas em equinos sadios.
Todos os procedimentos que envolveram o uso de animais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB) sob o nimero UnBDOC n°

117983/2014 (ver anexo 1).

O presente estudo pretendeu verificar se o virus Vaccinia era capaz de infectar
equinos sadios apos inoculacdo experimental, via escarificacdo do plano nasolabial, com as
cepas P1V e P2V. Além disso, foi realizada avaliacdo da cinética de desenvolvimento de
lesbes macro e microscopicas e a excrecdo de particulas virais nas secre¢es dos locais de

inoculacéo.



REVISAO DE LITERATURA

O nome do virus VACV é oriundo do termo vaccine (vacina, em Portugués), que é
derivado do latim vacca (vaca, em Portugués). O pesquisador Edward Jenner, em 1798,
inoculou em seres humanos pequena quantidade de material extraido de lesfes de vacas com
variola bovina, o que resultava em lesdes semelhantes as do virus Cowpox e tornavam essas
pessoas protegidas contra a variola humana. Posteriormente, em 1881, Louis Pasteur propds
gue o termo vacinacdo deveria ser aplicado a qualquer inoculacdo preventiva para doencas

humanas e animais (ESSBAUER et al., 2010; ESPARZA, 2013).

2.1 FAMILIA POXVIRIDAE

Os membros da familia Poxviridae tém importdncia tanto para os estudos de
imunologia e de vacinas como também valor historico, pois os agentes da variola humana e

bovina foram os primeiros virus mais intensivamente estudados (FLORES, 2007).

De acordo com DAMON (2007), citado por CAMPOS et al. (2010), a familia
Poxviridae compreende um grande e complexo grupo de virus DNA que podem infectar uma
vasta gama de animais, por isso essa familia é dividida em duas subfamilias:
Entomopoxvirinae, cujos membros infectam invertebrados, e os Chordopoxvirinae que
infectam vertebrados. As principais caracteristicas dos membros dessa familia sdo seus
virions grandes e complexos que contém diversas enzimas para sintese e modificacdo de
MRNAS; seu genoma é formado por uma molécula de DNA fita dupla e sua replicacdo ocorre

inteiramente no citoplasma da célula hospedeira (FLORES, 2007).



O VACV ¢ considerado o protdtipo para essa familia devido a grande similaridade das
bases de nucleotideos de seu genoma com todos os poxvirus, além de sua importancia

histdrica nos estudos de imunologia e de vacinas (FLORES, 2007).

2.2 GENERO ORTHOPOXVIRUS

O género Orthopoxvirus (OPV) é o de maior importancia do ponto de vista humano e
veterinario e engloba o virus Variola (VARV) que infecta humanos, mundialmente erradicado
em 1979; virus Vaccinia (VACV) que infecta bufalos, bovinos, humanos, suinos e lagomorfos
com distribuicdo mundial; o virus Cowpox (CPXV) que infecta carnivoros, bovinos, humanos

e roedores e sO é encontrado na Europa e Russia (FLORES, 2007).

Os OPVs contém de 170 a 230 genes em seu DNA, com cerca de 130-375 kbp. As
regides centrais de seu genoma, de aproximadamente 100 kbp, estdo relacionadas a replicacéo
intracitoplasmatica e sdo altamente conservados entre as espécies do género (ESSBAUER et
al., 2010). Ja as regides terminais codificam genes envolvidos na interacdo virus-hospedeiro,
principalmente na resposta imunoldgica do hospedeiro (DELHON et al., 2006). A
variabilidade genética das regides terminais contribui para a ampliacdo da gama de
hospedeiros e para a viruléncia dos OPVs, o0 que aumenta a capacidade patogénica dos virus

(FLORES, 2007).

Os OPVs sdo indistinguiveis morfologicamente entre si; sua replicacdo produz
particulas que se aglutinam e sdo visiveis em microscopia optica, denominados corpusculos

de inclusdo intracitoplasmaticos (FLORES, 2007).

Muito pouco se sabe sobre a manutencdo natural das orthopoxviroses. Diferentes
especies de roedores selvagens sdo apontadas como reservatorios naturais de CPXV na Gra-

Bretanha e outros paises da Europa onde o virus é endémico. Esta informacdo é compativel
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com situacdo epidemioldgica das ortopoxviroses no Brasil, embora tenham sido relatados
alguns casos recentes de infecgdo por VACV, pouco se sabe sobre sua ocorréncia e circulacao

no pais (BAXBY, 1977; TRINDADE et al., 2004).

