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RESUMO

Ectima contagioso (EC) é uma virose aguda e proliferativa de ovinos e caprinos, causada pelo
virus do ectima contagioso (ECV), do género Parapoxvirus. O controle da infeccdo em regides
endémicas é realizado através de vacinagdo, porém existem limitaces nas técnicas de producdo
de vacinas, que é a dificuldade de replicagdo do virus em cultivo celular. Este trabalho foi
conduzido com o objetivo de isolar e avaliar o comportamento das amostras de ECV em cultivo
primario de células de cornea fetal caprina (CFC), sistema de cultivo ainda ndo testado para
replicacdo de ECV. Amostras de crostas de nove ovinos e de dois caprinos que apresentavam
sintomatologia clinica de EC, originarios dos Estados da Bahia, Sergipe e Paraiba, foram
inoculadas em monocamadas de células epiteliais de cornea de feto caprino, durante sete
passagens consecutivas, a intervalos semanais. Observou-se em todas passagens, a partir de 24
horas pds infeccdo, efeito citopatico (ECP) caracterizado pelo arredondamento celular, fusdo com
formacdo de pequenos sincicios, vacuolizacdo e corpusculos de inclusdo citoplasmatico, com
intensidade de 25% a 100% de desprendimento da camada celular, que variou de acordo com a
amostra. Conclui-se que as culturas de células primarias de cornea fetal caprina mostraram-se
altamente permissiveis a replicacdo do ECV e que as amostras de ECV isoladas mostraram-se

adaptadas ao cultivo utilizado, com pequena variagdo entre as amostras.

Termos para indexacdo: orf, parapoxvirus, cultivo celular
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Abstract




Evaluation of the Behavior of Samples from the Ectima Contagious Virus in Cultures of
Caprine Cornea Cells

Summary: Contagious ectima is a severe and proliferartive virus among ovine and
caprine caused by the contagious ectima virus (ECV) of the Parapoxvirus genus. The
control of the infection in endemic regions is done with vaccines, however there are
limitations in the vaccine production due to the difficulties in replicating the virus in cell
cultures. The purpose of this paper is to evaluate the behavior of ECV samples in
primary cultures of fetal caprine cornea cells, a system of cultures yet untested for the
replication of ECV. Crust samples from nine sheep and two goats from the states of
Bahia, Sergipe and Paraiba and presenting the clinical symptoms of EC were inoculated
in monolayers of the cells, during seven consecutive passages at weekly intervals.
During all the occasions we observed, after 24 hours of infection, the cytopathic effect
(CE) characterized by cell rounding, fusion with the formation of small sincicia,
cytoplasmatic inclusion and vacuolation. The intensity of detachment from the cell layers
ranged from 25% to 100% which varied according to the sample. We concluded that the
primary cell cultures of the fetal caprine cornea appeared highly permissible to
replication of ECV and the isolated samples of ECV appeared to adapt to the utilized

culture with slight variation among samples.

Keywords: orf, Parapoxvirus, cell culture
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INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura é uma atividade econdmica explorada em todos os continentes.
No entanto, somente em alguns paises essa atividade apresenta expressdo econbmica, sendo, na
maioria dos casos, desenvolvida de forma empirica e extensiva, com baixa produtividade e
rentabilidade reduzida (NOGUIRA FILHO e ALVES, 2002).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO,
2005) o rebanho caprino e ovino mundial é de aproximadamente 1,75 bilhdes de cabecas, estando
cerca de 96% em paises em desenvolvimento e apenas 4% em paises desenvolvidos. O Brasil
detém apenas 1,7% do plantel de ovinos e 2,1% do rebanho caprino mundial, estando na regido
Nordeste concentrados em maior nimero os rebanhos caprino (92,40%) e ovino (58,55%) (IBGE,
2006). Nessa regido a maioria dos rebanhos, caprino e ovino, vem sendo explorada em sistemas
extensivos, relacionados a subsisténcia, com manejo alimentar e higiénico-sanitario inadequados,
que propiciam o aparecimento de muitas enfermidades como, por exemplo, o0 ectima contagioso
(BANDEIRA, 2005; ALENCAR, 2008).

