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REsSumMO

A familia Poxviridae consiste de um grupo de virus de DNA dupla fita, com
morfologia semelhante, que se replicam inteiramente no citoplasma de células de
vertebrados e invertebrados. Membros desta familia sdo importantes patdgenos
causadores de doencas pustulo-vesiculares em gado bovino leiteiro, ordenhadores e
seus familiares. No Sudeste brasileiro, ha indicios epidemiolégicos de prevaléncia
em ascensdao, destas infeccdes. O crescente risco de transmissao por contato com
infeccbes em animais, por Orthopoxvirus (OPV) e Parapoxvirus (PPV) para seres
humanos, requer o desenvolvimento de métodos eficientes para a rapida deteccéo e
identificacdo destes virus patogénicos. Por meio de uma analise comparativa
compreensiva in silico de 80 genomas dos membros dos géneros OPV e PPV
disponiveis em bancos de dados publicos identificou-se loci polimérficos espécie- e
género-especifico com potencial uso como marcadores de DNA para o diagndstico
molecular. O locus especifico do género OPV (POX005) se mostrou altamente
variavel na espécie Variola virus, correlacionando a origem geografica do isolado
viral e a histéria da dispersdo mundial da doenca. Dois loci especificos para os
géneros OPV e PPV foram escolhidos para o desenvolvimento de um teste de
diagnéstico diferencial por meio de ensaio da PCR quantitativa fluorescente (QF-
PCR) multiplex. DNA genémico foi extraido de espécimes coletados de crostas,
vesiculas e soros de bovinos com sinais sugestivos de infeccdo por poxvirus. Como
controle positivo utilizamos a cepa VACV WR, mantida em cultura celular. Os
iniciadores foram modificados com diferentes fluorocromos para facilitar a
identificacdo dos produtos da amplificacdo. O ensaio se mostrou altamente sensivel,
permitindo amplificacdo alvo-especifica em amostras com menos de 1 pg de DNA. O
ensaio também permitiu a deteccdo de co-infecgcdo natural por OPV e PPV. A
aplicabilidade do ensaio desenvolvido foi demonstrada para amostras clinicas
coletadas durante surtos de variola bovina na regido Norte Fluminense. O teste
genético tem aplicacdo em salude humana e animal com relevancia em vigilancia

epidemiolégica.
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ABSTRACT

The Poxviridae family consists of a group of double-stranded DNA virus with similar
morphology, which replicate entirely in the cell cytoplasm of vertebrates and
invertebrates. Members of this family are important pathogens that cause pustule-
vesicular diseases in dairy cattle, milkers and their families. In southeastern Brazil,
there is epidemiological evidence of a rising prevalence of these infections. The
increased risk of human transmission by contact with infected animals with
Orthopoxvirus (OPV) and Parapoxvirus (PPV) requires the development of efficient
methods for rapid detection and identification of pathogenic viruses. Through a
comprehensive comparative in silico analysis of 80 genomes of the OPV and PPV
genera available in public databases polymorphic loci were identified that are
species- and genus-specific, with potential application as DNA markers for molecular
diagnostic. The specific locus for the genus OPV (POXO005) proved to be highly
variable in Variola virus, correlating with the geographical origin of viral isolates and
the history of global disease spread. Two specific loci to OPV and PPV were chosen
for the development of a differential diagnosis test using multiplex quantitative
fluorescent PCR (QF-PCR). Genomic DNA was extracted from specimens collected
from scabs, vesicles and plasma of cattle with suggestive signs of poxvirus infection.
As positive control was used the isolate VACV WR maintained in cell culture. The
primers were custom-modified with different fluorochromes to facilitate the
identification of amplification products. The assay exhibited high sensivity, enabling
target-specific amplification in samples with less than 1 pg of DNA. The assay also
allowed the detection of natural co-infection by OPV and PPV. The applicability of the
assay developed was demonstrated in clinical samples collected during bovine
vaccinia outbreaks in the Northern region of the State of Rio de Janeiro. The genetic
test has applications in human and animal health, with relevance in epidemiological

surveillance.
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| - INTRODUCAO

A familia Poxviridae compreende um fascinante grupo de virus de DNA dupla
fita que consegue replicar-se inteiramente no citoplasma de células de vertebrados e
invertebrados. Dois membros desta familia estdo relacionados com doencas
exantematicas agudas em humanos e animais distribuidos mundialmente, causando
perdas econdmicas importantes e impacto na saude publica (Moss, 2002;
McFadden, 2005): Orthopoxvirus (OPV) e Parapoxvirus (PPV).

O género OPV conta com trés espécies relacionadas: Monkeypox virus
(MPXV), Cowpox virus (CPXV) e Vaccinia virus (VACV). Estas causam doencas ou
infecgdes que se transmitem naturalmente, entre animais vertebrados e o homem ou
vice-versa, constituindo importantes zoonoses . A severidade varia dependendo da
espécie viral, cepa, e do estado do sistema imune do hospedeiro. Outros dois
membros deste género, Camelpox virus (CMPV) e Ectromelia virus (ECMV), sao
também importantes patdogenos animais (Mercer et al., 2007).

As doencas causadas por infeccdes com membros do género PPV incluem
dermatite pustular contagiosa (Orf virus) em cabras e ovelhas, a pseudovariola
bovina e a estomatite papular bovina, em gado bovino (Mercer et al., 2007).

O modo de transmissédo dos géneros OPV e PPV é semelhante, ocorrendo
através de fomites ou contato direto. Os sinais clinicos, lesdes exanteméticas,
causados por estes dois géneros se assemelham, especialmente em hospedeiros
humanos e gado bovino, o que é critico em regifes onde estes virus co-circulam
(Inoshima et al., 2002; Abrahdo et al., 2009).

O crescente risco de transmissdo para seres humanos por contato com
lesGes em animais infectados por OPV e PPV requer o desenvolvimento de métodos
eficientes para a rapida deteccéo e identificacdo destes virus patogénicos.

Os métodos biologicos e sorolégicos convencionais de detecgéo e diagnéstico
possuem uma efetividade insuficiente para a identificacdo e diagndéstico rapido de
poxviroses. A andlise biolégica dura um tempo longo (3-6 dias) e envolve a
manipulacdo de espécies virais patogénicas. Os métodos sorolégicos, como regra,
permitem somente uma identificacdo ao nivel de género; entretanto, sua
sensibilidade se apresenta frequentemente insuficiente para ensaios realizados com

amostras clinicas (Fedorko et al., 2005).



A amplificacdo do DNA por meio da reacao em cadeia da polimerase (PCR)
permite o desenho de diversas técnicas apropriadas para a rapida identificacdo de
poxvirus. Por exemplo, a aplicacdo da PCR para deteccdo de OPV utilizando
oligonucleotideos para as regides de genes que codificam hemaglutinina (Ropp et
al., 1995), a proteina de inclusdo do tipo A (Meyer et al., 1997) e o homodlogo do
receptor do fator de necrose tumoral (Loparev et al., 2001), j4 foram descritos. Para
aumentar o poder de discriminacdo, os produtos de amplificacdo de DNA obtidos
pela PCR sédo submetidos a digestdo com endonucleases de restricdo e os produtos
da digestédo sdo separados por eletroforese; desta forma, os padrdes resultantes dos
subfragmentos permitem a identificacdo de espécies de OPV. Atualmente a técnica
de PCR em tempo real (RT-PCR) é a mais utilizada nos laboratérios de referéncia
distribuidos mundialmente (Niedrig et al., 2006).

Neste trabalho descrevemos um ensaio para deteccédo e diferenciacado de
OPV e PPV baseado na PCR gquantitativa fluorescente. A procura por repeticdes nos
diferentes genomas de poxvirus revelou um nimero significativo de polimorfismos no
gene F1L, que codifica uma proteina envolvida na inibicdo da resposta apoptotica do
hospedeiro (Kvansakul et al., 2008).

Através de uma unica reacéo foi possivel detectar o DNA viral de OPV e PPV
em concentracdes compativeis com as detectadas em trabalhos semelhantes
utilizando RT-PCR (Putkuri et al., 2009), em diluicdes apresentando menos de 1 pg
de DNA.



Il = REVISAO DE LITERATURA

2.1 - CLASSIFICACAO DOS POXVIRUS

As propriedades caracteristicas da familia Poxviridae incluem a ocorréncia da
replicacdo no citoplasma e um virion grande e complexo, que contém enzimas de
sintese do RNAmM e um genoma composto de uma unica molécula de DNA dupla-fita
de comprimento entre 130 a 300 quilobases (kb) com uma volta tipo grampo-de-
cabelo em cada terminacao (Moss, 2002).

Os poxvirus sdo agrupados em duas subfamilias: Chordopoxvirinae (ChPV) e
Entomopoxvirinae (EnPV). A divisdo destas duas subfamilias baseia-se no tipo de
hospedeiro infectado, que consiste de vertebrados em ChPV e insetos em EnPV.

O sequenciamento de DNA e andlises de bioinforméatica confirmam o
relacionamento genético entre as subfamilias e sugerem que 0s poxvirus
apresentam uma relacdo distante com outros virus de DNA grandes, como 0S
membros das familias Iridoviridae, Phycodnaviridae e o recém descoberto Mimivirus
(Xing et al., 2006; lyer et al., 2006).

A subfamilia Chordopoxvirinae consiste de oito géneros: Orthopoxvirus,
Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus,
Molluscipoxvirus e Yatapoxvirus (Tabela 1). Membros do mesmo género sao
geneticamente relacionados, apresentando morfologia e hospedeiros similares, além
de compartilharem alguma relacédo antigénica. Todavia, h& outros poxvirus que ainda
ndo estdo bem classificados, incluindo novos virus, em constante descoberta, como
os isolados de lagartos, ras, cervos, cangurus, entre outros (Moss, 2002).

O género Orthopoxvirus inclui varios patdgenos virulentos de importancia
médica veterinaria e humana com ampla distribuicdo geografica (Moss, 2002,
Piskurek e Okada, 2007). As espécies Variola virus (VARV), CPXV, VACV e MPXV
sao capazes de infectar seres humanos. Adicionalmente, além do CPXV e VACV, as
especies CMPV, ECMV, Raccoonpox virus (RCNV), Volepox virus (VPXV),
Taterapox virus (TATV), Uasin Gishu disease virus (UGDV) e Horsepox virus (HSPV)

sao patogenos de grande importancia animal (Moss, 2002).



Tabela 1 - Classificagdo e tamanho médio do genoma dos membros da familia Poxviridae

Subfamilia

Género

Espécies

Caracteristicas

Chordopoxvirinae

Entomopoxvirinae

Orthopoxvirus

Parapoxvirus

Avipoxvirus

Capripoxvirus
Leporipoxvirus
Suipoxvirus
Molluscipoxvirus
Yatapoxvirus

Alphaentomopoxvirus

Betaentomopoxvirus

Gammaentomopoxvirus

camelpox®, cowpox®, ectromelia®, monkeypox®,
raccoonpox, skunkpox, vaccinia®®, variola®,
bufalopox e volepox®

Auzduk disease, bovine papular stomatitis®,
chamois contagious ecthyma, orf*?,
pseudocowpox, parapox of red deer, sealpox,
squirrelparapox

canarypox?, crowpox, fowlpox™®, juncopox,
mynahpox, pigeonpox, psittacinepox, quailpox,
peacockpox, penguinpoXx, sparrowpox,
starlingpox, turkeypox

goatpox, lumpy skin disease, sheeppox®°

hare fibroma, myxoma®®, rabbit fibroma, squirrel
fibroma

swinepox®°

Molluscum contagiosum™”

tanapox, yaba monkey tumor®”

Melontha melontha®

Amsacta moorei®®, Melanoplus sanguinipes®”

Chrionimus luridus®

DNA~200 kpb, G+C ~36%, distribuicdo
ampla (Vaccinia) e restrita (Variola)

DNA ~140 kpb, G+C ~64%

DNA~260 kpb, G+C~35%, aves,
transmissao por artropodes

DNA~150 kpb, ungulados, transmissao
por artropodes

DNA ~160 kpb, G+C ~40%, coelhos e
esquilos

DNA ~170 kpb, hospedeiros restritos
DNA ~180 kpb, G+C ~60%, hospedeiro
humano, tumores localizados,
transmissé&o por contato

DNA ~145 kpb, G+C ~33%, primatas e
roedores (?)

DNA ~260 - 370 kpb, Coleoptera

DNA ~232 kbp, G+C ~18%, Lepidoptera e

Orthoptera
DNA ~250 - 380 kpb, Diptera

2 Completamente sequenciado. ° Membro protétipo (modificado de Moss, 2002).



Os VACV causam perdas na pecuaria leiteira no Brasil (Damaso et al., 2000;
Schatzmayr et al., 2000; Donatele et al., 2005; Donatele et al., 2007) e em criacdes
de bufalos na india (Singh et al., 2006; Singh et al., 2007).

2.2 - MORFOLOGIA DA PARTICULA VIRAL DA FAMILIA POXVIRIDAE

Comparados a maioria dos outros virus animais, os virions dos poxvirus sédo
maiores e distinguiveis por microscopia Optica. Com uma maior resolucao,
conseguida através da microscopia eletronica, é possivel a visualizacdo de
caracteristicas ultra-estruturais: um virion retangular (OPV) ou cilindrico (PPV) de
250 — 280nm de largura por 290 — 350 nm de comprimento, coberto irregularmente
com proteinas tubulares (Hazelton e Gelderblom, 2003; Mercer et al., 2007).

A forma bésica de infeccdo dos poxvirus € o virion maduro (VM). O virion
extracelular envelopado consiste essencialmente do VM enclausurado por uma
membrana adicional. Crio-preparacdes, que diminuem a formacao de artefatos, tém
sido combinadas com tomografias eletrbnicas para prover uma reconstrucao
tridimensional do virion da Vaccinia, geralmente consistente com as descri¢cdes

classicas da estrutura viral de amostras fixadas (Cyrklaff et al., 2005).

Figura 1 - Representagéo volumétrica das particulas virais reconstituidas por crio-eletro-
tumografia. (Cyrklaff et al., 2005)



Imagens reconstruidas dos virions demonstram um formato de barril, com
dimensfes aproximadas de ~360 x 270 x 250 nm (Figura 2). A largura (5-6 nm) e a
densidade da membrana externa sado consistentes com uma bicamada lipidica, que
aparece enrugada devido a protrusdes irregulares que se estendem sobre a mesma.

A estrutura interna do virion € complexa, consistindo de um cerne biconcavo e
agregados de materiais heterogéneos, denominados corpos laterais, entre as
concavidades e a membrana externa. O cerne parece ser composto por duas
camadas, com uma largura de 18 a 19 nm. A membrana interna parece ser
continua, exceto pela presenca de um pequeno numero de canais. A face externa
possui uma estrutura palicadica que possivelmente é constituida de espiculas em
formato de T (8 nm de comprimento e 5 nm de largura), que estdo ancoradas em

uma provavel membrana inferior (Figura 3) (Moss, 2002).

Virus Maduro Interno Virus Externo Envelopado

Envelope

Corpos laterais

Proteinas de Membrana Externa

superficie a enna

Membrana Interna
Parede

-

=

100 nm

Figura 2 - Diagrama da estrutura do virion do género Orthopoxvirus (adaptado de Swiss
Institute of Bioinformatics <http://www.expasy.ch/viralzone/all_by species/174.html>).



Figura 3 - Microscopia eletrdnica dos virions pertencentes aos
géneros Orthopoxvirus (A) e Parapoxvirus (B). Barra = 100nm
(Schatzmayr et al., 2000).

A composicdo quimica dos poxvirus assemelha-se ao das eubactérias. A
massa de um VM de VACV é 9,5 fg, e os principais componentes sdo proteinas,
lipidios e DNA, ocupando cerca de 90%, 5% e 3,2% do peso seco, respectivamente.
Os componentes lipidicos do VM de VACV séo predominantemente colesterol e
fosfolipidios, enquanto outros poxvirus podem conter esqualeno e ésteres de
colesterol. Carboidratos também estdo presentes no virus encapsulado (VE) de

VACV e estdo contidos nas glicoproteinas (Fenner et al., 1988; Moss, 2002).