Devido as semelhancas genéticas de cerca de 75% do genoma entre as espécies e, sua
relacdo antigénica, os OPVs conferem reacdo imunoldgica cruzada. Em outras palavras, apos
a infeccdo por algum OPV, o animal desenvolve protecdo contra os outros membros do

género (ESSBAUER et al., 2010).

O VACV foi utilizado como modelo para a producdo de vacinas para a variola humana
se deve a sua baixa viruléncia para 0 homem e a sua grande semelhanca antigénica com o
VARV (BAXBY, 1977). O ultimo caso de variola humana ocorreu na Somalia, em 1977, e a
doenca foi considerada erradicada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1980

(SILVA et al., 2008; SILVA-FERNANDES et al., 2009).

Embora as medidas adotadas pela OMS tenham solucionado um mal que assolava a
populacdo mundial, elas trouxeram graves consequéncias. Com o fim das vacinacdes o titulo
de anticorpos contra os OPVs caiu na populacdo humana, 0o que permitiu a ocorréncia de
surtos de vaccinia bovina, variola bovina, monkeypoxvirose e outras orthopoxviroses na

populagdo humana (SILVA-FERNANDES et al., 2009).

2.2.1 Vaccinia bovina

A variola bovina verdadeira é uma enfermidade causada pelo Cowpox virus e s6 €
encontrado na Europa e Oriente Medio (SILVA et al., 2008). Popularmente, no Brasil,
denomina-se a vaccinia bovina como “variola bovina” devido a semelhanca entre as lesdes
provocadas pelos agentes. A vaccina bovina € uma zoonose re-emergente causada pela
infeccdo com 0 VACYV, e tém sido descrita em varios surtos no Brasil (LOBATO et al., 2005;

6



SANT’ANA et al., 2013). As infeccdes sdo consideradas de grande impacto na saude publica

e sdo frequentemente relatadas entre trabalhadores rurais, com destaque para os ordenhadores.

SILVA et al. (2008) descreveram trés casos humanos ocorridos na primavera de 2007,
em Itajubd- MG. Ja SILVA-FERNANDES et al. (2009) relataram um surto de vaccinia
bovina no estado do Rio de Janeiro no periodo de 2002 a 2006, no qual 52% das pessoas
afetadas apresentaram sinais clinicos da doenca, dos quais 57,4% foram causados pelo
VACV; outro fato importante a ser considerado € que, de acordo com os Ultimos autores,
metade dos pacientes do estudo foram vacinados durante a Campanha Nacional de

Erradicacdo da Variola.

TRINDADE et al. (2006), em um estudo epidemiolégico com 72 propriedades,
durante um surto de vaccinia bovina na cidade de Guarani —MG, relataram que foram
encontradas 1020 vacas lactantes com lesdes papulares que evoluiam para Ulceras e que em
83% das propriedades foram encontradas pessoas com as mesmas lesdes, totalizando 110
casos humanos sugestivos de variola bovina. Os mesmos autores ainda descrevem a

ocorréncia de transmissao horizontal em seres humanos.

Os prejuizos causados pelos surtos de variola bovina com tratamento e afastamento do
trabalhador desencadeiam um déficit econdmico e social na cadeia produtiva do leite o que
afeta direta e indiretamente a bovinocultura nacional. LEITE et al. (2005), assim como
LULDOULFO DE OLIVEIRA et al. (2012), apontaram ainda a reducéo na producéo de leite,
gastos com assisténcia veterinaria e infeccdes secundarias da glandula mamaria como danos
diretos as bacias leiteiras do pais. LOBATO et al. (2005), em um de seus estudos sobre
variola bovina, apontaram que a reducdo na producdo de leite causada por essas infeccGes

variaram de 30 a 50%.



Os trabalhadores infectam-se principalmente via contato direto das mdos com o
exsudato proveniente das lesdes nas tetas das vacas infectadas (ABRAHAO et al., 2010), o
que corrobora com os achados de LOBATO et al. (2005), os quais perceberam que as
propriedades com ordenha mecanizada possuiam menor taxa de animais doentes 0 que sugere
que o manejo de pré e pos dipping seja eficaz no exterminio de particulas virais infectantes e
consequentemente levando a menor risco de infeccdo pelos ordenhadores. OLIVEIRA (2009)

provou que 0 VACYV é sensivel a desinfec¢do com solugdes de hipoclorito de sédio a 0,5%.

