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RESUMO: O virus Vaccinia (VACV) é responsavel por causar doenga exantematica e vesicular em
bovinos e também em seres humanos. As infeccGes causadas por estes virus vém sendo
frequentemente relatadas nos ultimos 10 anos no Brasil. O objetivo deste trabalho foi monitorar os
intervalos de replicacdo e montagem do VACV-WR (Western Reserve) em células Vero, com a
finalidade de expor os principais meios de bloqueio do ciclo replicativo que podem ser utilizados por
drogas antivirais. Células Vero foram infectadas com m.o.i de 0,1 da cepa VACV-WR.
Posteriormente, as células foram fixadas em intervalos de tempo de 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48
horas pos — infec¢do, e processadas para microscopia eletrdnica de transmissdo. A multiplicacao de
VACV-WR em monocamada de células Vero produziu efeito citopatico (fusdo de membranas,
sincicios e vacuolos) em aproximadamente 90% das células. Analises das micrografias eletrdnicas
permitiram evidenciar detalhadamente o efeito citopatico, a dinamica dos distarbios metabdlicos
4celulares e o ciclo replicativo viral até a formagéo da particula viral extracelular. Assim, este trabalho
pbde mostrar possiveis alvos terapéuticos para inibicdo da replicagdo de VACV- WR e novas
abordagens no uso de farmacos com acao antiviral.
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ABSTRACT: Vaccinia virus (VACV) is responsible for vesicular illness in cattle and humans, and
infections caused by these virus have been frequently reported in the last 10 years in Brazil. The aim
of this study was to monitor the replication intervals and assembly of VACV - WR (Western Reserve)
in Vero cells in order to expose the main means of blocking the replicative cycle. Vero cells were
infected with 0.1 m.o.i . Subsequently, they were fixed at intervals of 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48
hours post-infection and processed by transmission electron microscopy. The multiplication of VACV-
WR in Vero cells produced cytopathic effect (fusion of membranes and vacuoles syncytia) in
approximately 90% of the cells. Analysis of electron micrographs allowed us to display in detail the
CPE, the dynamics of cellular metabolic disorders and viral replicative cycle until the formation of the
extracellular viral particle. Thus, this study was able to demonstrate potential therapeutic targets for
inhibit replication of VACV - WR and new approaches in antiviral drugs.
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INTRODUCAO

Os virus da familia Poxviridae
infectam tanto vertebrados como
invertebrados sendo o] género

Orthopoxvirus o mais importante do
ponto de vista da infeccdo em humanos.
Além disso, estdo entre 0s mais
complexos virus conhecidos, 0os quais
replicam no citoplasma das células
hospedeiras. Possuem genoma de DNA
dupla fita que consiste em
aproximadamente 270 kpb (Locker et al.,
2013, Schatzmayr et al., 2009). Nos
altimos anos, inimeros casos de doenca
pustulo-vesicular vém sendo notificados
em alguns estados brasileiros. Essas
infeccbes acometem bovinos leiteiros e
pessoas, principalmente ordenhadores e
seus familiares (Silva-Fernandes, et al.,
2004a, Silva-Fernandes, et al., 2004b).
Os surtos que ocorreram nos ultimos
anos na regido sudeste causaram
grandes prejuizos econdmicos,
principalmente no que diz respeito a
producdo de leite, uma vez que, em
algumas propriedades, 100% dos
bovinos foram acometidos, além de ter
sido detectado no leite e também seus
subprodutos, como o queijo (Oliveira et
al., 2010).

O interesse crescente na biologia
dos poxvirus, em combinacdo com a
necessidade de estratégias para tratar as
infeccbes causadas por estes virus em
humanos e animais domesticos, levou a
producdo de uma vasta gama de
compostos com potencial atividade
antiviral (Kroon, et al., 2011). A maioria
destas drogas esta nas fases iniciais de
estudo in vitro e poucas estdo em testes
clinicos em humanos ou comercialmente
disponiveis. No entanto, o0 mercado para

a terapéutica  anti-poxvirus  vém
crescendo rapidamente e  novos
farmacos vém sendo  avaliados

(Valadares et al., 2009; Brandéao et al.,
2010a; Brandédo et al., 2010b). Os
principais objetivos a serem alcancados
sao a descoberta de novos compostos e

a padronizacdo de novos esquemas de
utiizaggdo de um ou mais destes
farmacos para evitar resultados
indesejaveis. Tais testes visam evitar a
toxicidade e o surgimento de virus
resistentes aos medicamentos
(Valadares et al., 2009, Brandao et al.,
2010a; Brandéo et al., 2010b). Assim, &
importante que a biologia viral e o0s
mecanismos de replicagdo do VACV
estejam bem elucidados a fim de facilitar
o entendimento dos mecanismos de
acao dessas drogas no hospedeiro.