2.3 — ESTRUTURA GENOMICA DA FAMILIA POXVIRIDAE

Os poxvirus estédo entre os mais complexos virus conhecidos. O tamanho do
genoma das diferentes espécies é muito varidvel, apresentando valores de
aproximadamente 134 kpb nos Parapoxvirus a mais de 300 kpb em alguns
Avipoxvirus, caracteristica compartilhada com outras familias de virus com grandes
genomas (Moss, 2002).

O genoma dos poxvirus se constitui de uma molécula de DNA dupla fita
linear. As fitas s@o covalentemente ligadas, produzindo uma terminacdo do tipo
grampo-de-cabelo. Estas regifes situadas nas terminagbes do genoma contém
repeticdes terminais invertidas (RTI) de tamanho variavel (<0,1 - 12,4 kpb) idénticas

v



e em orientacdo oposta possuindo diversas bases extra-hélices e um conteddo rico
em repeticoes de DNA. Os mecanismos envolvidos na génese das RTI, assim como
sua manutencao sao ainda desconhecidos, porém as RTI sdo importantes durante a
replicagéo do DNA viral (Mercer et al., 2007)

Geralmente, os genes localizados na regido central do genoma sao
conservados, sendo em sua maioria essenciais para a replicagao viral. Esta regido
codifica, principalmente, proteinas estruturais e enzimas envolvidas no metabolismo
do acido nucléico. Em contraste, os genes localizados proximos as regides terminais
sdo mais variaveis, ndo essenciais a multiplicacao viral in vitro e sdo geralmente
transcritos em direcdo as regibes terminais (Figura 4). Estes genes estédo
relacionados com o tropismo por hospedeiros, imunomodulacdo e viruléncia
(McFadden, 2005).

Genes conservados

FUNGOES ESSENCIAIS
o replicagao, proteinas estruturais, ‘o

enzimas

=90 genes
Chordopoxvirus

Alga > i ' = Al
i) < Variavel ] Conservada [ Variavel > -l

-, [ FUNGOES NAOESSENCIAIS | .-~ .~
viruléncia e imunomodulagao | S i

Genes variaveis

Repeti¢coes em tandem

Figura 4 - Representacdo esquematica do genoma dos poxvirus. O genoma possui
aproximadamente 200 kb, apresentando uma regido central conservada e regifes terminais variaveis.
(Adaptado de Smith & McFadden, 2002).



O numero de genomas de poxvirus sequenciados tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, com mais de 100 sequéncias gendmicas
completas, representando multiplos géneros, espécies e isolados disponiveis em
bancos de dados de dominio publico (http://www.poxvirus.org/, Lefkowitz et al.,
2005, acesso em outubro de 2009) . As sequéncias de dois EnPVs, e de no minimo
um exemplar de cada género da subfamilia ChPV, também estdo disponiveis para
comparacao, permitindo a andlise dos relacionamentos filogenéticos destes virus
(Xing et al., 2006).

Por meio de andlises filogenéticas do género OPV visualiza-se um intimo
relacionamento entre o CMPV e VARV um grupo mais relacionado entre si do que
com outras espécies de OPV. As espécies CPXV, MPXV e ECMV nao formam
grupos préoximos com nenhum outro OPV. Embora, mesmo as duas cepas de VARV
se agrupando, as cepas de CPXV, BR e GRI-90, formam grupos divergentes. Desta
forma os autores sugerem uma nova forma de classificagcdo de CPXV, bem como
sua localizag&o dentro do género OPV (Gubser et al., 2004; Xing et al., 2006).

Mesmo que os representantes desta familia viral contenham frequentemente
mais de 150 genes, somente 49 destes constituem o repertdrio comum a todos 0s
poxvirus totalmente sequenciados. Esse repertério permanece constante mesmo
apos novos genomas estarem sendo sequenciados e analisados (McLysaght et al.,
2003; lyer et al., 2006).

Existem, entretanto, aproximadamente 90 genes que sdo comuns para todos
os membros da subfamilia ChPVs. Estes genes estdo envolvidos em funcbes
chaves como replicacdo, transcricdo e montagem do virion, estando agrupados na
regido central do genoma. Em oposi¢cdo, 0s genes que sdo espécie- ou género-
especifico estdo usualmente distribuidos proximos aos dois fins do cromossomo
(Figura 5) (Gubser et al., 2004).

Muitos destes genes terminais codificam proteinas com a funcao de reduzir os
processos antivirais do hospedeiro que incluem apoptose, reconhecimento e
apresentacdo de antigenos, fungbes de algumas citocinas e processos de
sinalizacdo do sistema imune e, assim, tém sido denominados genes de viruléncia
(Hughes e Friedman, 2005).

Os mecanismos pelos quais estes genes de poxvirus séo incorporados ao fim
do genoma ou capturados do hospedeiro né&o foram ainda totalmente
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compreendidos. E possivel que estas descobertas simplesmente reflitam o fato que

a maior parte da regido central do genoma codifica genes essenciais e que, CoOmo 0S

espacos intergénicos sao curtos, a insercdo de DNA neste local inviabilize a

formacéo de uma progénie (Hughes e Friedman, 2005).
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Figura 5 - Alinhamento do genoma de 20 poxvirus, mostrando o arranjo de 92
familias de genes. Todos os genomas estdo na mesma ordem e as distancias
horizontais sao proporcionais as distancias dos pares de bases. Os 34 ort6logos
presentes em todos os poxvirus sdo mostrados em vermelho. Os 29 genes
ortdlogos, presentes em todos o0s genomas pertencentes a subfamilia
Chordopoxvirinae, mas ndo a Entomopoxvirinae estdo mostrados em azul. Os 29
ortdlogos presentes em todos os Orthopoxvirus sdo mostrados em amarelo. As

linhas verticais conectam os ort6logos (McLysaght et al., 2003).
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2.4 — IMUNOMODULACAO MEDIADA POR PROTEINAS VIRAIS

Os virus codificam uma variedade de genes que interagem com Varios
componentes celulares que interferem com a resposta imune e inflamatéria do
hospedeiro (Turner e Moyer, 1998).

Certos virus de DNA dupla fita, parasitas de vertebrados, expressam
proteinas homologas a moléculas sinalizadoras ou receptores do sistema imune,
codificadas por genes que foram provavelmente capturados do hospedeiro (Bratke e
McLysaght, 2008). Alguns destes genes presentes em poxvirus, incluem o MHC de
classe I, IL-10/IL-24, IL-18, o receptor para interferon gama e o receptor do TNF I,
além de inibidores de serina proteases, envolvidas em processos antiinflamatorios,
glutationa peroxidase, com efeito anti-apoptético na presenca de estresse oxidativo
(Bugert e Darai, 2000; Hughes e Friedman, 2005).

Apoptose € a principal resposta antiviral utilizada por organismos
multicelulares para a remocdo coordenada de células infectadas. Desta forma,
muitos virus, incluindo os poxvirus, desenvolveram mecanismos para inibir esta via,
através de proteinas cujo alvo se encontra nos componentes cruciais da cascata
apoptotica (Galluzzi et al., 2008).

Dentro da familia Poxviridae destacam-se as proteinas anti-apoptéticas CrmA,
capaz de inibir efetivamente caspases 1 e 8; proteina M11L, uma proteina localizada
na mitocondria que inibe a liberacédo do citocromo c e a recém descrita proteina F1L,
que também se localiza na mitocondria e inibe a liberacdo do citocromo c através da
interacdo com Bak, uma proteina pro-apoptoética que pertence a familia do gene Bcl-
2 (Turner e Moyer, 1998; Galluzzi et al., 2008).

As proteinas relacionadas a F1L sdo encontradas somente no género
Orthopoxvirus, sendo altamente conservadas, com mais de 95% de identidade de
sequéncia dos ultimos 220 aminoacidos. A grande diversidade de sequéncia entre
os varios ortdlogos de F1L esta localizada no interior da regido N-terminal, onde
VARV, CPXV, ECMV e FWPV possuem repeticdes Unicas de funcédo desconhecida
(Stewart et al., 2005).
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2.5 — CICLO REPLICATIVO DOS POXVIRUS

A replicacao dos poxvirus pode ser compreendida em etapas, temporalmente
separadas, que envolvem a interacdo do virus com a célula hospedeira, replicacéo
do material genético e sintese de proteinas virais e liberacdo do virion formado.

Todos os poxvirus replicam-se no citoplasma das células infectadas por uma
complexa, mas largamente conservada, via morfogénica. Duas particulas virais
infecciosas distintas - o virus maduro intracelular (VMI) e o virus envelopado
extracelular (VEE) - podem iniciar a infec¢do. Os virions VMI e VEE diferem em suas
glicoproteinas de superficie e no nimero de suas membranas. A ligacao do virion é
determinada por varias proteinas do virion e por glicosaminoglicanas (GAGS)
presentes na superficie da célula alvo ou por componentes da matriz extracelular. A
replicacdo viral € caracterizada por trés ondas de sintese de RNAms e proteinas
virais (conhecidas como precoce, intermedidria e tardia), que sdo seguidas pela

morfogénese das particulas infecciosas (Figura 6).
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Figura 6 - Ciclo de replicagdo dos poxvirus e sintese de suas macromoléculas.
(modificado de McFadden, 2005).



2.5.1 - Adsorcgdao, penetragdo e desnudamento do virus

O primeiro estagio da infeccéo viral consiste da adsorcdo e penetracdo das
particulas virais, envelopadas ou nuas, nas células hospedeiras. Mesmo que ambas
sejam infecciosas, se comportam de forma diferente. A membrana externa das
particulas ndo envelopadas fusiona com a membrana plasmatica da célula, ou com
a concavidade formada pela invaginacdo da membrana plasmaética, liberando o
cerne viral no citoplasma. Virions envelopados sdo adsorvidos mais rapidamente e
eficientemente, o que explica porque eles sado importantes na disseminacao da
infeccdo, tanto em células cultivadas quanto em animais (Mercer et al., 2007).

No interior dos poxvirus a RNA-polimerase de origem viral transcreve metade
do genoma viral em RNAmM precoce. Esses RNAms apds serem transcritos no
interior do cerne, sdo liberados no citoplasma da célula. A proteina de
desnudamento produzida apos a infecgéo viral libera o DNA dos cernes, finalizando
a primeira parte do ciclo de replicacdo (Fenner et al., 1988; Moss, 2002; Moss,
2006).

2.5.2 - Replicagdo do DNA e sintese das proteinas virais

Analises por microscopia eletronica de secdes delgadas de células infectadas
sugerem que 0s estagios iniciais da formacao do virion ocorrem circunscritos em
areas granulares elétron densas no citoplasma (Fenner et al.,, 1988). Entre as
proteinas produzidas inicialmente apo6s a infeccdo pelo virus, destacam-se a DNA-
polimerase e a timidina quinase, enzimas envolvidas na replicacéo viral. A replicacéao
inicia-se logo apods o processo de desnudamento, ocorrendo em regides distintas do
citoplasma. Posteriormente ocorre a transcricdo dos RNAms intermediarios, que
precede a dos RNAms virais tardios. Os RNAmSs virais tardios sdo traduzidos em
grande quantidade, acumulando-se proteinas estruturais e, em menor quantidade,

outras proteinas e enzimas virais (Moss, 2002).

2.5.3 - Montagem e maturacao

Os estagios iniciais da montagem dos virions ocorrem em um local granular e
14



elétron denso do citoplasma, denominado corplsculo de inclusdo basdfilo
(Corpusculo de Guarnieri) ou “fabrica de virus”. As proteinas estruturais organizam-
se para acondicionar o DNA, formando as particulas virais, denominadas virions
maduros intracelulares infectivos (VMI) (Moss, 2002).

As primeiras estruturas morfologicamente distintas que surgem com o0
acumulo de proteinas estruturais sdo cupulas consistindo de: uma membrana
formada por duas camadas com uma borda coberta de espiculas na superficie
convexa e material granular adjacente na superficie concava. As espiculas conferem
a membrana seu formato convexo rigido, que determina o tamanho da particula viral
imatura. A membrana dos virus imaturos parece circular, com uma massa composta
de nucleoproteina embebida numa matriz granular. Mudancas morfolégicas
adicionais ocorrem com a particula imatura, que se reorganiza para formar um virion

maduro (Mercer et al., 2007).

2.5.4 - Liberacdao

Os VMI séo transportados pelos microtubulos até o Complexo de Golgi, onde
podem adquirir as membranas do Complexo, formando o virus envelopado

intracelular (VEI) que ao chegar a periferia da célula fundem com a membrana

citoplasmatica, o que resulta na liberacédo dos VEE (Moss, 2002).
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2.6 — CARACTERISTICAS E ASPECTOS CLINICOS DE MEMBROS DA FAMILIA

Poxviridae

InfeccBes por poxvirus em humanos produzem lesdes cutaneas similares, na
maioria das vezes associadas com adenopatia local e sintomas sistémicos (Buller e
Palumbo, 1991). A maioria destas infec¢cbes é branda e autolimitante, mas pode
causar prostracbes severas e uma variedade de complicagdes em potencial,
incluindo disseminacdo descontrolada e morte, particularmente em individuos
imunocomprometidos (Moss, 2002).

Uma pequena parte dos poxvirus que infectam outras espécies de mamiferos
conclusivamente produzem infec¢Bes clinicas em humanos (McFadden, 2005).
Estes sdo: MPXV, CPXV, Bufalopox virus (BPV) (todos Orthopoxvirus); Cantagalo e
Aragatuba virus (Orthopoxvirus relacionados com VACV); Orf virus, Pseudocowpox
virus, virus da Estomatite Papular Bovina (EPBV), Sealpox virus (todos
Parapoxvirus); e Tanapox virus (Yatapoxvirus).

Somente os virus Orf, Pseudocowpox e da EPB sao mundialmente
endémicos. CPXV é restrito a algumas partes da Eurasia, e MPXV é endémico no
continente africano (Fenner et al., 1988; Moss, 2002).

A maioria das zoonoses causadas por poxvirus € adquirida através de cortes
cutaneos ou lesBes apds contato direto com animais infectados vivos ou carcacas.
Os reservatorios naturais sao usualmente roedores, porém se propde um inseto
vetor como possivel agente transmissor de Tanapox (McFadden, 2005). Os casos
de poxviroses zoondéticas sdo esporadicos e isolados, sendo a transferéncia pessoa
a pessoa pouco comum, exceto para MPXV (Buller e Palumbo, 1991).

2.6.1 - Género Orthopoxvirus

2.6.1.2 - Vaccinia virus

A origem de VACV ¢ incerta. Ele parece ter surgido do extinto Horsepox virus
ou do BPV, que é antigenicamente muito semelhante ao VACV (Moss, 2002).
Existem numerosos isolados de VACV que diferem em suas propriedades biologicas

e viruléncia em seres humanos e em outros modelos animais. Os isolados virais
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mais amplamente utilizados em laboratérios sdo Western Reserve (WR) e
Copenhagen (Moss, 2002).

N&o existem reservatérios naturais para o VACV, porém, recentemente foram
descritos viroses emergentes como Cantagalo (Damaso et al., 2000) e Aracatuba
(Trindade et al., 2003), cujos virus associados possuem genes que compartilham
99% de homologia com genes de VACV. Acredita-se que tais virus se originaram
pelo estabelecimento de VACV em gado bovino no Brasil durante a campanha de
vacinagdo contra variola. Os virus Cantagalo e Aracatuba produzem lesdes
cutaneas que apresentam similaridade com lesdes de CPXV.

Durante a erradicagdo da variola humana, a vacinacdo foi praticada em tao
grande escala que, ocasionalmente, animais domésticos, incluindo vacas, porcos,
coelhos e bufalos, foram, acidentalmente, infectados com o virus. Na ocasiao,
humanos foram infectados a partir das lesdes nos animais domeésticos e também via
humanos por meio do eczema vacinatum (Fenner et al., 1988).