Em seres humanos os primeiros sintomas da variola bovina surgem entre cinco a sete
dias pos infeccdo e sdo caracterizados por maculas pruriginosas nas areas de contato seguida
de febre (SILVA et al., 2008). A lesdo progride e forma pustulas ulceradas que dao origem a
areas de necrose com formacdo de crostas que desaparecem em poucas semanas devido ao
carater autolimitante da doenca. O curso médio da doenca em humanos é de trés a quatro
semanas (TRINDADE et al., 2006) durante o qual ha linfadenopatia (principalmente nas
regides axilares, submandibulares e inguinal), cefaleia, letargia e mialgia. Apds nove dias do
surgimento dos sintomas ja podem ser detectados anticorpos contra OPVs. As lesdes ocorrem
geralmente nas maos e antebracos, porém devido a replicacdo viral e o prurido, as particulas
infectantes podem disseminar-se para os olhos, orelhas e narinas. Em seres humanos os
diagnosticos diferenciais incluem impetigo bolhoso, erisipela, doenga da arranhadura do gato

e antrax (SILVA et al., 2008).

O controle é feito com isolamento da propriedade e nos pacientes acometidos séo
administradas drogas paliativas, antibioticoterapia e limpeza e debridamento das lesGes. A
severidade das infec¢Bes por poxvirus em humanos esta associada ao estado imunoldgico do

paciente bem como ao historico de vacinacdo e a viruléncia do virus. Coinfec¢cdes com outros



poxvirus, a exemplo o Pseudocowpox ja foram descritas além das infeccGes bacterianas

secundarias (ABRAHAO et al., 2010).

O curso clinico da doenca nos animais domeésticos € dividido em trés fases. A fase
aguda compreende os dias um a cinco depois do surgimento dos primeiros sinais da infeccao
(BRUM et al.,2010). As lesdes iniciais se desenvolvem de forma proliferativa com aspecto
verrucoso que tendem a se coalescer e tomar todo o focinho e plano nasal e face interna dos
labios. Ocasionalmente ha secrecdo nasal serosa proveniente das narinas que escorre no
sentido nasolabial e ao se secar originam novas lesdes, uma vez que particulas infectantes

estdo presentes na secrecao.

Durante o curso médio da doenga em animais domésticos (cinco a oito dias) as lesdes
sdo mais raras e discretas e, sdo caracterizadas por crostas proliferativas e poucas vesiculas,
cujo desaparecimento da origem a areas despigmentadas. A partir de oito dias segue-se a
ultima fase do curso clinico da doenca cujas caracteristicas sdo a recuperagdo progressiva das

lesGes, culminando com areas despigmentadas e hiperqueratéticas (BRUM et al., 2010).

LUDOULFO DE OLIVEIRA et al. (2012) realizaram um estudo experimental com o
VACV (nomeado GP2V) isolado a partir de um surto ocorrido em Guarani-MG, em 2006
com o objetivo de testar a viabilidade das particulas virais no leite e derivados. As amostras
foram estocadas de acordo com a Normativa 5 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e simularam a condicdo real do leite produzido no pais. Apds
tratamentos térmicos, que incluiam a pasteurizacdo lenta e rapida (meios preconizados para o
beneficiamento do leite) foi confirmada a presenca de particulas virais infectantes tanto no
leite Tipo-C quanto no queijo fresco e curado. Assim, 0s autores concluiram que estes
produtos sdo potenciais transmissores do virus o0 que acarreta em potencial risco a saude

humana.



TRINDADE et al. (2006) encontraram duas cepas diferentes de VACV no mesmo
animal durante um surto de variola bovina no municipio de Guarani-MG no ano de 2006
(nomeados como GP1V e GP2V) que apresentavam grandes diferencas genéticas em suas
regides terminais. Os autores ainda sugerem que as cepas podem ter origens diferentes, sem
descartar uma origem comum, e que através de sucessivas passagens por hospedeiros naturais

0 virus tenha sofrido mutagdes e recombinacfes genéticas que originaram cepas diferentes.

BAXBY (1977), ao discorrer sobre o VACV, expbe que o mesmo foi amplamente
utilizado para confeccdo de vacinas contra o VARV durante as campanhas mundiais de
erradicacdo da variola humana na década de 70, inclusive no Brasil. O que gera mais
controvérsias entre os estudiosos sobre a origem do VACV; as principais hipdteses para o seu
surgimento sdo: uma possivel evolucdo do VARV em mdltiplas passagens em humanos e no
gado ou; uma recombinante entre 0 VARV e CPXV. Pouco se sabe sobre a origem do VACV
no Brasil, a hipdtese mais comumente aceita € que o virus ja circulava no pais antes da

campanha mundial de erradicacdo da variola humana.