Com isso, o0 objetivo deste trabalho
foi determinar a cinética de replicacéo de
VACV-WR em células Vero em até 48
horas pés-infeccdo. Neste sentido, visou-
se elucidar os intervalos em que os
eventos de replicacdo e montagem da
particula  viral acontecem para
confirmacéo deste modelo no estudo de
possiveis alvos terapéuticos.

MATERIAL E METODOS

Monocamadas de células Vero
foram infectadas com 0,1 m.o.i da cepa
VACV-Western-Reserve (VACV-WR). A
presenca do efeito citopatico foi avaliada
apos 48 horas em microscépio Optico
invertido. Para analise por microscopia
eletrbnica de transmissdo, as células
foram fixadas em intervalos de tempos
de 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas em
solucdo contendo glutaraldeido 1%,
paraformaldeido 4%, cloreto de célcio
0,5mM e tampao cacodilato de sdédio
0,1M, pH 7,2, com 5% de sacarose por 1
hora a temperatura ambiente (Karnovski,
1965). Os procedimentos pos — fixacao e
inclusdo em resina foram seguidos de
acordo com o0s procedimentos ja
descritos (Forbes et al.,, 1977). Cortes
ultrafinos dos blocos parafinizados, com
50 a 80nm de espessura, foram
recolhidos em grades de cobre e
contrastados por 15 min com acetato de
uranila 5% em agua, lavados em agua, e
a seguir colocados em citrato de chumbo
(Reynolds et al., 1963), por 2 minutos,
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sendo novamente lavados em agua e
observados ao Microscépio Eletronico
Magnani, a 80KV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, analisou-se a
biossintese do VACV-WR em culturas de
células Vero, as quais tém sido
amplamente utilizadas, por serem
susceptiveis as espécies virais do
género em questdo. Estas linhagens
continuas tém sido frequentemente
utilizadas no estudo das estratégias de
replicacéo viral, na pesquisa da biologia
celular e na producdo de grandes
massas de antigenos virais (Silva-
Fernandes, et al., 2004). Apés 48 horas
de infeccdo pbOde-se observar a
formacéo de sincicios e vacuolizacao da
monocamada. Além disso, houve
formacdo de grumos de células
aumentadas de tamanho, com aspecto
arredondado, alongado, estrelado com
refringéncia a luz (Figura 1B) conforme ja
descrito na literatura (Donatele et al.,
2005). Os disturbios causados pela
inibicdo da sintese de proteinas séo
drasticos para a célula. A inicializacao da
replicacdo viral e montagem da particula
ainda estdo sendo desvendados. A
participacédo ativa do Aparelho de Golgi
mostra que o arcabouco celular esta
direcionando a producéo de particula de
VACV (Figura 2B) (Hollinshead et al.,
1998). Em contrapartida, células nao
infectadas (controle) apresentam o
Aparelho de Golgi pouco ativo (Figura
2J). Apbés 6 horas de infeccdo, o
citoplasma da célula hospedeira ja
apresentava particulas densas
agrupadas (Figura 2A), o que pode ser
caracteristico de inicio de producédo de
proteinas estruturais do virus, na regiao

denominada “viroplasma”, que esta
envolvido por ribossomos e
apresentando corpos de inclusao

basofilicos (Figura 2C). Decorridas 30
horas poés-infeccdo evidencia-se a
presenca marcante de virus intracelular

imaturo com nucleoproteina densa no
seu interior (Figura 2E) (Hollinshead et
al., 1998, Locker et al., 2013). No periodo
de 36 horas depois da infeccao, a célula
hospedeira apresenta grandes vacuolos
com estruturas membranosas e possui
estrutura sugestiva de particula viral
madura em seu citoplasma (Figura 2F).
No intervalo de 42 horas ap0s a infeccéo,
células Vero apresentam-se com maior
guantidade de particulas virais maduras
(IMV) ja formadas e se direcionando ao
meio extracelular (Figura 2G e 2H) e, 48
horas de infeccdo, ha uma grande
destruicdo do arcabouco celular e
citoplasma encontra-se eletronluscente
(Figura 2H).

A montagem da particula viral
inicia-se com a formacdo de areas
granulares, circunscritas e elétron-
densas no citoplasma (Figura 2C). Vérios
grupos tém mostrado por micrografias a
existéncia de uma membrana com
bicamada sem continuidade com
organelas celulares (Hollinshead et al.,
1998, Locker et al., 2013). Nao se sabe
até entdo, como que essa membrana é
formada. Uma possibilidade € que essa
membrana seja resultante do
processamento de embalagem de um
compartimento intermediario localizado
entre o reticulo endoplasmético e o
Aparelho de Golgi (Locker et al., 2013).
Esse dado corrobora com o fato dessas
organelas estarem mais ativas com 12
horas de infeccdo (Figura 2B). A
presenca de viroplasmas foi semelhante
aos encontrados em células HelLa com
16 horas ap0s a infeccao (Hollinshead et
al., 1998). Outros trabalhos mostraram
gue o0 envolvimento completo da
nucleoproteina se d4 em 8 horas apoés
infeccdo em HelLa (Locker et al., 2013).
O movimento da particula intracelular
matura (IMV) para fora da area de
montagem (a periferia da célula) é
dependente de microtubulos, cauda de