Na vacinacdo, VACV vivo é inserido na membrana basal da epiderme para
obtengcdo do maximo efeito (Fenner et al., 1988). A vacinacdo priméria produz uma
lesdo cutdnea que é similar, porém menos hemorragica que a ocasionada por
CPXV, produzindo uma cicatriz tipica. O uso de virus vivo tem muitas complicagdes,
especialmente o eczema vacinatum em algumas criangcas. A vacinacdo de
individuos imunossuprimidos pode ser letal e é contra-indicada a ndo ser que o risco

de contrair variola seja significante (Moss, 2002).

2.6.1.1 - Cowpox virus

Cowpox virus (CPXV) foi denominado como resultado da associagdo com
lesbes pustulares em tetas de vacas e nas mé&os de ordenhadores, entretanto,
repetidos estudos demonstram que a infec¢do por CPXV ndo é uma doenca comum
(Buller e Palumbo, 1991). Esta zoonose esta restrita ao Reino Unido, continente
europeu e partes adjacentes a extinta URSS. Embora originalmente descrita como
uma infec¢do adquirida por ordenhadores é raramente encontrada no gado bovino e
muitos casos resultam do contato com felinos infectados. Atualmente tem sido
encontrada em uma gama de hospedeiros, como ratos, gerbos e em diferentes
animais de zoologicos (lebes, tamanduas e elefantes) (Lewis-Jones, 2004; Vorou et
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al., 2008). Além disso, estudos sorologicos corroboram a hipétese de pequenos
roedores como reservatorios (Vorou et al., 2008).

O periodo de incubacéo da infeccdo por CPXV é de aproximadamente sete
dias, surgindo entdo sinais abruptos de febre, dor de cabeca, dor muscular, e
algumas vezes nausea e vomito. As lesdes cutaneas localizam-se, na maioria das
vezes, nas maos e face, iniciando como papulas vermelhas, inicialmente solitérias,
mas com rapida disseminacdo, seguida do surgimento de pustulas. O edema e
eritema sdo muito mais pronunciados do que os vistos em infecgdes com Orf virus
(Vorou et al., 2008).

A infeccéo prévia por CPXV confere alguma imunidade contra a infec¢éo por
VARV, fato explorado por Edward Jenner para suas primeiras tentativas de

vacinacao (Lewis-Jones, 2004).

2.6.1.3 - Monkeypox virus

A infeccdo é adquirida tanto pela inoculacéo cutanea quanto pela inalacdo. O
periodo de incubacdo dura de 10-14 dias e o periodo infeccioso ocorre durante a
primeira semana de desenvolvimento de eczema. Sintomas caracteristicos do inicio
da infeccdo sdo febre e mal estar, ocorrendo na maioria dos pacientes antes do
eczema (Di Giulio e Eckburg, 2004).

Linfadenopatia severa pode ocorrer em muitos pacientes. A linfadenopatia
ndo é caracteristica da Variola, entretanto, seu diagnéstico clinico é a chave para
distinguir entre a Variola e Monkeypox humana (Di Giulio e Eckburg, 2004). Cerca
de 90% dos pacientes infectados com MPXV desenvolvem linfadenopatia, que pode
ser unidirecional ou bidirecional, nos linfonodos submandibulares, cervicais, pos-
auriculares, axilares ou inguinais, ou uma combinagéo deles (Di Giulio e Eckburg,
2004).

O primeiro caso relatado de MPXV em humanos foi descrito em uma crianca
na Republica Democratica do Congo na década de 1970, 9 meses apds a
erradicacdo da Variola naquele pais (Fenner et al., 1988).

A infeccdo por MPXV em humanos foi reconhecida pela primeira vez fora da
Africa em 2003 nos EUA, sendo que os sintomas foram similares aos descritos na
Africa. Nesta ocorréncia, foram hospitalizadas 18 pessoas sendo que duas criancas
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desenvolveram um quadro clinico severo (CDC, 2003).

2.6.1.4 - Variola virus

Variola virus é o unico membro do género Orthopoxvirus que infecta somente
humanos. Analises gendmicas apontam uma relagéo filogenética desta espécie com
TATV e CMPV (Gubser e Smith, 2002; Esposito et al., 2006). Esta € uma das mais
antigas infeccbes humanas conhecidas, sendo que as primeiras descricdes de
variola datam de 10.000 a.C. na Asia e india. Posteriormente, a infeccdo se
espalhou pela Europa e Africa, sendo introduzida nas Américas no século 17
(Whitley, 2003; Li et al., 2007).

O virus pode permanecer viavel por muitos meses no meio ambiente. Seu
efeito patogénico é atenuado pelo tempo, exposicdo a luz natural e UV, e,
rapidamente, pelo calor, perdendo seu poder infectante em 30 a 60 minutos a
temperatura de 56 °C (Levi e Kallas, 2002).

O contéagio ocorre, na grande maioria das vezes, pela inalacdo de goticulas
contendo o virus em suspenséo, eliminadas pela mucosa oral, nasal ou faringea dos
pacientes com a doenca. Embora o virus esteja presente em grandes quantidades
em crostas infectadas, este mecanismo de transmissdo € menos frequente. Pode
haver também infeccdo aérea a distancia ou pelo manuseio de roupas, lencgois e
cobertores contaminados, embora essas duas modalidades sejam pouco comuns
(Levi e Kallas, 2002; Warren, 2002).

O virus replica-se em linfonodos, tecido esplénico e na medula Ossea.
Eventualmente, o virus pode deslocar-se para 0s vasos sanguineos da pele e
membranas mucosas da boca, nariz e garganta. O contagio € maior durante a
primeira semana da doenca porque a grande maioria dos virus esta presente na
saliva nesse periodo. Como a viruléncia do VARV é muito alta, uma Unica particula
viral é capaz de causar a patologia (Warren, 2002).

O periodo de incubacdo médio da infeccdo por VARV é de 12 dias, variando
de 7 a 14 dias. O inicio dos sintomas € abrupto, com febre muito alta, cefaléia, dores
nas costas, com duracéo de dois a quatro dias, surgindo a seguir a erupcao. Esta se
inicia com maculas na face, que evoluem rapidamente para papulas e, em alguns
dias, para vesiculas, que contém liquido limpido e s&o cercadas por halo
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eritematoso regular. Ao redor do sexto dia, as vesiculas evoluem para pustulas,
sendo ambos, tipos de lesdes geralmente umbilicadas e de centro mais escuro (Levi
e Kallas, 2002).

As lesBes sao uniformes e de mesmo estagio evolutivo. Sdo profundas,
endurecidas e de distribuicdo centrifuga. Ao redor do nono ao décimo dia, elas
evoluem para crostas; a febre regride e o estado geral melhora bastante. No
entanto, sdo necessarios mais sete a dez dias para a queda das crostas. Areas
hipopigmentadas podem persistir por um longo tempo, havendo frequentemente
cicatrizes profundas na face e, mais raramente, em outras partes do corpo. Existem
também formas hipertoxicas, em que a morte pode ocorrer ainda no periodo
prodémico ou logo apdés (Fenner et al., 1988; Levi e Kallas, 2002).

Formas mais leves, com erupcdo abortiva, podem ser observadas em
individuos com imunidade parcial obtida por vacinagdo. J4 as formas hemorragicas

séo de extrema gravidade e frequente letalidade (Warren, 2002).

2.6.2 - Género Parapoxvirus

2.6.2.1 - Pseudocowpox Vvirus

Também conhecida como Paravaccinia ou Nodulo do ordenhador, a infeccéo
por Pseudocowpox virus € ocupacional em ordenhadores e veterinarios, e também
afeta as pessoas que manipulam o leite fresco. A infeccdo humana é, portanto,
acidental e ocorre somente quando o homem entra em contato com animais
infectados ou manipula carne contaminada com o virus. (Barravieira, 2005). A
infeccdo € endémica para o gado, causando lesdes no Ubere, tronco, pernas e
cavidade oral, levando a formacédo de pustulas e crostas. (Barravieira, 2005; Mercer
et al., 2007).

O periodo de incubacdo varia entre 5 e 15 dias. Clinicamente, as lesdes
manifestam-se como papulas eritematosas achatadas, que, apoOs alguns dias,
mudam para nodulos eritematosos violaceos. A pele se torna opaca e acinzentada
com peqguenas crostas, e com uma depressao central. Na maioria dos casos 0s
nddulos ocorrem em pequenas quantidades nas méos, particularmente nos dedos e
ocasionalmente na face (Barravieira, 2005).
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Os sinais clinicos desaparecem espontaneamente apds 6-8 semanas, sem
deixar cicatrizes. A prevengao consiste no uso de luvas e desinfetantes antes e

depois da ordenha ou manipulacdo destes animais (Barravieira, 2005).

2.6.2.2 - Orf virus

A infeccdo por Orf virus deflagra as doencas dermatite pustular contagiosa e
dermatite labial infecciosa, comuns em areas com criacdo de ovelhas. A infeccao
pelo Orf virus em ovelhas foi descrita primeiramente em 1787 e em cabras em 1879.
O primeiro caso em humanos foi relatado em 1934 (Barravieira, 2005).

O Orf virus é transmitido pelo contato com os animais infectados ou com
fémites. A transmissao para humanos ocorre via contato com zonas da pele ferida
de animais infectados. E muito frequente entre ordenhadores, veterinarios,
acougueiros, sendo considerada uma doenca vinculada a profissdao. Contaminacéo
prévia ndo prové imunidade permanente, sendo que em casos de re-infeccdo se
observa uma menor severidade da doenca (Barravieira, 2005).

O periodo de incubacdo é de aproximadamente uma semana, as lesdes
manifestam-se sob a forma de ulceragbes com formacao de crostas localizadas mais
comumente nas comissuras labiais, mas ocorre também nas faces extremas dos
labios. Nos casos mais graves, a infec¢do se estende até as gengivas, olhos, lingua,
narinas, ubere, vulva, regido perianal, espacos interdigitais e coroas dos cascos. As
lesbes da lingua, do esbéfago e do rimen sdo normalmente devidas a uma infec¢céo
secundaria. Os cordeiros em idade de amamentacdo sdo severamente afetados e
suas maes podem apresentar proliferacdes verrugosas nas tetas e partes vizinhas
ao Ubere (Moss, 2002).

Logo ap6s o rompimento das vesiculas existe a formacdo das crostas. A
recuperacdo pode ser rapida, caso ndo ocorram infecgbes secundarias. As lesdes
no interior da boca podem dificultar ou impedir o animal de se alimentar. Os animais
gue sao infectados apresentam perda de peso intensamente, devido a dificuldade de
se alimentar, ao ingerir saliva com o virus pode ocorrer a disseminacéo das lesdes
para 0os compartimentos estomacais, intestinos e até aos pulmdes; nesses casos,

pode levar o animal ao Obito (Barravieira, 2005; Mercer et al., 2007).
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2.7 — POXVIROSES NO BRASIL

As primeiras doencgas causadas por poxvirus que se tem relato no Brasil
ocorreram pela infeccdo pelo VARV. Durante varios séculos a variola foi a principal
causa de mortalidade nas vilas e cidades brasileiras, de onde se disseminava pelos
sertbes, provocando a morte de grande numero de escravos e de indios que
trabalhavam nos engenhos de acucar do Nordeste e na extracdo de ouro em Minas
Gerais (Levi e Kallas, 2002).

Devido ao nivel minimo de conhecimento sobre a patologia, a Unica opgéo era
o afastamento dos enfermos dos ambientes frequentados pelos sadios, levando-os
muitas vezes a morrerem sozinhos e desassistidos nas matas préximas a vilas e
povoados.

O Brasil foi o pais com o maior nimero de casos de variola das Américas,
chegando a varios milhares de casos reportados por anos durante os anos de 1960
a 1970. Com o inicio do programa de erradicacdo desta doenca promovido pela
OMS, a situacao brasileira comegou a mudar. O Brasil desenvolveu uma campanha
de vacinacao nacional, sendo o Ultimo pais das Américas a erradicar a Variola. Em
1971 foram notificados 19 casos, sendo que em 1972 ocorreu o Ultimo caso da
doenca, que a partir de entédo foi considerada erradicada do continente americano
(Fenner et al., 1988).

Porém, a partir das primeiras décadas do século XX houve os primeiros
registros de outras poxviroses no Brasil e, desde entdo, iniciou-se um estudo mais
detalhado de identificacdo visando o diagnéstico da doenca e a classificacdo do
agente viral (Levi e Kallas, 2002).

Nos ultimos anos, varios relatos de casos de doenca pustulo-vesicular
ocorreram em diversas fazendas nos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito
Santo e Minas Gerais acometendo o gado bovino leiteiro e pessoas, principalmente
ordenhadores e seus familiares. As caracteristicas clinicas sugeriram a possibilidade
de um agente etioldgico da familia Poxviridae, posteriormente comprovada por
diagnoéstico laboratorial como sendo um Orthopoxvirus (Damaso et al., 2000;
Trindade et al., 2003; Leite et al., 2005; Donatele et al., 2007).

Dentre os virus isolados de surtos com caracteristicas de poxviroses

destacam-se: Cantagalo virus (Damaso et al., 2000), Aracatuba virus (Trindade et
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al., 2003) e Passatempo virus (Leite et al., 2005), derivados de OPV, provavelmente
VACV. Porém, em alguns casos 0 agente etiolégico pode ser um Parapoxvirus
(Damaso et al., 2000; Schatzmayr et al., 2000), por apresentar sintomatologia
semelhante.

O numero crescente de surtos de poxviroses que vém ocorrendo com maior
agressividade do virus, preocupa, no que diz respeito ao prejuizo comercial das
fazendas de gado leiteiro, levando tanto a baixa na producdo de leite, quanto ao
frequente desenvolvimento de mastite.

Considerando que, a transmissao viral ocorre principalmente pelo contato
durante a ordenha manual dos animais, a doenca € quase exclusivamente limitada
as pequenas propriedades. Claramente, infeccées em humanos a partir de fonte
animal representam um perigo para aqueles profissionais que comumente entram

em contato com o0s animais infectados (Silva-Fernandes et al., 2009).

2.8 — RISCOS BIOLOGICOS NA ERA POS-GENOMICA

A variola foi utilizada pela primeira vez como arma bioldgica pelas Forcas
Armadas Britdnicas na América do Norte no século XVIIl. Aparentemente,
cobertores contaminados com o virus da variola (obtidos de pacientes infectados)
foram distribuidos entre os indios americanos. O resultado foi uma epidemia com
mortalidade superior a 50% nas tribos infectadas (Whitley, 2003).

Nos ultimos anos, a preparacdo de contramedidas devido ao risco de ataques
terroristas com agentes bioldgicos tem aumentado, principalmente na esfera militar.
Os eventos ocorridos nos Estados Unidos da América em 11 de setembro de 2001
tornaram evidente a possibilidade de vérias formas de terrorismo e o potencial de
destruicdo das vidas de milhdes de pessoas.

Quando se considera a maioria dos agentes que podem ser utilizados como
armas biologicas, certos critérios devem ser ressaltados: potencial infeccioso e
facilidade de disseminacao, alto potencial de impacto na saude e mortalidade. Pela
sua facil transmisséo e seu perverso efeito devastador nas popula¢cdes o virus da
Variola é considerado uma arma biolégica de potencial uso em bioterrorismo
(Warren, 2002). Como arma bioldgica, a variola possui um potencial maior do que o

antraz (Whitley, 2003).
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Além do VARV, existem 8 poxvirus que sdo capazes de causar doengas em
humanos. Infeccbes com MPXV resultam em doencas sistémicas severas e que
necessitam de atenc&o especial. O MPXV tem estado confinado na Africa central e
ocidental, porém, em 2003, alguns casos envolvendo este virus foram relatados nos
EUA, sendo transmitidos de roedores para cdes e depois para humanos (CDC,
2003).