No final do século 20 e inicio do 21, varios relatos de casos humanos de variola
bovina foram descritos nos estado de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Goias

(SILVA et al., 2008; SANT’ANA et al., 2013).

2.2.2 Poxvirose equina

O Horsepox virus (HSPV) é classicamente causador da poxvirose equina ou variola
equina, enfermidade esta que apresenta duas formas clinicas: uma benigna, a estomatite
pustular contagiosa, que acomete o focinho e a cavidade oral e, a forma generalizada
altamente contagiosa conhecida como estomatite papular equina. O HSPV também esta

associado a diversas dermatites exsudativas em equinos e difere clinicamente da Molluscum
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contagiosum e da doenca Uasin Gish. Enquanto a primeira é uma enfermidade cutanea
autolimitante, semelhante aquela provocada em humanos pelo virus Molluscum contagiosum,
a segunda é causada por um poxvirus pobremente caracterizado e sua ocorréncia € restrita a

equinos do noroeste da Africa (ESPARZA, 2013).

De acordo com ESPARZA (2013), os ultimos relatos de ocorréncia da variola equina
datam de 1970, na Mongdlia e, esporadicamente, em alguns paises do Continente Africano na
década de 80. Desde 2012 a variola equina estd listada como doenca de notificacdo
obrigatdria pela Organizacdo Mundial de Saude Animal, embora a doenca seja considerada

extinta (BRUM et al., 2010).

O HSPV tem alta semelhanca filogenética com o VACV o0 que, de acordo com
DELHON et al. (2006), sugerem que esse poderia ter originado o VACV. Qutra hipotese é
gue o VACV tenha sido originado a partir de mutacdes genéticas ocorridas devido a
transmissdo do virus de humanos vacinados durante as campanhas antivariola humana para

rebanhos de bovinos.
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MATERIAIS E METODOS

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido conforme estudo randomizado ou experimental cujas
hipdteses sdo: hipdtese nula (Ho), 0 virus iria replicar e os animais saudaveis irdo desenvolver
lesGes macro e microscopicas compativeis com a doenca; e, a hipotese alternativa (Hy) de que
0 virus ndo iria replicar e os animais ndo desenvolverdo a enfermidade. Como o estudo nao
pretende fazer inferéncias sobre a prevaléncia da doenca ou qualquer outra inferéncia
populacional foi utilizada uma amostragem ndo probabilistica por conveniéncia. Os dados
obtidos a partir da avaliagio do material biologico extraido foram classificados

estatisticamente como variéveis qualitativas.

Para testar as hipoteses foram utilizados sete equinos machos, adultos, castrados,
oriundos da tropa do regimento de Policia Militar Montada do Distrito Federal (RPMon-DF).
Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a cepa inoculada, designados
segundo a formula: C,Vy (da qual: x significa o nimero do animal e y a cepa viral inoculada-
P1V ou P2V) e mais um animal controle (CNT). Os equinos foram alojados em baias
individuais de aproximadamente 10 m? no Hospital Veterinario de Grandes Animais da UnB
(Hvet-UnB). As baias eram teladas para evitar a circulacdo de mosquitos e forradas com cama
de palha de arroz. Os animais receberam alimentacao diaria de 8 kg de volumoso e 2 kg de
concentrado divididos em duas refei¢des. O periodo total de experimentacdo foi de 28 dias a

contar da data da inoculagdo (DO0), excluidos os dias de aclimatacao.
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Os animais permaneceram em jejum alimentar de 24 horas e, jejum hidrico de 12
horas, antes do dia da inoculacdo. No dia da inoculacdo, ou Odpi (dias pos inoculagdo), o0s
animais foram sedados com cloridrato de xilazina 10% na dose de 1 mg/kg via intravenosa.
Posteriormente, foram administrados 5 mL de lidocaina 2% sem vasoconstritor no forame
infraorbital a fim de promover o bloqueio do nervo facial e obter a anestesia local da regido
nasal da face do animal. Uma regi&o oval de aproximadamente 5 cm?® compreendida entre a
comissura nasal lateral esquerda e a jungdo mucocutanea do labio superior esquerdo (regido
nasolabial) foi padronizada para a inoculacdo do virus; procedeu-se a limpeza e tricotomia da
area e posterior escarificagdo da pele com uso de agulha estéril tamanho 40x12 mm. Com uso
de pipetador automatico foram inoculados aproximadamente 200 pL de meio essencial
minimo que continham cerca de 10°°DICCsy/ml (dose infectante para 50% dos cultivos
celulares). A regido nasolabial direita também foi escarificada, onde foi aplicado o mesmo
volume de meio de cultura sem o virus, com o intuito de criar um controle negativo

individual.