O ectima contagioso (EC), também conhecido como dermatite pustular cutanea, dermatite
labial infecciosa, boqueira, scabby mouth, soremouth ou ORF, foi descrita pela primeira vez em
ovinos por Steeb, em 1787, e em caprinos em 1879 (BARRAVIEIRA, 2005). E causado por um
virus da familia Poxviridae, género Parapoxivirus, caracterizado pelo tropismo por células
epiteliais e pela alta resisténcia as condi¢cGes ambientais, geralmente adversas para a maioria dos
virus, como o ressecamento. (PASTORET e BROCHIER, 1990). A penetracdo do virus se da por
meio de lesBes cutaneas, e o primeiro sinal clinico observado em animais acometidos pelo virus é
0 aumento da espessura da pele na area de invasao do virus, com formacao posterior de papulas,
vesiculas, pustulas e crostas. Lesdes caracteristicas sdo observadas na face, principalmente nos
labios, porém em casos mais severos podem ser vistos no Ubere, tetas, membros, orelhas,
mucosas, cauda e coroa do casco. O periodo de incubacdo em ovinos e caprinos € de 2 a 3 dias.
Cursando a enfermidade em 3 a 4 semanas, com desaparecimento das crostas e regeneracdo do
tecido epitelial (ROBINSON e BALASSU, 1981; BUTTNER e RZIHA, 2002).
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Ectima contagioso € considerado uma enfermidade benigna, entretanto, pode tornar-se
grave, quando ocorre envolvimento de outros 6rgaos, além da pele, causando grandes perdas ao
rebanho. A morbidade em animais jovens ou de rebanhos indenes pode ser alta, chegando a
100%, mas a mortalidade geralmente € baixa, porém em certos casos, pode ser elevada,
geralmente em animais jovens, devido a infecgdes secundarias e manejo deficiente associados a
infeccdo por cepas de alta viruléncia (ROBINSON e BALASSU, 1981; BUTTNER e RZIHA,
2002).

No Brasil o EC foi descrito pela primeira vez em S&o Paulo (GUIMARAES, 1939) e
posteriormente em Pernambuco (TORRES, 1943) onde foi considerado um dos principais
problemas sanitarios da exploracéo caprina, € no Rio Grande do Sul (GUERREIRO, 1954). Nos
anos 80, amostras do ECV foram isoladas de ovinos no Ceard (ARITA et al., 1986), e, na Gltima
década, de caprinos em Minas Gerais, Rio de Janeiro (MAZUR e MACHADO, 1990) e
Pernambuco (OLIVEIRA et al., 1998). Surtos de doenca epidérmica sugerindo a infecgdo por EC
tém sido observados em muitos rebanhos de ovinos e caprinos em diferentes areas geograficas do
Brasil (MAZUR et al., 2000), merecendo atencdo a Regido Nordeste, onde a maioria dos
rebanhos vem sendo explorada em sistemas extensivo ou semi-extensivo, relacionados a
subsisténcia, com manejo alimentar e higiénico-sanitario inadequados, que propiciam o
aparecimento de muitas enfermidades como o EC, considerado uma das doencas mais freqlientes
(BANDEIRA, 2005; ALENCAR, 2008).

Apesar do desenvolvimento da ovino-caprinocultura brasileira, do carater endémico da
enfermidade e da sua importancia, poucos trabalhos de pesquisa tém sido realizados com relacao
ao virus EC, que possam subsidiar o controle da enfermidade, que se fundamenta,
principalmente, na vacinacdo dos animais em areas endémicas (TORRES, 1943; ROBINSON e
BALASSU, 1981; KILELU, 1992; PINTO JUNIOR, 2007). Como ndo existem vacinas
inativadas contra EC que sejam eficientes, a vacinagdo deve ser feita com virus vivo. Por isto, so
é recomendada em cria¢fes endémicas, pois 0 uso da vacina implica na introducédo do virus no
rebanho (PINTO JUNIOR, 2007).