Desde a erradicacdo da Variola em 1980 estoques laboratoriais do virus
permaneceram em dois laboratérios com alta seguranca nos EUA e RuUssia.
Entretanto, durante a década de 1980, a Unido Soviética conduziu um programa
biolégico clandestino em que cepas virulentas do virus foram produzidas para
utilizacdo como armas (Hull et al., 2003).

Atualmente, com a possibilidade de sintese quimica de genomas, novas
perspectivas de obtencdo de genomas virais tém surgido (Smith et al., 2003).
Mesmo o DNA de uma particula de poxvirus sozinho ndo seja infeccioso, através de
recombinacdo com espécies relacionadas como CMPV ou TATV, uma cepa
altamente virulenta pode ser obtida e utilizada como arma biolégica. Desta forma,
torna-se necessario o desenvolvimento de novas formas de detec¢do e tratamento
destes virus, pois os estoques de vacinas distribuidos pelo mundo ndo seriam
suficientes para imunizar rapida e eficazmente a populacdo humana (Whitley, 2003;
Hull et al., 2003; Parrino e Graham, 2006).

2.9 — DIAGNOSTICO DE POXVIiRUS

7

O diagnéstico das poxviroses é realizado clinico e laboratorialmente. O
diagnéstico clinico geralmente ndo € suficiente, tornando-se necessario estabelecer
um diagnéstico laboratorial especifico.

Nos ultimos anos, novas formas de diagnéstico foram desenvolvidos,
buscando maior rapidez e confiabilidade nos resultados além de tentar resolver
eventuais duvidas quanto ao agente etiolégico de uma série de casos relatados em
diferentes partes do mundo.

Uma forma de diagndstico rapido da particula viral consiste no exame direto
do espécime clinico ao microscopio eletronico de transmissdo, possibilitando a

diferenciacdo de uma infec¢do por poxvirus de outras infecgdes. Entretanto, todos
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OPV sao semelhantes em tamanho e morfologia e desta forma ndo podem se
diferenciados por esta técnica; contudo, a microscopia eletrénica permite discriminar
OPV de PPV e herpesvirus (Schatzmayr et al., 2000, Gelderblom e Hazelton, 2003,
Kurth e Nitsche, 2007).

A propagacgdo viral em membrana corioalantdica de embrifes de galinha
prové uma clara evidéncia para alguns poxvirus ao produzir alteracbes
caracterizadas por focos necroticos denominados “pocks”. Porém, este método
demora no minimo 2 dias, quando os embrides de 11-13 dias estédo prontos (Mercer
et al., 2007).

Uma outra alternativa é a cultura celular para isolamento do virus, o que foi
por anos o padrdo ouro de diagnéstico (Mercer et al., 2007). Dependendo do
poxvirus, o efeito citopatico caracteristico pode ser visualizado apés 12 horas e se
recomenda que somente pessoal com experiéncia conduza a diferenciacdo do virus
apos cultivo celular ou em membrana corioalantéide (Kurth e Nitsche, 2007).

A introducdo de anticorpos monoclonais melhorou a sensibilidade e
especificidade dos métodos serolégicos, entretanto, mais de 3 horas sao
necessarias para obter o resultado final. Além disso, os membros do género OPV
compartilham caracteristicas antigénicas, sendo dificil a diferenciacao intra-
especifica (Fedorko et al., 2005; Kurth e Nitsche, 2007).

A deteccdo indireta de poxvirus também € possivel, porém pacientes
infectados s6 desenvolverdo anticorpos poxvirus-especificos de 2 a 3 semanas apoés
a infeccdo permitindo o diagndstico positivo, sendo este método utilizado em
estudos retrospectivos e ndo como diagnostico primario de infecgcbes agudas (Kurth
e Nitsche, 2007).

A amplificacdo do DNA por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
uma técnica bem aceita assim como a mais sensivel para detecgdo de virus. Mesmo
que a deteccdo do material genético do virus ndo prove a infec¢do, em espécimes
clinicas ela € um marcador diagndstico de infeccao por poxvirus.

As metodologias originais centradas na PCR para a tipagem rapida de
poxvirus se baseavam na digestdo dos produtos da amplificacdo do DNA alvo por
enzimas de restricdo. Diversos genes tém sido utilizados como locus alvo de

amplificacdo: hemaglutinina (Ropp et al., 1995), a proteina de inclusdo do tipo A
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(Meyer et al., 1997) e o homodlogo do receptor do fator de necrose tumoral (Loparev
et al., 2001).

Atualmente, o PCR em tempo real (RT-PCR) tem recebido atencdo especial
por combinar uma série de beneficios como velocidade (40-90 min), nenhuma
manipulacdo posterior & PCR e a possibilidade de quantificar e genotipar em um
mesmo tubo. Porém, a eficacia do RT-PCR depende dos iniciadores desenhados e
da sequéncia alvo (Kurth e Nitsche, 2007).

A técnica de RT-PCR é a mais amplamente utilizada nos laboratorios de
referéncia distribuidos mundialmente (Niedrig et al., 2006). Diversas abordagens e
genes ja foram utilizados com esta técnica para identificar uma determinada espécie
de Orthopoxvirus através do ponto caracteristico de desanelamento obtido numa
andlise de curva de desanelamento por fluorescéncia (em inglés Fluorescent Melting
Curve Analisys - FMCA) ap0s o passo da amplificacdo (Kurth e Nitsche, 2007).

FMCA é um método versétil para identificar qualquer polimorfismo conhecido
pela temperatura caracteristica de desanelamento na hibridizacdo da sonda. Esta
técnica foi utilizada para detectar VACV (Nitsche et al., 2005; Cohen et al., 2007;
Nitsche et al., 2006b), VARV (Aitichou et al., 2008; Fedele et al., 2006; Putkuri et al.,
2009), MPXV (Saijo et al.,, 2007), CAPXV (Balamurugan et al., 2009) e FWPV
(Tadese et al., 2008).

Com relacdo a deteccdo de Parapoxvirus pela PCR, poucos trabalhos existem
na literatura, o que denota a importancia de expandir as formas de deteccao destes
virus (Inoshima et al., 2000; Nitsche et al., 2006a). Recentemente, mediante a
amplificacdo de um gene altamente conservado entre 59 sequéncias disponiveis que
codifica uma proteina do envelope viral (B2L) foi possivel a discriminacdo de DNA
de Parapoxvirus, mas ndo a diferenciacao de espécies (Nitsche et al., 2006a).

O presente trabalho explora a PCR quantitativa fluorescente (QF-PCR) em
uma reacado multiplex seguida da separacao por eletroforese capilar para deteccgéo e
diferenciacdo de Poxvirus. Esta variagdo da técnica da PCR é muito sensivel e de
simples execucédo, sendo amplamente explorada na tipagem humana com fins
forenses e médicos (Butler, 2005).

A QF-PCR consiste em marcar os iniciadores com fluorocromos pré-
determinados, para que, ap0s a amplificacdo de uma regido do DNA, os produtos
sejam identificados e quantificados por excitagdo luminosa por um laser de argonio.
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A partir da luminosidade liberada, pode-se realizar a associagdo ao fluorocromo
correspondente e assim se concluir qual iniciador foi amplificado.

Apesar do grande numero de aplicacdes desta técnica na area de genética
humana, pouco esta estabelecido para fins de diagnostico de doencas bacterianas
ou virais, sendo que nos ultimos anos tém surgido “kits” de diagnéstico do virus do
papiloma humano (HPV) (MolGentix, 2007).
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1l = OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de ensaio quantitativo multiplex fluorescente da reacdo em
cadeia da polimerase (QF-PCR) para deteccdo e diferenciagdo de membros da

familia Poxviridae (Orthopoxvirus e Parapoxvirus)

3.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.1.1 — Identificar novos marcadores de DNA género/especificos, visando a
sua inclusdo em teste genético para identificacéo e discriminacao viral

3.1.2 — Analise filogenética de minissatélites da regido polimorfica do
ortélogos do gene F1L de Vaccinia virus.

3.1.3 — Estabelecer ensaio de PCR quantitativo fluorescente capaz de

diferenciar os membros da familia Poxviridae (Orthopoxvirus e Parapoxvirus).
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IV — JUSTIFICATIVA

Apesar da variedade de técnicas de deteccdo de virus da familia Poxviridae
descrita na literatura cientifica, poucas visam a deteccdo e diferenciacdo dos
principais géneros em um unico ensaio. Na maioria dos testes genéticos baseados
na PCR os produtos de amplificacdo devem ser submetidos a digestdo com enzimas
de restricdo e os fragmentos derivados analisados para atingir o poder de
discriminacéo desejado.

O diagndstico molecular etiolégico em uma Unica reacdo por PCR a partir de
amostras relevantes de origens humana, bovina e de outros animais permitird um
mapeamento epidemiologico regional mais efetivo destas doencgas. Estas
informacGes serdo de fundamental importancia para as autoridades de Defesa
Sanitaria Animal e Saude Publica dos estados envolvidos, visando ao
estabelecimento de medidas apropriadas para prevencédo e contencdo de novos
surtos de poxvirose humana e animal. Além de fornecer subsidios para a elaboracéo
de programas de atendimento, informacdo e tratamento adequado a pessoas
acometidas pela doenca e programas de gestdo e qualidade de produtos de origem

animal aos pequenos produtores regionais.
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\V — MATERIAIS E METODOS

5.1 - AMOSTRAS CLINICAS

Os espécimes para andlise foram disponibilizados pelo Prof. Dr. Carlos Eurico
Pires Ferreira Travassos e o Dr. André Tavares Silva Fernandes do Setor de
Epidemiologia e Medicina Veterinaria Preventiva, Laboratorio de Sanidade Animal
(LSA) do Centro de Ciéncia e Tecnologia Agropecuaria (CCTA) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF). Estes consistiram de 26 (vinte e seis) crostas
coletadas de lesbGes ulcero-crostosas (amostras C1 a C26); quatro amostras de
liquido vesicular (L1 a L4), coletado de lesBes vesiculo-pustulares, ambas do Ubere
de gado bovino leiteiro, além de 10 (dez) amostras de soro (S1 a S10), resultado de
coletas de sangue através de puncao venosa na jugular ou mamaria, nos animais
acometidos, totalizando 40 amostras. O material biolégico foi coletado de animais
oriundos de propriedades rurais localizadas em diferentes regifes do Estado do Rio
de Janeiro, Brasil, nas quais ocorreram surtos entre os anos de 2000 a 2006
(Fernandes, 2008). A metodologia utilizada para a coleta dos espécimes clinicos

(crostas, liquido vesicular e plasma) estédo descritas em Fernandes, 2008.

5.2 - DNA GENOMICO REFERENCIA

O DNA de referéncia isolado de Vaccinia virus Western Reserve, cedido pelo
Laboratério de Virus da UFMG, foi extraido de virus cultivado em monocamadas de
células Vero, apds passar por uma centrifugacdo para sedimentacdo das células,
gentilmente preparadas e cedidas pelo mestrando Inarei José Paulini Janior

(Laboratério de Biologia do Reconhecer, UENF).

5.4 - EXTRACAO DO DNA

Para a extracdo de DNA a partir de amostras biologicas de origens animal ou
de virus isolados de amostras bioldégicas sob cultivo foram testadas trés

metodologias.
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5.4.1 - Protocolo 1

Baseado na metodologia descrita por Shchelkunov et al., 2005. O material
bioldgico foi homogeneizado em solucdo contendo 200 pL de tampéo de lise (100
mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl e 1% SDS) e 20 L de solucéo
de proteinase K (10 mg/mL), com incubagédo a 56 °C por 10 min. A mistura foi
centrifugada (Micro centrifuga Eppendorf, modelo 5415C) por 7 min a 18.000g para
remover a fracdo insolivel. Ao sobrenadante foram adicionados 400 puL de uma
mistura de fenol-cloroférmio (1:1), e submetida agitacdo em vortex por 1 min. As
fases aquosa e organica foram separadas por centrifugacdo a 5.000g por 1 min. A
fase aquosa foi transferida para tubos limpos para extragdo do fenol residual com
alcool isoamilico, como no passo anterior. O DNA foi precipitado da fase aquosa
adicionando 1:10 v/v de solucéo de acetato de sédio 3M pH 5.5 e dois volumes de
etanol 100%. A mistura foi centrifugada e seguida pela remocao da fase aquosa,
secagem do sedimento e sua dissolu¢do em 30uL de agua.

5.4.2 — Protocolo 2

Baseado na metodologia descrita por Fernandes, 2008. As amostras de
espécimes clinicos: liquido vesicular, secrecdes, crostas maceradas e monocamada
de Vero infectada processadas foram aquecidas a 99°C por 15 minutos, em seguida,
submetidas as extracdes com PCI (fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, 25:24:1). Os
espécimes clinicos foram adicionados com o mesmo volume de PCI.
Posteriormente, a amostra foi vertida quatro vezes e deixada em repouso por 20
minutos. A suspensao obtida, em seguida, foi centrifugada a 17.000g (Micro
centrifuga Eppendorf, modelo 5415C) por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado.
Ao sobrenadante obtido apos as extracdes foi adicionado 10% do volume de acetato
de sodio, pH 5,5, a 3 M e em seguida 2,5x volumes de etanol absoluto resfriado. O
sobrenadante foi desprezado, etanol 75% foi adicionado sobre o sedimento e em
seguida foi centrifugado a 17.000g (Micro centrifuga Eppendorf, modelo 5415C) por
5 minutos. O etanol foi entdo desprezado e o tubo vertido para secar a temperatura

ambiente. O sedimento obtido foi ressuspendido em 30 uL de agua ultra pura.
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5.4.3 - Protocolo 3

O DNA viral foi extraido das amostras bioldgicas utilizando o kit Illustra Blood
Genomic Prep (GE HealthCare) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante,
modificando-se apenas o volume de amostra bioldgica adicionado para 100 pL

independentemente de sua origem.

5.5 - QUANTIFICACAO DO DNA

ApoGs a extracdo, foi determinada a concentracdo de DNA por fluorimetria
através do kit Quant-iT™ dsDNA HS Assay® (Invitrogen), de acordo com as

especificacdes do fabricante e utilizando o fluorimetro Qubit® (Invitrogen).

5.6 - PROCURA IN SILICO DE SEQUENCIAS DE DNA REPETIDAS EM TANDEM

(ELEMENTOS STR, MICROSSATELITES) EM GENOMAS DA FAMILIA POXVIRIDAE

Para revelar varias facetas da distribuicdo de microssatélites, a procura
ocorreu nas sequéncias dos genomas referéncia em formato FASTA obtidas em
bancos de dados disponiveis no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com os
seguintes numeros de acesso: Vaccinia virus (NC_006998), Cowpox virus
(NC_003663), Variola virus (NC_001611), Orf virus (NC_005336) e sequéncias
disponiveis para Pseudocowpox virus (atualizados em 22 de abril de 2008). A
procura por elementos STR foi realizada com o programa Tandem Repeat Finder
(TRF) (Benson, 1999) calibrado com o tamanho de periodo de nucleotideos e com
0s parametros de estringéncia de alinhamento de {2,7,7} para match, mismatch e
indels, respectivamente. O programa gera valores de escores de alinhamento para
cada elemento de repeticdo diretamente proporcional ao niumero de copias e a

porcentagem de similaridade com a sequéncia consenso.

5.7 - VALIDACAO IN SILICO DOS POLIMORFISMOS

A natureza polimérfica dos loci STR foi avaliada usando uma metodologia de

comparacao gendmica centrada nos intervalos de interesse. As sequéncias STR dos
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bancos de dados foram alinhadas usando recurso on-line Multiple Sequence
Alignment por CLUSTALW (http://align.genome.jp/) para identificar variacdes alélicas
(Machado e Medina-Acosta, 2009).