Diariamente a temperatura retal foi aferida e registrada e os locais de inoculagdo foram
observados a fim de se verificar o inicio de desenvolvimento das lesbes cutaneas. Amostras
de sangue total, soro e suabe dos locais de inoculacdo foram coletadas nos dias 0, 2, 4, 6, 8,

10, 12, 14, 21 e 28 dpi.

Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular, apds antissepsia do local com
alcool 70%. As amostras de sangue total foram aliquotadas em tubos de ensaio dos quais: 5
mL em tudo estéril com EDTA e, 30 mL em tubo seco para obtencéo de soro. Apds a coleta,
0s tubos secos foram mantidos em temperatura ambiente até completar a coagulacdo, as

amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10’ e o soro foi aliquotado em microtubos de
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1,5 mL. Os suabes foram armazenados em microtubos que continham meio de cultura para

isolamento viral.

Todas as amostras foram imediatamente congeladas a - 70 °C por 20 dias ap6s o
término do experimento até serem enviadas ao Setor de Virologia da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), em Santa Maria- RS, onde foi realizado sorologia, isolamento viral e
teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As amostras foram transportadas congeladas
em caixa isotérmica. As aliquotas virais remanescente da inoculacdo (aproximadamente
100ul) foram reenviadas para serem submetidas ao isolamento viral em cultivo celular a fim

de se confirmar o titulo de particulas infectantes que foram inoculadas em cada animal.

Nos dias 4, 6, 8 e 10 dpi foram realizadas bidpsias via punch de 6 mm que abrangiam
parte da lesdo e pele saudavel. Para tanto, os animais foram sedados e anestesiados localmente
com o mesmo protocolo utilizado para a inoculagdo. As amostras de pele foram coletadas e
fixadas em solucdo tamponada de formol a 10% por 24 horas para posterior processamento
histopatoldgico rotineiro no Laboratério de Patologia Veterinaria da UnB (LPV-UnB) e

coloracdo de hematoxilina- eosina (HE).

Apbs 28 dpi os animais foram submetidos a eutanasia com administracdo de
acepromazina 1% na dose de 0,1 mg/kg e midazolam 0,5%, 0,2 mg/kg ambos intravenosos;
inducdo anestésica com tiopental 5%, 5,0 mg/kg, via intravenosa e o agente da eutanasia foi

lidocaina 2% sem vaso constritor com volume total de 50 mL, via intratecal na fossa magna.

Os animais foram entdo necropsiados e coletadas amostras de pele da regido oronasal,
figado, rins, baco, linfonodos retrofaringeos e mediastinicos, lingua, pulmdes, coracgéo,

estdbmago e intestinos delgado e grosso para fins de avaliagdo histopatoldgica.
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Foi realizada a limpeza e desinfeccdo didria das baias e do ambiente em que os
animais tiveram acesso através de pulverizacdo com solucdo de hipoclorito de sédio a 2% por
meio de bomba de aspersdo em volume médio diario de 15 L. Decorridos os 28 dias de
experimento as baias foram higienizadas com solucéo de hipoclorito de s6dio 2% e as camas
incineradas. As baias permaneceram em quarentena de isolamento por 90 dias e, novamente
pulverizadas com solucdo de hipoclorito antes de outros animais serem nelas alojados a fim

de se reduzir a0 maximo o risco de transmissdo para outros animais.

METODOLOGIA DE ANALISE DE AMOSTRAS

Amostras de soro sanguineo e suabe do local de inoculacdo foram testadas para
soroconversao e excrecdo viral, respectivamente. O sangue total foi submetido a deteccdo de
viremia atraves da PCR. Das amostras coletadas nos dias 2dpi e 6dpi foi realizado PCR para
maior sensibilidade na deteccdo de DNA de particulas virais. Tais testes foram realizados em
parceria com o Setor de Virologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM-RS), de acordo com a metodologia descrita por

CARGNELUTTI et al. (2012b).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A distribuicdo temporal das lesdes macroscopicas esta resumida na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo temporal de lesdes macroscopicas em equinos infectados

experimentalmente pelo virus Vaccinia e no animal controle (0 a 12 dpi)

Animal Dias Pos Inoculacéo

0 2 4 6 8§ 10 12

CNT - - - - - - -
C1V1 - - + + - - -
CyV, - + + + + - -
C3V1 - - + + - - -
C4V2 = = = = = = -
C5V1 = = = = = = =
C6V2 - - + + - - -
Legenda: ‘+’- presenca de alteragdes macroscépicas; ‘-’- auséncia de alteracdes macroscopicas; CNT-

Animal Controle, C;V;- Cavalo 1 inoculado com P1V, C,V,- Cavalo 2 inoculado com P2V, C;V;- Cavalo 3
inoculado com P1V, C,V,- Cavalo 4 inoculado com P2V, CsV;- Cavalo 5 inoculado com P1V, C4V,- Cavalo 6

inoculado com P2V.