actina e requer uma proteina de
membrana denominada A27L
(Hollinshead et al.,, 1998). Nesse
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contexto, o intenso rearranjo molecular
dos microtubulos pode explicar o imenso
dano no citoplasma da célula hospedeira
(Figura 2H). Até o momento, acredita-se
que varios fatores possam levar a
mudanca de producdo de proteinas
celulares para producdo de proteinas
virais. Vérios estudos tém sido
desenvolvidos para explicar, em nivel
molecular, o mecanismo pelo qual a
sintese de nucleotideos e proteinas da
célula hospedeira possa mudar a ponto
que a presenca de proteinas de VACV
dirija a producdo de novas moléculas
(Locker et al., 2013, Prichard et al.,
2012). Neste presente estudo, pdde-se
estipular que o envolvimento da
nucleoproteina pela membrana com
bicamada estd relacionado com a
intensa producdo de viroplasmas apos
18 horas de infeccdo em células Vero.
Este conhecimento poderia orientar a
producdo de novas drogas capazes de
inibir o processo de replicacdo viral pelo
bloqueio do desenvolvimento da
membrana. A forma como ocorre a
montagem da membrana de VACV ainda
€ controverso (Locker et al., 2013,
Prichard et al., 2012). Neste sentido, 0s
mecanismos de bloqueio da formacéo do
arco da membrana ainda faltam ser
desvendados.

Os compostos antivirais atuam nas
mais variadas formas de inibicdo da
replicacdo. O Cidofovir atua na inibicao
da duplicacdo do DNA. Os compostos
ST-571, Gefitinib, ST-246 agem na
inibicdo da liberacdo das particulas. No
entanto, o mecanismo de acdo de
compostos vegetais ainda ndo sao
conhecidos (Kroon et al., 2011).

Neste trabalho, o modelo de
infec¢cdo de VACV-WR em Vero mostrou-
se satisfatoria, corroborando com
estudos que utilizam essa linhagem nos
ensaios in vitro para avaliagdo de
extratos  vegetais que  possuem
compostos com atividade anti-poxvirus
(Kroon et al.,, 2011, Branddo et al.,
2010a, Brandédo et al., 2010b). Além

disso, pbde-se concluir que as células
Vero nao infectadas continuaram
razoavelmente estaveis mesmo sem
troca de meio de cultura por 48 horas. A
resisténcia da célula Vero a
citotoxicidade demonstra que essa
linhagem celular realmente é preferencial
na conclusado do efetivo dano causado
pela replicacao viral.

CONCLUSAO

Por fim, este trabalho colabora para
apontar possiveis alvos terapéuticos
capazes de inibir a replicacdo de VACV-
WR em Vero. Além disso, indica novas
abordagens/perspectivas para a
formulagdo de farmacos com acéo
antiviral que poderiam atuar nas diversas
etapas do ciclo replicativo.
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Figura 1 (A) Monocamada de células Vero ndo
infectada. (B) Monocamada de células Vero
infectada com VACV-WR. Apés 48 de infeccao
pdde-se observar o efeito citopatico com
formacé@o de vacuolos, fusdo de membranas e
células em formato estrelado e irregular (setas).
Aumento 100X.
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Figura 2: Células Vero cultivadas em garrafas de
25cm?2 e infectadas com 0,1 m.o.i. (A) Seis horas
pés — infeccdo: houve aumento de particulas
densas agrupadas (setas). (B) 12 horas ap6s a
infeccdo houve dilatacdo das cisternas do Golgi
(estrelas); mitocdndrias com espagamento
diminuido entre as cristas (setas brancas); (C) 18
horas apés a infec¢do observa-se a presenca de
viroplasmas (seta preta). (D) 24 horas apds a
infeccdo as células apresentam pouco dano
degenerativo. (E) 30 horas pos - infeccéo:
estrutura sugestiva de particula viral imatura e
nucleoproteina densa sendo envolvida por
membrana viral (seta). (F) 36 horas apds a
infeccdo as particulas virais maduras ja& podem
ser observadas no citoplasma (seta). (G) 42
horas pos-infec¢do: aumento na quantidade de
particulas virais maduras no citoplasma (setas).
(H) 48 horas pés-infeccdo: as células comegam a
apresentar citoplasma com grandes espacos
vazios (estrela) sugerindo inicio de degeneragéo
celular e observa-se particulas virais maduras
sendo liberadas no meio extracelular (seta). (J)
Controle negativo — células Vero nao infectadas
apos 48 horas de cultivo (Bar =300nm).
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