5.8 - SEQUENCIAS AMPLIPRIMER

Cada locus STR selecionado, mascarado e flanqueado, foi analisado
utiizando o programa on-line OligoPerfect™ Designer from Invitrogen™
(http:/Itools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716), com 0s seguintes parametros
para o ensaio multiplex: aplicacdo (PCR detection), tamanho (18-22nt), temperatura
de anelamento (59-62°C) conteudo GC (50%), tamanho do produto de amplificacédo
(100-350 pb), concentragéo do iniciador (5 pM), concentragéao de sal (50 mM).

A auséncia de estruturas restritivas a reacao (potencial de formacao de
grampo, complementaridade 3’, potencial de formacéao de sitios de auto-anelamento)
foi confirmada usando o programa on-line OligoCalc Oligonucleotide Properties
Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

As identidades das sequéncias amplificadas foram validadas utilizando a
ferramenta on-line Genome Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, blastn)
(Cummings et al., 2002). As sequéncias dos iniciadores foram testadas quanto a
presenca de homologia ou complementaridade entre si ou entre outras sequéncias
de poxvirus disponiveis no GenBank (Benson et al., 2005). A auséncia de homologia
com outras espécies de poxvirus foi um dos critérios para a escolha dos
oligonucleotideos apropriados. Por meio de testes experimentais, o par de
iniciadores altamente conservado, incapaz de formar amplicons indesejados foi

selecionado para a espécie em questao.

5.9 - INICIADORES

Os iniciadores foram desenhados a partir das sequéncias flanqueadoras dos
loci polimérficos identificados e selecionados para o género OPV e para o locus
especifico para o género PPV descrito em outros trabalhos (Tabela 2).

Desta forma, os iniciadores PPV-especificos, descritos por Nollens e

colaboradores (2006) localizados no gene B2L foram reavaliados, buscando adequa-
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los a um experimento de PCR multiplex com relacdo ao tamanho do amplicon,
temperatura de anelamento e concentracdo de sais para a reacao. Apos o desenho
dos iniciadores, uma guanina foi adicionada na regido 5’ para promover a adenilacéo
(Hill et al., 2008).
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Tabela 2 - Iniciadores desenhados para deteccao viral

Iniciador  Detecgéo Locus Gene 5 3 Fluorocromo  Amplicon
P2 Cowpox POX002 BR0O06 CCCGCTCTCCAATCATTA GCGCAGCATCATATCCAAGTT PET 127-188
[TTTCAn (Vermelho)
Cowpox/ 6-FAM
P8 Vaccinia POX008 CVA24 CCCGCTATAAAGGCATTATCAA GTTCCTACATCGTGACAGATACATTC (Azul) 320-387
[GATACA]n
- VIC
P5 Pan POX005 FIL  ATACCATATTTTCTGGAAGTGGAT GAGTATGTTGCCGATGTTTATGTG 117-369
Orthopox (Verde)
- NED
P9 Pan - B2L CGAGTCCGAGAAGAATACGC GAGAACCTCGGGCTCTACTCC 188
Parapox (Amarelo)
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5.10 — AMPLIFICACAO DAS REGIOES ALVO NOS ESPECIMES CLINICOS

As reacOes foram realizadas utilizando o DNA extraido de cada um dos
espécimes clinicos, diluindo-as em agua ultra-pura quando necessario. A reacao de
PCR consistiu na adicdo de 5 pM dos pares de iniciadores juntamente com 2,0 mM
de MgCl,, 1,25U da enzima Taqg Polimerase (Applied Biosystems), 5uL de tampéo
10X e 5uL de amostra, totalizando 12uL de reagdo. A programacao da amplificagéo
consistiu de 1 ciclo de 95°C/10 minutos, 35 ciclos de 94°C/1 minuto, 60°C/1 minuto e
72°C/1 minutos e 1 ciclo de 60°C/60 minutos, sendo realizado no termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

5.11 — ANALISE DOS AMPLICONS

Ao produto da PCR foram adicionados formamida (Hi-Di'™ Formamide,
Applied Biosystems) e o marcador de peso molecular (GeneScan™ — 500 LIZ® Size
Standard, Applied Biosystems) conforme especificacdo do fabricante. A mistura foi
aguecida a 95°C/3min e rapidamente resfriada a 4°C/3min para desnaturar. Apos
esta etapa, os produtos da QF-PCR foram submetidos a separacao eletroforética em
capilar utilizando o analisador automético ABI PRISM 310 GENETIC ANALYZER
(Applied Biosystems, USA).

5.12 — IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS PERFIS ALELICOS

Os perfis eletroforéticos foram analisados utilizando os programas Genescan®
e Genotyper® (versdo 3.7, Applied Biosystems) que geram eletroferogramas
baseados na quantidade relativa de fluorescéncia e no tempo de corrida do

fragmento em relag&o aos padrdes de peso molecular.
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5.13 — ANALISE DAS SEQUENCIAS GENICAS DOS ORTOLOGOS DO GENE F1L

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dos ortélogos do gene F1L de
Vaccinia virus das diferentes espécies de OPV foram obtidos do sitio do Poxvirus
Bioinformatics Resource Center (PBR) (http://www.poxvirus.org; Lefkowitz et al.,
2005). As sequéncias foram baixadas no formato FASTA e analisadas novamente
para busca de elementos de repeticdo com o programa TRF (Benson, 1999), e uma
vez identificados foram agrupados para as analises posteriores. Cada grupo de
STRs foi alinhado, utilizando-se o programa CLUSTALW disponivel no pacote
MEGA versdo 4 (Tamura et al.,, 2007) e eventuais disparidades do processo de
alinhamento foram corrigidas manualmente com auxilio do programa BioEdit (Hall,
1999), como também a obtencéo dos indice de entropia das sequéncias.

As analises filogenéticas posteriores foram conduzidas no programa MEGA
versao 4 (Tamura et al., 2007). As distancias genéticas foram geradas através do
meétodo neighbor-joining e o suporte das genealogias construidas foram aferidas por
2000 re-amostragens dos dados por bootstrap (Salemi e Vandamme, 2009).

Para a obtencao dos indices de hidrofobicidade de proteinas foi utilizado o
programa on-line Protein Hydrophobicity Plots (http://www.vivo.colostate.edu/
molkit/hydropathy/), que gera um grafico baseado nos indices de hidrofobicidade da

sequéncia de aminoacidos da proteina fornecida.
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V| —RESULTADOS

6.1 — PROCURA DE SEQUENCIAS POLIMORFICAS NOS GENOMAS DE POXVIRUS

A procura por STRs presentes nos genomas de poxvirus ocorreu inicialmente
nos genomas dos isolados prototipo de cada espécie. Apos a identificacdo de cada
regido repetida, estas foram comparadas com os demais genomas de cada espécie
disponiveis no sitio do Poxvirus Bioinformatics Resource Center (PBR)
(http://www.poxvirus.org; Lefkowitz et al., 2005).

A selecdo das regides repetidas obedeceu a critérios qualitativos com respeito
ao resultado obtido pelo programa TRF. Apds a analise realizada pelo programa, o
préprio gerou uma lista com os resultados de cada repeticdo encontrada. Cada uma
possui uma pontuagado associada que se baseia na qualidade da repeticao, levando
em consideracao a perfeicdo como esta se apresenta (Benson, 1999).

Somente repeticdes com pontuacao acima de 100 e apresentando homologia
entre as repeticdes mais proximo possivel a 100% foram selecionados para o
desenho de iniciadores especificos. ApGs a selecao, trés regides polimérficas com
caracteristicas desejaveis foram encontradas entre os Orthopoxvirus: uma regiao
Gnica para CPXV, que apresenta um STR pentanucleotideo [TTTCA]; uma regiao
Gnica compartilhada entre VACV e CPXV, que contém uma repeticao
hexanucleotidica [GATACA], com polimorfismos presentes somente em alguns
isolados destas duas espécies (Tabela 3); e uma regido altamente polimérfica,
presente em diferentes espécies do género Orthopoxvirus, que apresentou
sequéncias de STRs distintas. Devido a enorme variabilidade apresentada por esta
dltima repeticdo, uma analise mais detalhada, utilizando todas as sequéncias
disponiveis foi realizada para visualizar a distribuicio dos polimorfismos

encontrados.

38


http://www.poxvirus.org/

Tabela 3 - Numero de repeti¢cdes encontradas nos genomas de Cowpox virus e Vaccinia virus.

Repeticdo Numero de acesso Isolado viral N° de copias
X94355.2 Cowpox virus GRI-90 10,5
DQ437593.1 Cowpox virus Germany 91-3 0
NC_003663.2 Cowpox virus Brighton Red 50
NC _006998.1 Vaccinia virus WR 0
DQ983236.1 Vaccinia virus MVA-1721 0
DQ121394.1 Vaccinia virus Lister clone VACV107 0
AY678276.1 Vaccinia virus Lister 0
[(;g%gg‘]” AY678277.1 Vaccinia virus LC16mO 0
AY678275.1 Vaccinia virus LC16m8 0
DQ439815.1 Vaccinia virus DUKE 12,5
u94848.1 Vaccinia virus Ankara 0
AY313847.1 Vaccinia virus Acambis clone 2000 0
AY313848.1 Vaccinia virus Acambis clone 3 11,5
AM501482.1 Vaccinia virus Ankara (CVA) 8,5
DQ377945.1 Vaccinia virus 3737 8,5
M35027.1 Vaccinia virus Copenhagen 9,5
[TTTCA] X94355.2 Cowpox v!rus GRI-90 0
POXOOZn DQ437593.1 Cowpox virus Ge_rmany 91-3 0
NC_003663.2 Cowpox virus Brighton Red 13,8

Foram desenhados iniciadores para estas regides polimérficas, que poderiam
ser utilizados como marcadores especificos para 0os genomas nas quais foram
encontradas. Devido a variabilidade gendmica do género Parapoxvirus, nenhum
STR com as caracteristicas desejaveis, quantidade de indels e pontuacdo, se

mostrou conservado entre os diferentes genomas (Figura 7).
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DQ184476.1 — Orf virus NZ2
AX754989.1 - Sealpox

AY386263.1 - Orf virus OV-IA82
NC 005336.1 - Orf virus OV-SA00

GCGCGTTAACTCGC--ACTGGTTC-CCTCTCTAACTCGGAGT---GGGCG
GCGCGTTAACTCGC--ACTGGTTC-CCTCTCTAACTCGGAGT---GGGCG
GCGGGTTAACTCGCTCACTGGTTCTCCTCTCTAACTCGGAG----GGGCG
GCTCGTCGACTCGT-CACTCGTTCTCTCCTCTAAGACCGAGTGAGGAGTG

* * * * Kk Kk ok x K*kk Kkkhkkk K Kk ok ok ok ok * Kk kx * kx x
DQ184476.1 - Orf virus Nz2 AGCGAGTGGTTGACTCG-——————————————————————— TCCTCCGCT
AX754989.1 - Sealpox AGCGAGTGGTTGACTCG-——————————————————————- TCCTCCGCT
AY386263.1 - Orf virus OV-IA82 AGCGAGTGGTTGACTCG-——————————————————————- CCCTCC--T
NC_005336.1 - Orf virus OV-SA00 CGCGAGTGGTTAACTCGCTAACTCGTTAACTTATTATCTTGTCCTGCACT
*khkkkkkkkkk kkkkk *kk Kk *
DQ184476.1 - Orf virus Nz2 CTCA-=======————————— CTCTGAGTG-GTGATAACTGTTAACCA
AX754989.1 — Sealpox CTCA-—=—————————————— - CTCTGAGTG-GTGATAACTGTTAACCA
AY386263.1 - Orf virus OV-IA82 CTCA-—————————————————— CTCTGAGTGAGTGATAAC---TAACCG
NC_005336.1 - Orf virus OV-SA00 cTc T TRCHEHEERA c T TcTREHSHEHEA c Tc TcTREHeEeEA CTCTCTR
* % % *kkk Kk Kk * * * * *
DQ184476.1 - Orf virus Nz2 TTAACTCGTC----—- CTCCACTCTCT--—--- CACTCTCTCACTCTGAG
AX754989.1 - Sealpox TTAACTCGTC------ CTCCACTCTCT------ CACTCTCTCACTCTGAG
AY386263.1 - Orf virus OV-IA82 TTAACTATTA------ ACTCGTCCTC-—————- CACTCTCTCGCTCTGAG
NC_005336.1 - Orf virus OV-SA00 EEEEGH ~ c T v T REHGHGE c T T T REHGHEA CTC TCT TREHeHGAC
* * K * * kK Kk Kk kKKK Kk Kk kKKK
DQ184476.1 - Orf virus Nz2 TGAG----- GATTGACTTGTTAACTCGT---------————--- CCTCCA
AX754989.1 - Sealpox TGAG----- GATTGACTTGTTAACTCGT-----==--———---- ccTcca
AY386263.1 - Orf virus OV-IA82 TGAG----- GATTGACTTGTTAACTCGT--===========-—~ ccrc-A

NC 005336.1 - Orf virus OV-SA00

TGAGCGAGTGGTTAACTCGCTAACTCGTTAACTTATTATCTTGTCCTGCA

Figura 7 — Alinhamento do locus polimérfico encontrado em Orf virus préximo as RTI. O alinhamento
demonstra auséncia de conservacao entre os diferentes genomas devido aos “gaps” encontrados.

O motivo da escolha do genoma de Orf virus como representante do género
PPV foi porque somente duas espécies deste género foram sequenciadas até o
momento e esta espécie € a Unica dentre as sequenciadas que afeta animais e
humanos.

Porém, as repeticbes encontradas apresentaram um alto grau de
polimorfismo nas regides que as flanqueavam, impedindo o desenho de iniciadores
com sequéncia conservada em todos os isolados. Trabalhos anteriores sobre a
espécie Orf virus descrevem esta grande variabilidade genémica (Mazur et al., 2000;
Mercer et al., 2006). Isso levou a busca de alvos ja descritos na literatura como
representativos com comprovada capacidade de reconhecimento.

Um gene presente na literatura para deteccdo de Parapoxvirus em uma
diversidade de hospedeiros € o gene B2L (numero de acesso Gb U06671.1),
utilizando diferentes técnicas, como nested-PCR (Inoshima et al., 2000, Abrahdo et
al., 2009), hibridizagédo in situ (Muller et al., 2003) e RT-PCR (Nitsche et al., 2006a,
Gallina et al., 2006). Este gene € homologo ao antigeno principal do envelope de
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Vaccinia virus (gene p37K) e mostra 42% de homologia de aminoacidos (Sullivan et
al., 1994). Devido a quantidade disponivel de sequéncias deste gene para diferentes
espécies do género PPV, este foi a escolha para o desenho de iniciadores PPV pan-
especificicos (Pan-PPV), que foram utilizados no desenho do teste genético para a

deteccéao viral.

6.1.2 — Iniciadores preditos para VACV e CPXV

Foram desenhados iniciadores para cada regido variavel encontrada. Estes
iniciadores amplificam a regido POX008 e por meio da analise in silico localizam-se
em loci especificos para VACV e CPXV. O STR hexanucleotidio [GATACA]n
encontrado em VACV e CPXV, localiza-se no interior dos genes VV-WR 199
(nimero de acesso: YP_23308) em VACV e CPXV21l1l (numero de acesso:
NP_619992.1) em CPXV. Estes genes sdo ortélogos e codificam uma proteina que
possui repeticdes do tipo ankirina. Este tipo de repeticdo é um dos mais comuns em
interacOes proteina-proteina na natureza, participando em uma ampla variedade de
funcdes na célula, como iniciadores de transcricdo, reguladores do ciclo celular, e
transducéo de sinal (Andrade et al., 2001).

Os amplicons esperados através da analise in silico do locus POX008 estéo

descritos na tabela 4.

Tabela 4 — Tamanho predito dos amplicons minerados in silico para o locus POX008 em VACV e
CPXV.