Dentre o0s entraves tecnoldgicos para a produgdo de vacinas, destaca-se a dificuldade de
replicacdo do virus em cultivo celular. Estudos in vitro utilizando amostras de ECV tém sido

realizados utilizando-se células de cultivo primario de testiculo caprino (MAZUR e MACHADO,
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1990, HOSAMANI et al., 2007), de rim caprino (OLIVEIRA et al., 1998) e queratindcitos de
tecido do prepucio de cordeiros (SCAGLIARINI et al., 2005), bem como células de linhagem
continua MDBK (OLIVEIRA et al., 1998) e Vero (VIKOREN et al., 2008). Nesses estudos tem
sido relatada a dificuldade de replicacdo do virus, pois nenhum dos modelos aplicados mostrou-
se permissivel a replicacdo continua de ECV. A auséncia de cultivo celular permissivel a
replicacdo continuada de EC tem levado a comercializagdo no Brasil de vacina obtida a partir de
suspensdo de crostas de animais infectadost, que apresenta sério risco de disseminacgdo de outras

doencas, principalmente virais, ja que ndo € inativada (PINTO JUNIOR, 2007).

2 Objetivo

Isolar e avaliar o comportamento de amostras de ECV em um novo sistema - cultivo

celular primario de cornea fetal caprina.

1-Vacina Leivas Leite registrada no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento — MAPA, sob o n°
0260/75).
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Etiopatogenia

Os virus classificados na familia Poxviridae sdo os maiores e mais complexos virus
conhecidos. Possuem genoma constituido por uma fita dupla de DNA, e replicam-se no
citoplasma de células de hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os membros desta familia de
virus séo classificados em duas subfamilias, Chordopoxvirinae e Entomopoxvirinae, em funcao
da sua capacidade de replicacdo em células de hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os
poxvirus da subfamilia Chordopoxvirinae se encontram classificados em oito géneros:
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Capripoxvirus, Suipoxvirus, Leporipoxvirus, Avipoxvirus,
Yatapoxvirus e Molluscipoxvirus (Tabela 1), genética e antigenicamente relacionados,
apresentando morfologia similar e restricdo de hospedeiros (MOSS, 2001). Cada género, exceto o
Molluscipoxvirus, inclui espécies que causam doengas em animais domésticos e de laboratorio.
Existem poxvirus que até o momento ndo foram formalmente classificados. De fato, novos
poxvirus estdo sendo descobertos constantemente, incluindo virus isolados de lagartos, rés,
cervos, cangurus, entre outros (MURPHY et al., 1999).

No género Parapoxvirus o virus de ectima contagioso ou ORF virus, € um dos principais
representantes deste género. O ECV é envelopado apresentando-se com morfologia ovdide e
didmetro entre 140-170 x 200-300 nm (PASTORET e BROCHIER, 1990) (Figura 1).

Figura 1 — Micrografia eletrdnica de uma particula de ORF virus com tamanho de 100nm, mostrando sua
morfologia ovoide caracteristica (CHAN et al., 2007).
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Quadro 1 — Aspectos taxondmicos, hospedeiros e distribuicdo geogréfica dos oito géneros da

familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae (Adaptado de Fernandes, 2004)

Género Espécie, abreviacao e nomes Hospedeiros Distribuicéo
alternativos geografica
Orthopoxivirus
Camelopox virus (CMPV) Camelos Africa e Asia

Cowpox virus (CPXV)

Ectromelia iirus (ECTV)
Mousepox virus

Monkeypox virus (MPXV)

Raccoonpox virus (RCNV)
Skunkpox virus (SKPV)
Taterapox virus
Uasin Gishu disease virus
(UGDV)

Buffalopox virus (BPVX)
Rabbitpox virus (RPXV)

Vaccinia virus (VACV)
Cantagalo virus (CTGV)
Variola virus (VARV)

Volepox virus (VPXV)
Parapoxvirus
Bovine papulas stomatitis
virus (BPSV)

Orf virus (ORF),
Contagious pustular
dermatitis virus, Contagious
ecthyma virus
Pseudocowpox virus (PCPV),
Milker’s nodule virus,
Paravaccinia virus
Sealpox virus
Auzduk disease virus, Camel
contagious ecthyma virus

Roedores, felinos,
bovinos, animais
de zooldgico e
humanos

Camundongos
Roedores,
primatas,
humanos
Guaxinins

Gambas
Gerbils
Equinos

Bufalos, bovinos,
humanos
Coelhos

Humanos,
coelhos, bovinos,
bufalos, suinos
Bovinos,
humanos
Humanos

Ratos silvestres

Bovinos,
humanos

Ovinos, caprinos,
bovinos, cervos,
humanos

Bovinos,
humanos

Focas, humanos

Camelos

Europa e Asia
Ocidental

Europa
Africa Central e
Ocidental
Leste dos EUA
Oeste dos EUA

Africa Ocidental
Africa Central

india
EUA e Holanda
Mundial
Brasil
Mundial
(erradicada)