A evolugdo cronologica das lesdes macroscopicas esta ilustrada na Fig. 1 (A-D). Em
2dpi, o equino C,V,, apresentou papulas que variavam de 5 a 10 mm de didmetro, com centro
deprimido ou ulcerado e bordos levemente elevados na juncdo mucocutanea do labio superior
esquerdo. Com 4dpi esse mesmo animal apresentou lesdo ulcerativa, crostosa e proliferativa,
focal, discreta de aproximadamente 0,8 cm de didmetro abaixo da narina esquerda (Fig. 1B).

No mesmo dia, 0 equino C;V; apresentou lesdo semelhante de aproximadamente 0,5 cm de
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diametro na narina esquerda e Uulcera na mucosa do labio inferior esquerdo de

aproximadamente 1 cm de diametro. As lesbes em C;V; regrediram e, em dois dias, ja ndo

eram mais observados tragcos das mesmas.

Figura 1- Evolucdo cronoldgica das lesbes macroscopicas de equino (C,V,) infectado experimentalmente com
virus Vaccinia. A- em 0dpi. B- em 4dpi, nota-se lesdo ulcerativa, proliferativa, crostrosa, focal e discreta na
regido parassagital-rostral ao labio superior esquerdo. C- em 6 dpi, nota-se a persisténcia e evolucdo da lesdo
para area focalmente extensa de lesdo crostrosa e proliferativa. D- 28 dpi, nota-se auséncia de lesdes

macroscopicas nas areas de inoculagéo.

Com 5dpi, os animais C3V1 e C¢V; apresentaram 0s primeiros sinais, que incluiram dlcera

focal discreta, de aproximadamente 0,3 cm de didmetro, proxima a comissura nasal lateral
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esquerda e outra no labio superior esquerdo, respectivamente. Em 7dpi ndo foram mais
observadas quaisquer lesdes macroscopicas nesses animais.

Até 8dpi as lesbes macroscopicas persistiram apenas no animal C,V,, com crostas e
secrecdo serosa no local do punch. No dia 10dpi ja ndo eram mais visiveis quaisquer lesées
nos locais de inoculacdo ou em areas adjacentes.

Os animais C4V; e CsV; ndo apresentaram lesdes macroscopicas nos locais de inoculacéo
ou em areas adjacentes durante os 28 dias do periodo experimental. Como ja era esperado
nenhum equino desenvolveu lesdo no plano nasal direito.

Portanto, neste estudo observou-se lesdes macroscépicas entre 2 e 8 dpi, com duracao
média de quatro dias, sem o surgimento de novas lesbes até o fim do estudo. Este periodo de
observacao das lesGes foi mais curto do que aquele descrito por BRUM et al. (2010) que
observaram curso clinico de 6 a 12 dias, desde o surgimento dos primeiros sinais, a saber:
papulas intradermais puntiformes, de 2 a 3 mm de diametro, no focinho e préximo as narinas
e face interna dos labios. No presente estudo, os animais desenvolveram lesdes compativeis

com a fase aguda da doenga.

Os achados macroscopicos do presente estudo diferem daqueles obtidos por
STUDDERT (1989) que, ao conduzir infeccdo experimental com VACV em equinos,
observou o surgimento das primeiras lesdes em 4dpi caracterizadas por pastulas de 2 a 4 mm
com centro hemorrégico e distribuicdo multifocal a coalescente severa. O mesmo autor
descreve ainda que em 22dpi ja eram visiveis cicatrizes nas regides de inoculacdo nos trés
animais testados. E possivel que STUDDERT (1989) tenha usado cepa de VACV mais
virulenta quando comparado com as cepas utilizadas no presente estudo, explicando desta

forma a maior severidade das lesdes no estudo conduzido por este autor.
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FERREIRA et al. (2008), ao trabalharem com inoculacdo intranasal de VACV em
camundongos, observaram que todos 0s animais apresentaram 0s primeiros sinais da infeccao
a partir de 2dpi. J& CARGNELUTTI et al. (2012b) infectaram experimentalmente coelhos
com as mesmas cepas virais testadas no presente estudo e observaram o desenvolvimento de
lesGes a partir de 1dpi, caracterizadas por hiperemia, méaculas, papulas, vesiculas e Ulceras
com secrecdo serossanguinolenta e proliferacdo multifocal a coalescente nas areas adjacentes.
Apds 30dpi alguns animais ainda apresentavam cicatrizes. Neste mesmo estudo, 0 grupo
experimental que foi tratado com uma associagdo das duas cepas (P1V + P2V) apresentaram
sinais locais e sistémicos mais severos do que 0s grupos tratados com as cepas isoladamente,
além de desenvolverem infec¢bes secundarias caracterizadas por secrecdo purulenta. Tais
resultados apontam que, do ponto de vista clinico, a coinfeccdo dos animais com as duas

cepas € mais severa.