Numero de acesso Isolado de virus Amplicon (pb)

X94355.2 Cowpox virus GRI-90 376
DQ437593.1 Cowpox virus Germany 91-3 335
NC_003663.2 Cowpox virus Brighton Red 379
NC_006998.1 Vaccinia virus WR 321
DQ983236.1 Vaccinia virus MVA-1721 327
DQ121394.1 Vaccinia virus Lister clone VACV107 320
AY678276.1 Vaccinia virus Lister 321
AY678277.1 Vaccinia virus LC16mO 321
AY678275.1 Vaccinia virus LC16m8 321
DQ439815.1 Vaccinia virus DUKE 387
U94848.1 Vaccinia virus Ankara 327
AY313847.1 Vaccinia virus Acambis clone 2000 321
AY313848.1 Vaccinia virus Acambis clone 3 381
AM501482.1 Vaccinia virus Ankara (CVA) 363
DQ377945.1 Vaccinia virus 3737 363
M35027.1 Vaccinia virus Copenhagen 369
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A repeticdo pentanucleotido encontrada em CPXV foi alvo do desenho de

iniciadores. Esta repeticdo esta presente somente nos genomas desta espécie.

Os iniciadores P2 (F e R), foram desenhados para serem especificos para a

espécie Cowpox virus, anelando-se na repeticdo encontrada no interior do gene
CPXV-BR-006 (numero de acesso: AF482758.2) para amplificar o locus POX002,
ndo demonstrando anelamento inespecifico através da ferramenta BLAST (Benson

et al., 2005). O alinhamento da regido de anelamento dos iniciadores nos genomas

de VACV e CPXV é mostrado na figura 8, evidenciando a especificidade para a

espécie CPXV. Porém, na auséncia de amostras clinicas relevantes ou DNA

controle, estes iniciadores ndo puderam ser testados.
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VACV

CPX
VACV

CPX
VACV

CPX
VACV

CPX
VACV

CPX
VACV

BR
WR
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WR

BR
WR

BR
WR

BR
WR

BR

CCGTTGGATGGTTCATGCGGTGTTATATCGCTGTTTATTATGATTATACATGAAAGCAGC
CCATCGGATGGTGCATGCGGTGCTATATCTCTTCCGTTTATTATTATACATGAGAGAAAC
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Figura 8 - Alinhamento da regido de anelamento do iniciadores P2F
(vermelho) e P2R (rosa) entre os genomas referéncia de CPXV-BR
(NC_003663.2) e VACV-WR (NC_006998.1).

Os amplicons preditos in silico para os genomas disponiveis no GenBank

(Benson et al., 2005) para o par de iniciadores P2F e P2R no locus POX002 estao

discriminados na tabela 5.
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Tabela 5 - Tamanho predito dos amplicons minerados in silico para o locus POX002 em CPXV.

NuUmero de acesso Isolado viral Amplicon (pb)
X94355.2 Cowpox virus GRI-90 128
DQ437593.1 Cowpox virus Germany 91-3 127
NC 003663.2 Cowpox virus Brighton Red 188

A terceira repeticdo encontrada possui caracteristicas Unicas, apresentando
diferentes sequéncias repetidas em diferentes espécies, porém no mesmo loco.
Desta forma, uma anélise mais aprofundada foi conduzida. A repeticdo localiza-se
em ortélogos do gene F1L de VACV, um gene presente em todas as espécies do

género Orthopoxvirus.

6.2 — ANALISE DOS ORTOLOGOS DO GENE F1L (Vaccinia virus)

Ao procurar repeticdes presentes nos genomas dos Orthopoxvirus identificou-
se uma regido altamente polimorfica no interior do gene C5L de Variola virus.
Estendendo a procura nos outros representantes do género, percebeu-se que
diversas repeticfes estavam presentes nesta regiao.

O gene C5L pertence ao grupo de genes ortélogos de F1L de VACV presente
em todos os integrantes do género. Desta forma, todas as sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos disponiveis deste grupo no GenBank (Benson et al.,
2005) foram analisadas (Tabela 6).
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Tabela 6 — Caracteristicas dos ort6logos de F1L de VACV analisados.

Virus Gene Inicio Fim 'No,de. Peso Poptq
aminoacidos Molecular Isoelétrico

CMLV-CMS 39 32102 31353 249 28,984 4,1144
CMLV-M96 36 33891 33037 284 32,968 3,8444
CPXV-BR 48 47694 46939 251 29,010 4,1588
CPXV-GER91 45 46964 46248 238 27,764 4,4203
CPXV-GRI 44 47228 46512 238 27,847 4,4357
ECTV-Mos 26 39789 38419 456 50,995 3,6974
ECTV-Nav 27 37577 36300 425 47,775 3,7384
HSPV-MNR76 57 42262 41498 254 29,517 4,2579
MPXV-COG_2003 358 33 31422 30763 219 25,805 4,786
MPXV-COP58 27 31435 30776 219 25,760 47723
MPXV-LBR_1970 184 30 31678 31019 219 25,760 4,7723
MPXV-SLE 27 31206 30547 219 25,760 4,7723
MPXV-USA 2003 039 30 31190 30531 219 25,760 4,7723
MPXV-USA 2003 044 30 31190 30531 219 25,760 4,7723
MPXV-WR267 27 31192 30533 219 25,760 4,7723
MPXV-ZAR 33 31278 30619 219 25,705 4,7057
MPXV-ZAR_1979 005 33 31408 30749 219 25,805 4,786
RPXV-Utr 29 35678 34995 227 26,527 4,61
TATV-DAH68 41 30395 29466 309 36,004 3,6136
VACV-3737 41 36474 35794 226 26,375 4,9415
VACV-Acam2000 48 33917 33237 226 26,375 4,9415
VACV-Acam3 50 33972 33292 226 26,367 4,7006
VACV-Acam3000 31 20256 19588 222 25,910 4,8475
VACV-Cop 45 34097 33417 226 26,367 4,7006
VACV-CVA 45 31268 30588 226 26,367 4,7006
VACV-DUKE 48 36211 35531 226 26,366 4,8458
VACV-LC16m8 56 33624 32944 226 26,366 4,8458
VACV-LC16mO 56 33624 32944 226 26,366 4,8458
VACV-Lister 56 33528 32848 226 26,367 4,7006
VACV-Lister VACV107 40 33698 33018 226 26,367 4,7006
VACV-MVA 14 26046 25378 222 25,910 4,8475
VACV-MVA 1721 55 19607 18939 222 25,910 4,8475
VACV-WR 40 31026 30346 226 26,428 4,5844
VARV-AFG70 28 22264 21596 222 26,014 4,6237
VARV-BENG8 30 23249 22464 261 30,511 3,9469
VARV-BGD74_nur 28 22491 21769 240 28,060 4,181
VARV-BGD74 shz 28 22491 21769 240 28,060 4,181
VARV-BGD74 sol 28 22491 21769 240 28,060 4,181
VARV-BGD75 Banu 28 22413 21700 237 27,717 4,2306
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http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1493
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=41135
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1491
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=40742
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1496
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=41747
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2214
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=56420
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1501
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=42701
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1492
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=40945
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1499
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=42282
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2230
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=59694
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1524
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=47092
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1520
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=46332
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1525
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=47289
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1521
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=46509
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1526
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=47487
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1522
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=46689
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1502
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=42898
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1489
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1523
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=46890
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1494
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=41391
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2195
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=52959
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1528
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=47829
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2161
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=51104
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2162
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=51341
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1510
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=44345
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1485
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=39570
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=81239
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=81284
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2458
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=63428
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1517
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=45509
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1518
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=45793
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1519
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=46077
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2659
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=64373
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1484
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=65432
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2696
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=65269
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1500
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=42477
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2197
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=53372
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2224
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=58440
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2215
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=56622
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2216
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=56820
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2217
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=57018
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2198
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=53575

Tabela 6 - continuacéo

Virus Gene Inicio Fim .No ,de. Peso Poptq
aminoacidos Molecular Isoelétrico

VARV-BGD75maj 28 22498 21785 237 27,717 4,2306
VARV-BRAG6 32 23197 22358 279 32,571 3,8033
VARV-BWA72 28 22378 21629 249 29,089 4,0768
VARV-BWA73 28 22368 21628 246 28,746 4,1144
VARV-CHN48 28 22600 21770 276 32,195 3,8409
VARV-COG70 227 28 22482 21787 231 27,029 4,3844
VARV-COG70_46 28 22654 21959 231 27,029 4,3844
VARV-DEU58 28 22294 21509 261 30,463 3,9332
VARV-ETH72_16 29 22735 22058 225 26,343 4,5074
VARV-ETH72_17 29 22735 22058 225 26,343 4,5074
VARV-Gar_1966 31 22872 21934 312 36,347 3,6495
VARV-GBR44 harv 28 22300 21551 249 29,104 4,0648
VARV-GBR46_hind 28 22318 21578 246 28,761 4,1041
VARV-GBRA47_hig 28 22395 21601 264 30,807 3,9059
VARV-GBR52_but 32 23324 22359 321 37,378 3,5829
VARV-GING9 30 23171 22395 258 30,168 3,976
VARV-IND3_1967 25 21874 21119 251 29,302 4,0477
VARV-IND53_mad 28 22338 21598 246 28,761 4,1041
VARV-IND53_ndel 27 22350 21592 252 29,424 3,9965
VARV-IND64_vel4 29 22478 21810 222 26,014 4,6237
VARV-IND64_vel5 28 22339 21671 222 26,014 4,6237
VARV-IRN72 28 22257 21589 222 26,014 4,6237
VARV-JPN46_yam 27 22350 21592 252 29,424 3,9965
VARV-JPN51_hrpr 27 22334 21576 252 29,424 3,9965
VARV-JPN51_stwl 27 22342 21575 255 29,768 3,964
VARV-KOR47 28 22457 21735 240 28,060 4,181
VARV-KWT67 28 22265 21597 222 26,014 4,6237
VARV-NER69 30 23237 22326 303 35,270 3,6564
VARV-NPL73 28 22252 21584 222 26,014 4,6237
VARV-PAK 1969 28 22270 21602 222 26,014 4,6237
VARV-SDN47_jub 28 22566 21808 252 29,432 4,0392
VARV-SDN47_rum 28 22627 21878 249 29,089 4,0768
VARV-SLE68 30 23342 22395 315 36,691 3,6085
VARV-SOM77_1252 28 21554 20829 241 28,176 4,1366
VARV-SOM77_1605 28 21545 20829 238 27,833 4,181
VARV-SOM77_ali 28 22540 21815 241 28,176 4,1366
VARV-SUM70 222 28 22380 21559 273 31,851 3,8392
VARV-SUM70 228 28 22345 21560 261 30,477 3,9384

45


http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1481
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=38789
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2227
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=59055
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2225
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=58647
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2226
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=58849
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2203
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=54188
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2228
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=59262
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2229
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=59463
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2233
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=60305
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2231
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=59902
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2232
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=60105
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1482
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=38984
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2204
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=54393
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2205
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=54595
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2202
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=53987
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2200
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=53780
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2234
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=60508
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=1483
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=39187
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2238
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=61318
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2239
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=61518
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2240
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=61722
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2241
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=61926
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2235
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=60713
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2243
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=62302
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2244
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=62504
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2245
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=62705
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2236
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=60916
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2237
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=61118
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2222
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=58023
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2221
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=57818
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=103728
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=103756
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2212
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=56002
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2213
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=56202
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2223
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=58232
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2218
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=57216
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2219
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=57416
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2220
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=57616
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2208
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=55198
http://www.poxvirus.org/map.asp?genome_id=2209
http://www.poxvirus.org/gene_detail.asp?gene_id=55400

6.2.1 — Variabilidade das repeticdes

As sequéncias de amino&cidos obtidas foram alinhadas utilizando a matriz de
substituicio BLOSUM (Salemi e Vandamme, 2009). O alinhamento foi utilizado
como base para a construcdo de um grafico de entropia. O grafico de entropia
fornece uma idéia da quantidade de variabilidade ao longo das colunas em um
alinhamento, utilizando o programa BioEdit (versdo 7, Hall, 1999).

Valores baixos de entropia representam uma menor variabilidade ou auséncia
de informac&o. De acordo com esta analise, a por¢cao C-terminal desta proteina &
bastante conservada, apresentando pouca variabilidade. A maior parte da
variabilidade se concentra na por¢gdo N-terminal, onde se localizam as repeti¢oes.

A regido com repeticdes localiza-se entre os aminoacidos na posicdo 20 e
120, na qual o volume de informacéo é reduzido devido aos espacamentos inseridos

na matriz de alinhamento.
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Figura 9 — Gréfico de entropia dos diferentes ortélogos de F1L de VACV. Analise realizada no programa
BioEdit apds o alinhamento das sequéncias de aminoécidos.
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Através da busca por repeticdes em tandem utilizando o programa TRF
(Benson, 1999) nas diferentes sequéncias génicas foram encontradas repeticoes

localizadas no mesmo locus F1L em quatro espécies virais (Tabela 7).

Tabela 7 — Diferentes repetic6es encontradas entre os ortélogos de F1L de VACV

Aminoéacidos

Espécies Periodo Sequéncia repetitiva N° de copias

codificados
Variola virus 9 [TATCATCTAI], [DDI] 3-36
Camelpox virus 9 [ATCTATATC], [DDI] 6,6-15,6
Taterapox virus 9 [ATCTATATC], [DDI] 27,3
Ectromelia virus 24 [TCTATATCCTGTACTATACCATTA], [NGIVQDID] 30,2

As repeticbes encontradas nos genomas de VARV, CMPV e TATV
mostraram-se semelhantes. Como estas se localizam no interior de um gene, esta
sequéncia repetitiva com 9 nucleotideos codifica 3 aminoacidos que faz com que a
porcdo N-terminal da proteina codificada seja hipervariavel. Desta forma, nestes trés
genomas de virus, 3 aminoacidos se repetem na proteina, enquanto em ECTV 8
aminoécidos se repetem (Figura 10).

Através do alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos representantes
protétipos de cada espécie percebe-se que a proteina possui uma insercado de trés
aminoécidos [DDI] em VARV, TATV e CMPV, enquanto em ECTV oito aminoacidos
estédo repetidos [NGIVQDID]. Portanto, dois padrbes estdo presentes, um comum a
VARV, TATV e CMPV, que pode ter uma origem comum, e um presente somente

em ECTV, ambos no mesmo local da proteina.
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C5L-Variola
DAH68-Taterapox
CMPX036-Camelpox
FlL-Vaccinia
EVM025-Ectromelia

C5L-Variola
DAH68-Taterapox
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STESFTVYDINNEVNTILMDNKGLGVRLATISFITELGRRCMNPVETIKM
STESFTVYDINNEVNTILIDNKGLGVRLATISFITELGRRCMNPVETIKM
STKSFTVYDINNEVNTILMDNKGLGVRLATISFITELGRRCMNPVKTIKM
STESFTVYDINNKVNTILMDNKGLGVRLITISFITKLGRRCMNPVETIKM

FTLLSHTICDDCFIDYITDISPPDNTIPNISTREYLKLIGITAIMFATYK
FTLLSHTICDDCFVDYITDISPODNTIPNTSTREYLKLIGITAIMFATYK
FTLLSHTICDDCEVDYITDISPPNNTISNTSTREYLKLIGITAIMFATYK
FTLLSHTICDDCEVDYITDISPPDNTIPNTSTREYLKLIGITAIMFATYK
FTLLSHTICDDYFVDYITDIFSTPRDNATTSTREYLKLMGIAVIMFATYK

TLKYMIG
TLKYMIG
TLKYMIG
TLKYMIG
TLKYMIG

Figura 10 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos ortélogos de F1L. A repeticdo
presente em TATV, CMPV e VARV é semelhante com a resultante repeticdo dos aminoacidos
[DDI]. A repeticdo em ECTV insere os aminoacidos [NGIVQDID].
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6.2.3 — indices de Hidrofobicidade

O grafico de hidrofobicidade foi realizado para mostrar a distribuicdo dos
residuos polares e apolares ao longo da sequéncia protéica, que serve para
identificar possiveis estruturas ou dominios de uma proteina, Figura 11. A abscissa
do grafico corresponde a sequéncia de amino4cidos da proteina, e a ordenada
corresponde ao grau de hidrofobicidade ou hidrofilicidade da mesma. A escala
utilizada para esta analise foi a de Kyte-Doolittle. Esta escala é largamente aplicada
para delinear o carater hidrofobico de uma proteina. Por esta escala, regides com
valores maiores que 0 possuem carater hidrofobico. Ao se analisar os indices de
hidrofobicidade obtidos das sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas
pelos genes homoélogos ao F1L, percebe-se uma diferenca entre as proteinas sem e
com a repeticdo, nas Ultimas a repeticdo da sequéncia de aminoacidos parece

formar um dominio hidrofilico na regido N-terminal da proteina.
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Figura 11 — indices de hidrofobicidade de diferentes ortdlogos do gene F1L. A — Vaccinia virus
Copenhagen; B — Camelpox virus CMS; C — Taterapox virus; D — Ectromelia virus; E — Variola virus
India 3 Major 1967; F — Variola virus United Kingdom 1952 Butler. A regido marcada corresponde as
posi¢cdes dos aminoacidos correspondentes as repeticoes.