Oeste dos EUA

Mundial

Mundial

Mundial

Mundial

Africa e Asia
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Quadro 1 cont.— Aspectos taxondmicos, hospedeiros e distribuicdo geografica dos oito géneros
da familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae (Adaptado de Fernandes, 2004)

Género Espécie, abreviacao e nomes Hospedeiros Distribuicéo
alternativos geografica
Capripoxvirus
Sheeppox virus (SPPV) Ovinos Africa e Asia
Goatpox virus (GTPV) Caprinos Africa e Asia
Lumpy skin disease virus Bovinos Africa
(LSDV)
Suipoxvirus
Swinepox virus (SWPV) Suinos Mundial
Avipoxvirus
Fowlpox virus (FWPV) Aves, humanos Mundial
Leporipoxvirus
Myxoma virus (MY XV) Leporinos América do Sul
Hare fibroma virus (FIBV) Lebres Europa
Shope fibroma virus (SFV), Coelhos EUA e Holanda

Rabbit fibroma virus
Yatapoxvirus

Tanapox virus (TANV) Roedores, Africa Central e
humanos Oriental
Yaba monkey tumor virus Primatas, Africa Ocidental
(YMTV) humanos
Molluscipoxvirus
Molluscum contagious virus Humanos Mundial
(MOCV)

O ECV apresenta tropismo por células epiteliais sendo, normalmente, adquirido através
de abrasdes nas por¢des deslanadas na pele (ROBINSON e BALASSU, 1981; GREIG, 1984).
Seu mapeamento genético revelou que 0s genes mais provaveis de induzir viruléncia e imunidade
estdo concentrados na regido terminal (BARRAVIEIRA, 2005). E geneticamente relacionado ao
parapoxvirus causador da Estomatite Papular Bovina e do Nédulo dos Ordenhadores em bovinos
e humanos, respectivamente (DELHON et al., 2004), é imunologicamente distinto do virus da
vaccinia, e semelhante ao agente causador da pseudovariola, e antigenicamente semelhante ao
virus da variola caprina (ROBINSON e MERCER, 1988). A cepa que apresenta um maior
namero de informacdes de sua biologia molecular é a NZ2, uma cepa isolada na Nova Zelandia.
Estudos de biologia molecular concluiram que ocorre predominancia de guanina e citosina no
DNA viral, cerca de 63%, e que 0 seu genoma apresenta um tamanho que varia de 139 a 160

quilo pares de base (kpb), sendo estreitamente relacionado ao genoma de outros poxvirus.
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A organizacdo genética dos orf virus exibe um padrdo geral dos poxvirus, incluindo uma
regido central, que contém essencialmente genes conservados em posicdo, espaco e orientagdo. A
regido terminal, é a regido variavel e codifica os genes dispensaveis para o crescimento in vitro,
geralmente, os fatores que influenciam a viruléncia, a patogénese e a mudanca de hospedeiro dos
poxvirus sdo codificados nesta regido (BUTTNER e RZIHA, 2002).

O ECV apresenta distribuicdo mundial sendo capaz de sobreviver por meses ou anos nos
pastos e em apriscos (HAIG et al, 1997). O ECV ¢ relativamente termo-estavel, sendo
completamente inativado a 60°C por trinta minutos (ROBINSON e BALASSU, 1981), a 37°C
por 7 dias e pela radiacdo ultra-violeta (LOSOS, 1986). O congelamento ndo reduz o titulo viral,
entretanto, temperaturas entre 0,5 e 36°C, por uma semana, reduzem sua infectividade
(ROBINSON e BALASSU, 1981).