Em um estudo sobre a patogenicidade do VACV em bovinos, oito vacas leiteiras
foram inoculadas com a cepa GP2V via escarificacdo epidermal nas tetas anteriores
(RIVETTI JR et al., 2012). Esses autores relatam que todos os animais desenvolveram lesdes
compativeis com aquelas ja descritas a partir de 2dpi com cura em 18 dias. Entretanto, ainda
ndo foram realizados estudos que demonstrem a patogenicidade da infec¢do natural ou

experimental em bovinos com as cepas P1V e P2V.

A evolucéo cronologica das lesdes microscopicas esta ilustrada na Fig. 2 (A-D). Em
4dpi foram observadas, nas biopsias das regides de inoculagdo dos animais C;Vi e C,Vy,
hiperplasia da epiderme (acantose), acantolise multifocal discreta e hiperqueratose focal
moderada, com perda focalmente extensa das camadas da epiderme (Ulcera) e necrose
focalmente extensa com agregados intralesionais de bactérias cocoides basofilicas (Fig. 2A e

2C). Havia ainda degeneracéo hidropica focalmente extensa moderada. Na derme superficial
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havia infiltrado focalmente extenso com acentuada quantidade de neutr6filos integros e
degenerados, e menor quantidade de macréfagos e linfocitos. O animal C,V, apresentou
alteracbes mais acentuadas e formacdo de vesiculas intradérmicas. Inclusdes eosinofilicas
intracitoplasmaticas foram infrequentemente observadas em queratinénocitos degenerados

adjacentes as areas de necrose neste mesmo equino (Fig. 2B).

(VACV). A- em 4 dpi, nota-se lesdo crostrosa, com hiperqueratose paraqueratética e acantose. B- mesma regido

em maior aumento, destaque para inclusdo viral eosinofilica intracitoplasmatica (seta). C- em 6 dpi, nota-se leséo
crostrosa e proliferativa com hiperqueratose e degeneracdo balonosa de queratindcitos. D- em 28 dpi, nota-se

auséncia de lesbes compativeis com aquelas causadas pelo VACV. HE.
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Em 6dpi o animal CgV, apresentou area focalmente extensa moderada de crosta
associada a degeneracdo hidrépica moderada de queratindcitos. No mesmo dia, o animal
C3V1 ndo apresentava quaisquer alteracdes microscopicas.

Ja em 8dpi os animais C,V; e C,V, apresentaram crosta focal discreta com ulcera
discreta e infiltrado moderado de neutrdfilos integros e degenerados, macrofagos e
linfécitos. Em 10dpi os cavalos C,4V, e CsVi; ndo apresentaram quaisquer lesdes
microscopicas. As amostras coletadas aos 28 dpi de todos o0s 6rgaos de todos 0s equinos nao
apresentaram alteracdes macro ou microscopicas (Fig. 2D).

Tais achados microscopicos estdo de acordo com aqueles descritos por STUDDERT
(1989), no entanto diferem apenas em intensidade ja que as alteracGes observadas por este
pesquisador foram mais severas, tanto macro, quanto microscopicamente. A menor
intensidade das alteracGes observadas no presente estudo pode dever-se a diferenca genética
entre as cepas de VACYV utilizadas nos dois estudos.

CARGNELUTTI et al. (2012a), em um estudo que utilizou as mesmas cepas virais
de VACV (P1V e P2V) em coelhos, observaram as alteragdes microscopicas mais intensas
nos locais de inoculagdo, além de pneumonia intersticial difusa severa e hiperplasia epitelial
bronquiolar. Tal comparacdo sustenta a hipdtese sugerida no presente estudo de que o0s
equinos sdo menos susceptiveis as infecgdes provocadas pelas cepas P1V e P2V, em
comparacao as outras espécies comprovadamente sensiveis.