6.2.4 — Polimorfismos encontrados no ortélogo de Variola virus (C5L)

As repeticdes se mostraram polimorficas por meio de andlises in silico,
gquando mais de um genoma viral esta disponivel. O exemplo mais notavel foi o
polimorfismo presente em VARV.

Separando as repeticbes em grupos, de acordo com numero de copias e
espécie, percebe-se a grande quantidade de polimorfismos presentes nos ortdlogos
do gene F1L.

Na espécie VARV, 22 alelos estavam presentes nos 48 genomas disponiveis.
A distribuicdo destes alelos pelos diferentes isolados parece obedecer ao
relacionamento filogenético realizado por Esposito e colaboradores em 2006.

Isolados relacionados apresentam um numero de repeticdes semelhante (Figura 12).
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Figura 12 — Distribuicdo do nimero de repeticbes sobre o relacionamento filogenético dos
isolados de VARYV. Juntamente ao nome do isolado encontram o coeficiente de mortalidade (%)
e 0 numero de repeticdes. A — Filograma dos diferentes isolados de VARV apresentando 3
clados principais. B — Filograma enraizado com CMLV-CMS e TATV-DAH68, com seus
respectivos nimero de repeticGes (Adaptado de Esposito et al., 2006).
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O numero de repeticbes encontradas em todos os genomas analisados de
VARV, CMPV e TATYV estéa discriminada na Tabela 8.

Tabela 8 - Grupos formados por isolados de VARV, CMPV, ECTV e TATV com mesmo numero de

repeticdes nos ortélogos de F1L

Grupo N°de acesso Isolado N° de STR
DQ437580  Afghanistan 1970 Variolator 4
DQ437585  India 1964 7124 Vellore
DQ437586  India 1964 7125 Vellore

Vi DQ437587  Iran 1972 2602 Tabriz 3
DQ441433  Kuwait 1967 (K1629)

DQ437588  Nepal 1973
DQ437592  Syria 1972 V72-199
DQ441448  Yugoslavia 1972 V72-164
DQ437589.1 Pakistan 1969 (Rafig Lahore)

V2 DQ441424  Ethiopia 1972 (Eth16 R14-1X-72 Addis) 4
DQ441425 Ethiopia 1972 (Eth17 R14-1X-72 Addis)

V3 DQ441443 Tanzania 1965 kembula 5

va DQ441423  Congo 9 1970 (v74-227 Gispen) 6
DQ437583 Congo 1970

V5 L22579 Bangladesh 1975 v75-550 Banu 8
DQ441421 Bangladesh 1974 (Shahzaman
DQ441420 Bangladesh 1974 (nur islam)

V6 DQ441422  Bangladesh 1974 (Solaiman) 9
DQ441432 Korea 1947 (Lee, Masterseed)

DQ441439  Somalia 1977 (V77-1605)

V7 DQ441438  Somalia 1977 (V77-1252) 10
DQ437590 Somalia 1977
DQ441418  Botswana 1973 (v73-225)

V8 DQ441427  India 1953 (Kali-Muthu-M50 Madras) 11
DQ441445 United Kingdom 1946 Hinden (Middlesex)
DQ441417  Botswana 1972 (v72-143)

V9 DQ441441  Sudan 1947 (Rumbec) 12
DQ441444 United Kingdom 1944 Harvey

V10 NC_001611 Variola virus India 3 Major 1967 13
DQ441428  India 1953 (New Delhi)

V11 DQ441429  Japan 1946 (Yamada MS-2(A) Tokyo) 13
DQ441430 Japan 1951 (Harper, Masterseed)

DQ441440  Sudan 1947 (Juba)

V12 DQ441431  Japan 1951 (Stillwell, Masterseed) 14

V13 DQ441426  Guinea 1969 (005) 15
DQ441436  South Africa 1965 (103T'vaal, Nelspruit)

DQ441416 Benin, Dahomey 1968 (v68-59)

V14 DQ437584  Germany 1958 Heidelberg 16
DQ441442  Sumatra 1970 V70-228

V15 DQ441446 United Kingdom1947Higgins (Staffordshire) 17

V16 DQ437591  Sumatra 1970 V70-222 20
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437588
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=L22579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441427
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=NC_001611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437591

Tabela 8 - Continuacdo

Grupo N°de acesso Isolado N° STR
V17 DQ437582  China Horn 1948 21
V18 DQ441419  Brazil 1966 (v66-39 Sao Paulo) 22
V19 DQ441434 Niger1969(001, importation from Nigeria) 30
V20 Y16780 Variola minor virus Garcia 1966 33

DQ441435  South Africa 1965 (102 Natal, Ingwavuma)
V21 DQ441437  Sierra Leone 1969 (V68-258) 34
V22 DQ441447  United Kingdom 1952 Butler 36
C1 NC_003391.1 Camelpox virus 15,6
c2 AY009089.1 Camelpox virus CMS 6,6
E1l NC_004105.1 Ectromelia virus 30.2
E2 * Ectromelia virus Naval 25,3
T1 NC_008291.1 Taterapox virus 27,3

* Disponivel em <www.poxvirus.org>

Estes grupos ao serem dispostos em um mapa mundial, de acordo com 0s
paises em que foram isolados, apresentaram uma distribuicdo que segue a ordem
geografica (Figura 13). O grupo V1, que apresenta o menor numero de repeticdes
(3), se distribuiu do Oriente Médio ao sul da Asia, local onde se propde que tenham

ocorridos os primeiros casos de infeccao varidlica (Li et al., 2007).

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ437582
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=Y16780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=DQ441447

Figura 13 - Distribuicdo geografica dos isolados de VARV agrupados segundo o nimero de elementos STR no gene F1L. Cada numero corresponde ao
grupo formado pelos representantes de VARV dispostos na tabela 8.



6.2.5 — Andlise filogenética dos ortélogos do gene F1L

As sequéncias de aminoacidos dos ortélogos do gene F1L foram alinhadas,
utilizando a matriz para proteinas BLOSUM a através da ferramenta CLUSTAL W
1.4, disponivel no programa MEGA versdo 4 (Tamura et al., 2007), com valores
padrdo. A reconstrucdo filogenética foi realizada utilizando o método Neighbor-
Joining, com bootstrap com 2000 réplicas e valor de corte de 80% de similaridade
(Figura 14).

De acordo com a arvore gerada, as sequéncias ortélogas de TATV, CMPV e
VARV formam um clado que compartilha um ancestral comum, um dado consistente
com o fato de estas trés espécies possuirem a repeticdo [DDI] em comum. O ECMV,
outra espécie que também apresenta repeticbes em seu gene ortélogo a F1L
constitui um grupo separado, mais relacionado ao gene presente em MPXV, néo
apresentando um ancestral direto comum com o clado formado por TATV, CMPV e
VARV.

A explicacdo mais parcimoniosa para topologia apresentada pela arvore é que
as repeticbes surgiram por dois eventos independentes (representados pelos
guadrados na figura 14). Um evento ocorreu no ancestral compartilhado por TATV,

CMPV e VARV, enquanto o outro ocorreu no ancestral de ECMV.
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Figura 14 - Relacdes filogenéticas dos 82 ortdlogos de F1L. A histéria evolutiva foi inferida pelo
método Neighbor-Joining. A arvore consenso por bootstrap inferida por 2000 réplicas foi feita para
representar a histéria evoluciondria dos taxa analisados. Os ramos correspondentes as particdes
reproduzidas em menos de 80% das repeticdes bootstrap estdo colapsadas. Os eventos de
surgimento das repeticdes estdo representados pelos quadrados coloridos.
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6.2.6 — Desenho dos iniciadores

Devido ao potencial do locus POX005 para a tipagem molecular de individuos
do género OPV, este foi escolhido para a construcdo de um teste molecular para
diagnostico rapido de infecgbes por poxvirus. Para isso, foram desenhados
iniciadores especificos para este género que amplificam a regido variavel
encontrada em F1L.

Para o género PPV, como nenhuma regido variavel se mostrou adequada
para desenho de iniciadores, o alvo foi o locus POX009, localizado no gene B2L,
presente em outros testes da literatura.

O tamanho dos amplicons preditos por meio da analise dos genomas
disponiveis no GenBank (Benson et al., 2005) para cada espécie viral estao

presentes na tabela 9.

Tabela 9 — Tamanho do amplicon gerado pelos iniciadores géneros-especificos em diferentes
genomas preditos da familia Poxviridae

Espécie Genomas (n) Alelos (n) Amplicon (pb)
Orthopoxvirus (POX005)
Variola virus 47 22 117-415
Camelpox virus 02 02 199-304
Cowpox virus 03 03 163-205
Vaccinia virus 13 01 142
Ectromelia virus 01 01 817
Taterapox virus 01 01 379
Parapoxvirus (POX009)
Pseudocowpox virus - 01 188
Orf virus 03 01 188
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6.3 — DIAGNOSTICO VIRAL POR QF-PCR

6.3.1 — Desenho do ensaio de QF-PCR

A diferenciacéo entre géneros foi feita pela analise do tamanho do amplicon e
pela fluorescéncia emitida pelo iniciador marcado.

Para o género OPV, os iniciadores P5F e P5R (Pan-Orthopox) marcados com
o fluorocromo VIC®, foram desenhados préximos ao locus polimérfico, o que gera
amplicons de tamanho variavel dependendo da espécie. Para a espécie VACV, o
amplicon esperado é de 142nt e com coloracao verde.

Com relagéo ao género PPV, os iniciadores P9F e P9R (Pan-Parapox) foram
marcados com o fluorocromo NED®, com emiss&o de coloracdo amarela. O amplicon
esperado para este género nao € variavel, com tamanho de 188nt.

Em um ensaio uniplex, somente uma fluorescéncia seria visivel (ou verde ou
amarela), e somente um género poderia ser diagnosticado. J& em um ensaio biplex,
a diferenca no fluorocromo do marcador permite que os dois géneros sejam
diagnosticados e diferenciados sem ambiguidades.

O resultado esperado ao se utilizar os iniciadores Pan-Parapox (NED®) e Pan-
Orthopox (VIC®) esta representado na figura 15. Cada pico com coloracéo diferente
representa o amplicon gerado ap6s o PCR, analisado pelo sequenciador automatico,

pela escala é possivel saber qual o tamanho do amplicon.

120 140 160 180 nt

Amostra 1

Amostra 2

UAF

Figura 15 — Representacao esquematica do eletroferograma esperado em ensaio QF-PCR biplex. O
pico verde representa o amplicon gerado pelo par de iniciadores P5 (Pan-Orthopox) e o pico amarelo
pelos iniciadores P9 (Pan-Parapox).
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6.3.2 — Otimizagéo da PCR

A etapa mais problemética para a reacdo da PCR € a extracdo de DNA,
principalmente quando se lida com amostras de origem animal j& processadas, pois
nesta etapa uma série de fatores podem atrapalhar o resultado final da amplificacéo,
tais como: quantidade de DNA, presenca de inibidores da reacdo, contaminantes
etc. (Butler, 2005). Por isso, a escolha do método adequado de extracdo de DNA é
um passo importante para o estabelecimento de um diagndstico molecular, pois este
pode comprometer sua eficécia.

Os protocolos 1 e 2, que sao variacfes de protocolos comumente utilizados
na literatura para extracdo de DNA, permitiram extrair o DNA de virus cultivado em
monocamada celular. Porém, ao se analisar o PCR proveniente destas amostras,
percebe-se uma grande quantidade de picos inespecificos presentes no inicio da
corrida, o que compromete a confiabilidade no eletroferograma gerado (Figura 16).

Porém o eletroferograma obtido com o DNA proveniente da extracdo
utilizando o kit lllustra Blood GenomicPrep (GE Healthcare), apresentou uma linha
base mais limpa (Figura 16). Este kit se destina a extracdo de DNA de amostras de
sangue, através da ligacdo preferencial do DNA a uma coluna de silica, o que
resulta em uma amostra mais purificada.

O protocolo 3 se mostrou eficaz para a extracdo do DNA viral e foi a escolha
para a conducao de todas as extracdoes de DNA subsequentes.
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Figura 16 - Comparacédo entre eletroferogramas obtidos com a utilizacdo dos diferentes protocolos de extracdo de DNA, a regido alvo de OPV (amplicon
com aproximadamente 142 pb localizado no locus POX005) esta assinalada. A, protocolo 1, baseado em Schelkunov et al., 2005; B, protocolo 2, baseado
em Fernandes, 2008 e C, protocolo 3, Kit lllustra Blood GenomicPrep (GE HealthCare).
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6.3.3 — Amplificacdo do DNA viral

As amostras provenientes de crostas (26), liquidos vesiculares (quatro) e
soros (10) provenientes de surtos ocorridos no estado do Rio de Janeiro durante os
anos de 2000-2006 foram analisados para testar a eficacia do ensaio QF-PCR.

Os iniciadores desenhados para detectar o genoma do género Orthopoxvirus
(P5F e P5R) amplificaram com sucesso a regido polimorfica do gene F1L nos
diferentes espécimes clinicos analisados, assim como os iniciadores desenhados
para detectar Parapoxvirus (P9F e P9R), amplificando a regido do gene B2L (Figura
17).

Os iniciadores funcionaram em reacao biplex, ndo ocorrendo interferéncia
entre si ou com DNA nao viral existente na amostra biolégica, demonstrando a
capacidade do teste em reconhecer DNA de poxvirus em uma amostra complexa.

A amplificacdo da regido F1L demonstrou que esta ndo se apresenta
polimorfica na espécie VACV, como esperado pela andlise in silico, com amplicon de
142 pb, correspondente ao controle positivo VACV-WR. Os amplicons gerados pelo
par de iniciadores P9, foram iguais ao tamanho esperado pela predicdo in silico,

porém nenhum controle positivo pode ser utilizado para confirmar seu resultado.
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Figura 17 - Eletroferogramas gerados utilizando a combinacdo de iniciadores em ensaios
multiplex. A — Amostras diagnosticadas como Orthopoxvirus, B — Amostras diagnosticadas como
Parapoxvirus.



6.3.4 — Sensibilidade do teste molecular

Algumas amostras tiveram a concentracdo de DNA medida utilizando o kit
Quant-iT™ dsDNA HS (Invitrogen).

A quantidade de DNA presente nas amostras provenientes de crostas, foi
similar (média 12,2 ng/mL), menos para a amostra C1. N&o foi possivel detectar
DNA na amostra L1, indicando que menos de 2ng/mL de DNA estavam presentes
(Tabela 10).

Tabela 10 — Contetudo de DNA das amostras quantificadas por fluorimetria.

Amostra Espécime Cor(lr(igyr:]rf)géo
C1 Crosta 274
C4 Crosta 15,2
C7 Crosta 11,6
C19 Crosta 9,8
L1 Liguido vesicular -
VACV WR Cultivo celular 77,4

Diluicbes seriadas da amostra C1, positiva somente para Parapoxvirus, e do
virus controle, proveniente do sobrenadante do cultivo celular centrifugado, foram

realizadas para avaliar a sensibilidade do teste (Figura 18 e Figura 19).