Muitos estudos do virus EC in vitro séo realizados em diversos tipos de cultivo celular,
como, por exemplo, cultivo primario de testiculo caprino (MAZUR et al., 1990, HOSAMANI et
al., 2007), células de linhagem MDBK e cultivo celular primario de rim caprino (OLIVEIRA et
al., 1998), cultivo celular primario do tecido de prepucio de cordeiros (SCAGLIARINI et al.,
2005), e células Vero (VIKOREN et al., 2008). O efeito citopatico (ECP) ¢é de grande valor
diagnostico e pode ser evidenciado a partir de 2h pos-inoculagédo (p.i.), consistindo na formagéo
de corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos, resultado da replicacdo viral. Existem dois tipos
de corpusculos de inclusdo, os quais foram distinguidos como inclusdes dos tipo-A e do tipo-B.
As inclusdes do tipo-A sdo geralmente esféricas e coradas fortemente pela eosina, sendo
caracteristica de células infectadas por ECV. As inclusdes do tipo-B apresentam forma irregular,
sendo coradas fracamente pela maioria dos corantes, sdo produzidas por todos os poxvirus e
constituem o viroplasma (local de replicacdo viral) (ESPOSITO e FENNER, 2001).

A lesdo da pele é essencial para o estabelecimento da infeccdo pelo ECV e para o

desenvolvimento de lesdes tipicas (ROBINSON e BALASSU, 1981). Apds o desafio viral da
pele com abras6es moderadas, 0 virus ndo se estabelece na epiderme lesada, replicando-se nas
células da camada epidérmica basal derivada das paredes dos foliculos pilosos.
As lesbes envolvem todos os estagios de macula, papula, vesicula, pustula, formacéo de crosta e
cura. As pustulas desenvolvem-se em poucos dias e rompem-se, resultando em Uulceras, e,
subsequentemente, a formacdo de crosta espessa, que é eliminada em trés a quatro semanas, ndo
deixando cicatriz (McKEEVER et al., 1988).
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Ao se realizar exame imunohistoquimico, de lesGes priméarias induzidas
experimentalmente em ovinos, utilizando anticorpos monoclonais especificos para o nucleo viral
e proteinas do envelope, Haig et al. (1997) demonstraram a presenca de antigenos virais entre o
terceiro e o vigésimo quinto dia pds-infec¢do. O antigeno viral, que é o indicador da replicacéo
viral, foi localizado em &reas de hiperproliferacdo de células epidérmicas, com maior intensidade
em células degeneradas, indicando um efeito citopatico in vivo. A infeccdo primaria estabelecida
foi associada com marcante proliferacdo epidermal e a analise do acimulo de células imunes e
inflamatorias revelou um fluxo precoce de neutréfilos nas primeiras 48 horas seguido por um
acumulo de células T CD4", T CD8", células B e células dendriticas, com picos entre 9 e 15 dias
pos-infeccdo, e retorno aos niveis de pre-infeccdo ao redor dos 30 dias pos-infeccéo.

As primeiras lesbes sdo frequentemente proliferativas e severas, com uma progressao
clinica de maculas eritematosas, papulas, vesiculas, pustulas e crostas (BARRAVIEIRA, 2005).
Os locais mais comuns de infec¢cdo séo ao redor da boca e narinas (HAIG et al., 1997). Les6es
caracteristicas sdo frequentemente observadas na face, porém em casos mais severos, outras
partes do corpo podem apresentar lesbes como: Ubere, tetas, membros, orelhas, mucosas, cauda e
coroa do casco (BOUGHTON e HARDY, 1932; COATES e HOFF, 1990; HOUSAWI e ABU
ELZEIN, 1991). As lesdes de re-infeccdo progridem pelos mesmos estagios clinicos, mas
geralmente ndo sdo proliferativas, sdo menores e se resolvem mais rapidamente, usualmente em
duas a trés semanas, 0 que é indicativo do envolvimento de uma resposta imune especifica no

controle da replicacéo viral.

3.2 Aspectos clinico-epidemioldgicos e imunoldgicos

Os sinais clinicos iniciais de ectima contagioso incluem péapulas, vesiculas e pustulas
cutaneas, sendo o periodo de incubacdo, de trés a oito dias ou aproximadamente uma semana
(BARRAVIEIRA, 2005). Formam-se rapidamente crostas amarronzadas a pretas, espessas, mais
evidentes nas comissuras labiais. As lesGes podem se espalhar para a cavidade oral, focinho,
orelhas, palpebras, tetos e patas. Pode ocorrer mastite em decorréncia do comprometimento do
sistema de defesa do Ubere. Tipicamente as lesGes se curam em 14 a 21 dias, porém podem
persistir em animais imunodeprimidos. Cordeiros lactentes podem disseminar a infec¢do ao Ubere