Os resultados das analises sorologicas e de excregéo viral estdo agrupados na tabela
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Tabela 2: Resultados dos testes de sorologia por soroneutralizacdo e excregdo viral

(isolamento em cultivo celular e PCR) de equinos infectados experimentalmente pelo virus

Vaccinia.
Animais | Sorologia Excrecdo viral: isolamento viral Excrecdo viral: PCR
Dia Dia | 2dpi 4dpi 6dpi 8dpi 10dpi 12dpi | 2dpi 4dpi 6dpi 8dpi 10dpi 12dpi
0 30
CNT 2 <2 - - - - - - - - - - - -
Civi <2 <2 - - - - - = - - . - - -
C2v2 <2 <2 - + + + - - - + + + - -
C3v1 <2 <2 - - - - - = - - . - - -
C4Vv2 <2 <2 - - - - - - - - - - - -
C5Vv1 <2 <2 - - - - - = - - . - - -
C6V2 <2 <2 - - - - - - - - - - - -
Legenda: ‘+’ dias que foram observados resultados positivos; ‘-> dias em que foram observados resultados
negativos.

Apenas 0 cavalo C2V2 apresentou resultados positivos para excrecdo viral nos

suabes dos dias 4, 6 e 8 dpi. Este resultado pode ter ocorrido em razdo do desenvolvimento

da infeccdo/lesdo ter sido muito discreta e consequentemente com minima replicacdo e,

consequente excrecdo viral, resultando desta forma em baixa detecgdo de virus infeccioso.

Embora a replicacdo viral tenha sido discreta nos animais infectados, a titulacdo das

aliquotas remanescentes da inoculacdo viral comprovou a presenca de particulas virais

infectantes em quantidade suficiente (106,3DICC50/ml) no momento da inoculagdo. Este

resultado garante que os animais foram adequadamente expostos as cepas P1V e P2V.
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Em um estudo realizado por pesquisadores do Setor de Virologia da UFSM, em
2010(comunicacdo pessoal)* foram inoculados dois equinos com as mesmas cepas testadas
no presente estudo via escarificacdo do plano nasolabial. A quantidade de particulas
infectantes inoculadas foi de aproximadamente 10°°DICCso/ml, sendo que os animais foram
acompanhados durante 15 dias. Neste periodo foram realizados suabes do local de inoculagéo,
sorologia e avaliagdo macroscopica. No entanto, ndo foram detectadas lesdes macroscopicas,
excrecdo viral ou sorologia positiva. Estes resultados corroboram com a hipdtese de que as
cepas P1V e P2V sdo de baixa viruléncia para equinos saudaveis.

Em ambos os experimentos, com as cepas P1V e P2V, foram inoculados equinos
aparentemente higidos e sem historico clinico de situacdo que pudesse ter comprometido o
estado imunologico geral dos animais. Entretanto, essas cepas foram isoladas de animais que
se encontram em situacdo de estresse no surto relatado por BRUM et al. (2010). A maioria
dos animais afetados eram éguas recém-paridas e potros que se encontravam aglomerados em
um ambiente fechado. Desta forma, é provavel que a maior severidade das lesdes no surto
natural se deva ao estado imunolégico fragilizado dos equinos.

CAMPOS et al. (2010), confirmaram que P1V e P2V diferem geneticamente entre si
por volta de 5% nos genes analisados, sendo que foram originalmente isoladas do mesmo
animal durante o surto; desta forma, além da imunossupressdo dos animais naturalmente
infectados, a gravidade da infeccdo nesses animais pode estar relacionada a coinfec¢do com as

duas cepas.

! Informacgdes cedidas por Juliana Felipetto Cargnelutti- Setor de Virologia da UFSM, marc¢o de 2014.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo parece ser 0 primeiro a demonstrar, ainda que de forma branda, a infecgédo
experimental em equinos pelo virus Vaccinia, cepas P1V e P2V no Brasil, com
desenvolvimento de lesbes macro e microscépicas.

O estado imunoldgico dos animais e a viruléncia do virus podem estar associados com
os achados discretos apresentados neste trabalho bem como a coinfeccdo ocorrida no surto
natural, ndo realizada no presente estudo.

Portanto, estudos experimentais da infeccdo em equinos imunossuprimidos e
coinfeccdo com o P1V e P2V em equinos sadios seriam fundamentais para responder
questdes importantes para o melhor entendimento da patogenia do VACV em equinos.
Adicionalmente, como ndo ha descri¢bes da infeccdo em bovinos com estas cepas, seria
importante a realizacdo de estudos experimentais em bovinos utilizando as mesmas para

avaliar a patogenicidade destes isolados nessa espécie.
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ANEXO 1

CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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