000

800.000

1.000
Fator de diluicéo Fator de diluicao

Figura 18 — Relacéo entre a quantidade de amplicon produzido e a concentracao de DNA alvo. (A)
Curva de diluicdo serial da amostra C1; (B) Curva de diluicdo serial da amostra controle VACV WR
cultivado. Eixo x corresponde a intensidade de fluorescéncia relativa ao amplicon produzido; eixo y
corresponde ao fator de diluicio do DNA alvo.
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Figura 19 — Eletroferogramas das diluicdes seriais da amostra C1 (A) e do virus cultivado
VACV WR (B). A escala a direito representa a fluorescéncia relativa de cada amostra.
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Uma das vantagens dos testes moleculares rapidos para o diagnéstico
diferencial é a possibilidade de eliminacéo de etapas de processamento de amostras
biologicas para andlise. Para avaliar a possibilidade de amplificacdo de DNA viral
diretamente de espécimes, suspensfes de crostas maceradas e conservadas em
tampao PBS (Fernandes, 2008) foram aquecidas a 100°C por 3 min, centrifugadas a
4000g por 3 min (microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C) e testadas positivas em
ensaios da QF-PCR (Figura 20).
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Figura 20 - Eletroferograma do QF-PCR realizado em amostras sem extracdo de DNA.

6.3.5 — Aplicabilidade do teste em espécimes clinicos

O diagndstico molecular mostrou-se viavel em todos os tipos de espécimes
clinicos analisados, ou seja, crostas, liquido vesicular e soro. Porém a taxa de
sucesso na deteccao se mostrou variavel, sendo mais expressiva em crostas.

Em crostas, 19 das amostras (73%) foram positivas para Orthopoxvirus e 5
(19,2%) para Parapoxvirus. Quatro amostras (15,4%) apresentaram co-infec¢ao
pelas duas espécies, porém com concentragao viral diferente (Figura 18).

Com relagcéo ao liquido vesicular (quatro amostras), somente uma amostra
(25%) demonstrou conter DNA de Orthopoxvirus. Da mesma forma, somente uma
amostra (10%) do total de soro analisado (10 amostras) foi positivo pelo teste, com

deteccdo do DNA de Orthopoxvirus (Tabela 11).
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Tabela 11 - Amostras clinicas analisadas para avaliar a performance do QF-PCR multiplex

Espécime Quantidade Positivos Positivos Co-infeccéao
OoPV PPV OPV/PPV
Crosta 26 19 5 4
Liquido vesicular 04 1 0 0
Soro 10 1 0 0
Total 40 21 5 4

Quatro amostras apresentaram co-infeccéo, com deteccao dos l6cus POX009
e POX005 nas amostras, indicando que estavam presentes material genético das

duas familias virais, OPV e PPV.
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Figura 21 — Eletroferogramas das amostras que apresentaram co-infeccdo por PPV e OPV. A
amplificacé@o dos iniciadores PanOrthopox (P5-VIC®) e em preto os PanParapox (P9-NED®).
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VIl - DISCUSSAO

7.1 — MINERACAO DE REPETICOES NO GENOMA DE POXVIRUS

Por meio da metodologia empregada neste trabalho foi possivel encontrar
repeticbes em tandem polimorficas nos genomas de Poxvirus. Existem poucos
trabalhos na literatura abordando este tema, e nenhum foi encontrado sobre busca
de regides polimérficas em OPV ou PPV.

Trés sequéncias polimorficas conservadas em diferentes genomas de OPV
foram selecionadas por possuirem as caracteristicas desejadas para serem
utilizados como marcadores especificos.

Repeticbes em tandem sao utilizados como marcadores moleculares com
valor epidemiologico para tipagem de microrganismos devido a sua alta
variabilidade, diferenciando com sucesso cepas de diferentes patégenos (Arnold et
al., 2006; McAuliffe et al., 2008; Young et al., 2008).

Como demonstrado na tabela 3, dois loci polimérficos foram encontrados em
CPXV e um locus em VACV. Utilizando os iniciadores desenhados por nds que
amplificam estes dois loci para a tipagem molecular, seria possivel diferenciar estas
duas espécies.

Devido & auséncia de amostras relevantes, estes dois marcadores ndo foram
testados, porém através de analise in silico, foi possivel estimar a variabilidade dos
loci.

Devido a grande variabilidade do locus POX005, presente em todos os OPV,

estudos mais aprofundados sobre a natureza da variacao foram realizados.

7.2 — HISTORIA DA REPETICAO NOS DIFERENTES ORTOLOGOS DE F1L

Ao se buscar repeticdes no interior do gene F1L foram encontradas quatro
repeticdes distribuidas entre os genomas de VARV, CMPV, TATV e ECTV, sendo as
trés primeiras relacionadas entre si, com uma sequéncia repetida semelhante, com
insercdo dos mesmos aminoacidos na proteina, nesta ordem: [D, D, I]. A repeticao

encontrada em ECMV insere os aminoacidos [N,G,1,V,Q,D,1,D].
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O gene F1L é expresso nas primeiras horas pos-infeccdo (Assarsson et al.,
2008). A proteina F1L localiza-se na mitocondria e se insere em sua membrana
externa com a porcao N-terminal exposta para o citoplasma (Stewart et al., 2005).

A explicacdo mais simples para o modo de acdo de F1L é a sua interacao
direta com Bak, uma proteina da familia Bcl-2 que é responséavel pela regulacéo fina
dos sinais apoptoticos (Galluzzi et al., 2008), prevenindo sua ativacdo. Os dominios
responsaveis por esta interacdo ja foram descritos, e localizam-se entre os
aminoécidos da porcdo C-terminal (Kvansakul et al., 2008).

Aminoacidos carregados na porcdo C-terminal s&o responséaveis pelo
direcionamento desta proteina para a mitocondria. Uma vez na mitocondria ela
interage com a proteina Bak. O heterodimero F1L-Bak impede a perda do potencial
da membrana interna da mitocéndria, 0 que evita a consequente liberacdo do
citocromo c (Taylor e Barry, 2006, Kvansakul, et al., 2008).

As repetic6es encontradas ndo se encontram na porcéao funcional da proteina,
0 que pode explicar porque ndo houve selecdo negativa contra estas mutacdes. A
insercdo destas repeticbes no gene altera a estrutura tridimensional da proteina,
porém nao o suficiente para fazer com que ela perca sua funcéo, pois a mesma se
mostrou funcional em ECMV e CPXV (Stewart et al., 2005).

A analise do relacionamento filogenético das sequéncias de aminoacidos
desta proteina reproduz com sucesso a historia evolutiva da familia Poxviridae,
determinado anteriormente (Xing et al., 2006; Li et al., 2007), agrupando espécies
relacionadas em um mesmo clado. As espécies VARV, CMPX e TATV formam um
grupo monofilético que se originou de um ancestral que ndo possuia as repeticées
em tandem.

Desta forma, a explicagcdo mais parcimoniosa para o0 surgimento e ampliacédo
do namero de repeticdes, levando em consideracdo o modelo de mutagdo passo a
passo proposto por Kimura e Ohta (1973 apud Goldstein e Pollock, 1997), seria que
em determinado momento, o ancestral comum a VARV, TATV e CMPV teve um
evento de duplicacdo de uma unidade de repeticdo. De acordo com este modelo, o
namero de unidades de repeticdo modificou-se em uma unidade por mutacao,
expandindo-se a taxas semelhantes, possivelmente através de um mecanismo
conhecido como derrapagem da DNA polimerase (Benson e Dong, 1999; Whittaker

et al., 2003).
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A derrapagem da DNA polimerase consiste na dissociacéo transiente do DNA
replicado, seguido de uma reassociacao errbnea, que se ocorrer antes do local
correto, acaba por acrescentar um novo fragmento em uma das fitas do DNA,
caracterizando a expansao da repeticao (Ellegren, 2004).

Com a separacado deste grupo ancestral para infectar diferentes hospedeiros,
diferentes pressdes de selegdo atuaram, levando ao surgimento de diferentes
nameros de repeticdes. Gracas ao grande numero de genomas de VARV estudados,
um perfil altamente polimorfico foi identificado. Mas, de acordo com nossas
previsdes, se novas sequéncias forem obtidas de TATV e CMPV, estas se mostrarao
polimorficas.

No caso de ECTV, as repeticdes ndo estdo relacionadas aos encontrados em
TATV, CMPV e VARV, tendo ocorrido de novo. Desta forma, a sequéncia repetida é
diferente da encontrada anteriormente, porém todas as repeticdes se encontram na
mesma posi¢cao na proteina.

A razdo pela qual esta grande quantidade de polimorfismos esta presente
nestes virus permanece um mistério, entretanto, a presenca de STR no interior de
genes pode prover uma vantagem para uma rapida adaptacdo em novos ambientes
(Li et al., 2004).

O padréao de distribuicdo geografica das repeticbes encontradas nos genomas
de VARV, assemelha-se as hip6teses de origem deste virus propostas por Li e
colaboradores (2007). Através da correlacdo de arquivos histéricos das infec¢des de
Variola com uma analise filogenética robusta, este grupo propds que este virus
surgiu na Asia Oriental, disseminando-se do Oriente Médio e india, e entdo para a
Africa.

Em nossa analise, considera-se a auséncia de repeticdo um carater ancestral
e que o aumento do numero de copias da unidade de repeticdo um carater derivado.
O grupo com menor numero de repeticbes (V1), e consequentemente, o mais
ancestral corresponde a isolados de paises correspondentes da regido geografica
proposta para a origem do VARV. E 0s grupos com numero crescente de repeticoes
disseminam-se pela Africa, onde ocorre uma diversificacdo do nimero de repeticdes
e com posterior distribuicdo mundial, o que é consistente com a proposta de Li e
colaboradores (2007).
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Desta forma, a repeticdo encontrada em F1L é um marcador consistente com

a historia evolutiva e da disseminacédo do VARV.

7.3 — DETECCAO MOLECULAR POR QF-PCR MULTIPLEX

Diversos métodos de diagnostico de poxvirus baseados em PCR foram
descritos nos ultimos anos (Ropp et al., 1995; Loparev et al., 2001; Nitsche et al.,
2006a; Nitsche et al., 2006b; Abrahdo et al., 2009). Os trabalhos iniciais baseavam-
se na amplificagdo de um alvo viral com posterior digestdo com endonucleases de
restricdo (Kurth e Nitsche, 2007). Esta metodologia depende da analise do tamanho
dos amplicons por eletroforese em gel apds a digestdo, o que, além de ser laborioso,
consumia um tempo precioso para o diagnostico. Este fato tornou evidente que
novas metodologias, mais rapidas e confidveis, deveriam ser criadas para o
diagndstico viral.

Neste trabalho, propde-se o diagndstico de poxvirus e sua diferenciacéo entre
0s géneros Orthopoxvirus e Parapoxvirus por meio PCR quantitativo fluorescente.
Nesta técnica sdo utilizados iniciadores marcados com diferentes fluorocromos
amplificam uma regido gendmica alvo, e posteriormente, sdo analisadas por
eletroforese capilar, o que confere a técnica a capacidade de analisar pequenas
guantidades de DNA molde. Além disso, o0 teste utiliza uma combinacdo de
iniciadores em uma reacao multiplex, tornando-o mais rapido e menos laborioso.

Nenhum trabalho foi encontrado na literatura utilizando o QF-PCR para
diagnéstico molecular de poxvirus, mesmo que esta técnica ja tenha sido utilizada
para diagnosticar outros virus que infectam humanos, como o HPV (MolGentix,
2007).

Com os iniciadores criados, foi possivel diagnosticar o género viral presente
em espécimes clinicos provenientes de surtos de doencas exantematicas em gado
bovino leiteiro do estado do Rio de Janeiro durante o periodo de 2000 a 2006.

O ensaio biplex para os loci POX005 e POX009, exclusivos para
Orthopoxvirus e Parapoxvirus, respectivamente, foi capaz de amplificar o DNA viral
em amostras provenientes de crostas, vesiculas e plasma sanguineo, em altas

dosagens. Além disso, através do ensaio foi possivel detectar co-infecgdes com os
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dois géneros virais em um mesmo espécime clinico. Quatro amostras apresentaram
co-infecgcdo, com dosagem viral diferente para cada género. Nestas amostras, 0
DNA de Orthopoxvirus estava presente em uma quantidade maior do que o de
Parapoxvirus.

Diluicdes seriadas do DNA extraido dos virus possibilitam inferir que a
fluorescéncia presente no eletroferograma é proporcional a quantidade de DNA
presente na amostra. Assim, analisando os eletroferogramas com co-infeccao, pode-
se sugerir que a quantidade de DNA de Orthopoxvirus presente na amostras era
maior que a de Parapoxvirus.

Desta forma, nas amostras com co-infec¢cao, somente apos diluicdes do DNA
viral foi possivel obter o perfil de picos claro de OPV (locus POX005); porém, neste
caso, nao foi possivel amplificar o DNA de PPV (locus POX009) apés a diluigéo.

Também através da amplificacdo de diluicdes seriadas do DNA extraido da
amostra controle VACV WR, cujo conteudo de DNA foi determinado como 77,4
ng/mL, foi possivel definir o limite de deteccdo do teste. Amostras com diluicdo de
1:10°, com aproximadamente, 77,4 fg de DNA, foram amplificadas com sucesso,
valores estes proximos aos demonstrados utilizando PCR em tempo real por outros
autores (Aitichou et al., 2008; Putkuri et al., 2009).

Um teste multiplex para detecgcéo de Orthopoxvirus e Parapoxvirus foi descrito
recentemente na literatura (Abrahao et al., 2009). Este utiliza iniciadores ja descritos
na literatura para amplificar o DNA viral em uma reacao multiplex de nested-PCR.

Uma variacao importante da PCR € a técnica de nested-PCR, que consiste na
amplificacdo de um alvo com um par de iniciadores, seguida da amplificacdo com
um segundo par de iniciadores internos ao primeiro produto de amplificacdo. Embora
ela melhore a especificidade e a eficiéncia da reacéo, envolve multiplos manuseios
dos produtos de amplificacédo, 0 que aumenta as chances de contaminacgao cruzada,
0 que pode aumentar o numero de falso positivos. Além disso, ao se realizar duas
reacOes de amplificacdo ha um gasto maior de material de laboratério, como DNA
polimerase, iniciadores e um aumento no tempo de execucdo da andlise, ja que 0s
amplicons séao analisados por eletroforese em gel.

O teste biplex da QF-PCR aqui apresentado requer somente uma etapa de

amplificagdo, que posteriormente é analisada em sequenciador automatico, por
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eletroforese capilar. Desta forma, o tempo gasto para a obtencdo do resultado apoés
a coleta de campo é de aproximadamente 5 horas.
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VIl — CONCLUSAO

Os iniciadores inéditos utilizados neste trabalho foram capazes de detectar
Orthopoxvirus e Parapoxvirus em uma Unica reacdo. Os resultados obtidos sugerem
gue o ensaio biplex fluorescente da PCR € um método sensivel e robusto para a
deteccdo de Orthopoxvirus e Parapoxvirus em uma mesma reagao.

O ensaio foi capaz de detectar os virus em co-infeccao, indicando a dosagem
viral presente, o que é importante para o monitoramento de areas onde os dois
géneros virais co-circulam.

A regido polimérfica do gene F1L parece ter surgido em dois eventos
separados de mutacdo, formando dois grupos néo relacionados: um englobando
VARV, TATV e CMPX e outro com ECTV, porém nos dois grupos as repeticdes
codificam para um dominio hidrofilico.

A distribuicdo dos alelos encontrados para o ortdlogo de gene F1L presente
de VARV remonta a historia da origem e disseminacdo deste virus na populagéo

humana mundial, constituindo um marcador de ancestralidade informativo.
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