de ovelhas suscetiveis. Em cordeiros, as les6es orais podem ser graves o suficiente para causar
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anorexia, perda de peso, desidratacdo e desnutricdo, levando a importantes perdas econémicas
(ZAMRI-SAAD, KARIM, AJEELI, 1992). As lesbes que atingem a banda coronéria podem
provocar claudicacdo, ao passo que as lesdes do Ubere podem resultar em mastite. Raramente ha
0 comprometimento dos sistemas respiratério e gastrointestinal. Nesses casos podem ocorrer
pneumonia e diarréia. E comum a instalacio de infeccdo bacteriana secundaria (PUGH, 2005), ou
por fungos, como por exemplo, o Fusobacterium necrophorum, que pode ocorrer em alguns
casos (RADOSTITS et al., 2002).

As lesdes orais envolvem a lingua, gengivas, coxim dentario ou uma combinacao desses
locais, em alguns casos extensas lesdes dolorosas e proliferativas ocorrem nas margens gengivais
dos dentes incisivos e no interior da boca (RADOSTITS et al., 2002).

Em ovinos pode ser observada uma forma maligna da doenga, que se inicia com um
episodio agudo, manifestado por vesiculas bucais e extensdo dessas lesbes para o trato
gastrointestinal, seguidas por lesdes granulomatosas e desprendimento dos cascos. Nos carneiros
as lesdes do escroto podem ser acompanhadas por acimulo de liquido no saco escrotal. Nos casos
benignos, as crostas secam e caem, e a recuperacdo fica completa em cerca de trés semanas
(RADOSTISTS et al., 2002).

A infeccdo experimental de um caprino, com um més de idade e sem raca definida (SRD),
sem historico de EC, foi realizada por Oliveira et al. (1998) para a observacdo da evolucdo das
lesbes macroscopicas da enfermidade, e foi observado que 48 horas apds a inoculacdo (p.i.), o
animal desenvolveu lesdes difusas na area da inoculacdo, como edema, multiplos pontos
arrendodados, salientes e avermelhados, além do espessamento da pele. As lesGes progrediram
dando origem a vesiculas no quarto dia pos-inoculacdo, que apresentavam, na superficie, pontos
esbranquicados. As pustulas foram observadas no quinto dia p.i., aumentaram de tamanho e
romperam-se entre o nono e o 11° dia p.i., dando origem a exsudacdo serosa e emaciacdo da
regido. No 16° dia p.i., o inicio da formacdo das crostas foi observado simultaneamente com o
surgimento de novas pustulas. No 23° dia p.i., lesGes pustulares e crostas foram observadas na
comissura labial. No 35° dia p.i., constatou-se a regressdo das lesGes na regido de inoculacdo e
regeneracao do tecido epitelial.

O EC ocorre em caprinos e ovinos, estando mundialmente distribuido, em qualquer regido
onde se criem essas espécies animais, determinando queda na produgdo e perda econdmica.

Ocorre comumente em animais com trés a seis meses de idade, embora animais com 10 a 12 dias
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de idade e adultos possam ser gravemente acometidos (RADOSTITS et al., 2002). Pode
incidentalmente infectar humanos, bovinos e ruminantes selvagens e, raramente 0S caes
(ESPOSITO e FENNER, 2001). Sua incidéncia é observada com maior freqliéncia nos meses de
verdo (MAZUR, 1989; NIFI, 1991).

Os surtos podem ocorrer em caprinos e ovinos, com taxas de morbidade que se
aproximam de 100% e de mortalidade de 5 a 15% (HOUSAWI et al., 1991). As mortes quando
ocorrem sao devido a extensdo das lesdes no trato respiratorio, podendo o indice chegar aos 15%
se 0s animais acometidos ndo receberem as medidas de manejo higiénico-sanitarias adequadas,
ou se ocorrerem infeccOes secundarias e miiases cutdneas. NoOs raros casos, em que ocorre
invasdo sistémica do virus, a taxa de mortalidade varia de 25% a 75%. As lesdes primarias em
animais ou humanos causam maior morbidade do que as lesdes adquiridas pela reinfeccéo
(ESPOSITO e FENNER, 2001). Os animais recuperados permanecem com imunidade sélida por
dois a trés anos, porém os anticorpos passivos ndo protegem as crias, pois 0s animais recém-
nascidos de mées imunes séo susceptiveis ao ECV (ROBINSON e BALASSU, 1981).

A disseminacdo em um rebanho € muito rapida e ocorre pelo contato com outros animais
acometidos ou por objetos inanimados, como aplicadores de brincos e emasculadores, resultando
em lesdes nas caudas (RADOSTITS et al.,, 2002), ou por exposicdo a cochos contaminados
(MURPHY et al., 1999). Admite-se que a infec¢cdo natural e experimental, pelo ECV se da pela
invasdo do virus através da pele lesionada, escarificada por plantas e/ou espinhos, embora
Nettleton et al. (1996) tenham relatado um surto em cordeiros recolhidos de diversas fazendas e
transportados em um veiculo por um periodo superior a 23 horas, sem que fossem observadas
lesbes na boca dos animais.

O virus é eliminado pelos exsudatos das pustulas e vesiculas e pelas crostas ja secas. O
virus pode permanecer virulento nos pastos e estabulos durante anos, devido a sua capacidade de
conservacao nas crostas, especialmente durante o periodo seco (RADOSTITS et al., 2002).

Os ovinos sdo susceptiveis a reinfeccdo e a infeccdes crbnicas. Estas caracteristicas
somadas a resisténcia viral, explicam como o ECV, uma vez introduzido em um rebanho, torna-
se dificil de ser erradicado (MURPHY et al., 1999). A persisténcia do virus nos rebanhos é
propria e em grande parte, esta relacionada a infecciosidade persistente de virions em crostas de

feridas que caem sobre a pastagem e o solo (FENNER et al., 1988).
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Os ovinos e caprinos desenvolvem uma resposta imune celular, gragas as células T CD4"
helper € humoral, com formagao de anticorpos anti-ECV especificos, apos a infec¢do (HAIG et al.,
1996a, 1996b; LLOYD et al., 2000), porém esta imunidade € curta e a re-infeccdo pode ocorrer,
com sinais clinicos discretos e que desapareceram rapidamente (HAIG e MERCER, 1998).
Segundo Haig et al. (1997), o que deve ser esperado apos a infec¢do € uma resposta inflamatéria
e imune anti-viral, que comeca pela ativacao celular mediante a liberacdo de citocinas, como por
exemplo citocinas mMRNA.

A reposta imune a re-infeccdo foi estudada em alguns animais por Haig et al. (1996b),
visando estabelecer a dindmica local in vivo das células envolvidas no processo, anticorpos e
citocinas, a partir da drenagem linfatica aferente e eferente de nodulos linfaticos, localizados
proximos das lesdes da pele, onde foi observado que a linfa aferente de ovinos adultos contém
células T CD4", T CD8", células B e 5 a 15% de células apresentadoras de antigeno. Ja a linfa
eferente contém mais de 98% de linfocitos, a maioria dos quais sdo células T CD4" e células B,
as células T CD8" participam com aproximadamente 10 a 20%, dos quais mais de 90% s&o
derivados do sangue, os 10% restantes de linfocitos eferentes sdo derivados da linfa aferente
(HAIG et al., 1997). Segundo Bujdoso et al. (1989) o primeiro pico da resposta imune, em casos
de re-infeccdo, seria contra um antigeno de memdria do ECV, e o segundo, em reposta a

replicacdo viral na pele, que ocorre entre trés e nove dias pds-infeccéo.

3.3 Diagndstico e Progndstico

O diagnostico de EC é baseado na histdria do paciente e nos sinais clinicos que o mesmo
apresenta, sendo confirmado pelos exames laboratoriais (RADOSTITS et al., 2002). A
identificacdo de uma infeccdo ativa é realizado através da deteccdo de virions caracteristicos no
material da lesdo, utilizando a microscopia eletrénica, onde as particulas virais caracteristicas de
parapoxvirus se apresentam em forma de amora (SHATZMAYR et al., 2006). Pode ser realizado
ainda, o isolamento viral em cultivo celular, imunofluorescéncia direta e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Os testes sorologicos empregados sdo: imunodifusdo em gel de agar (IDGA),
soroneutralizacdo, fixacdo de complemento, inibicdo da hemaglutinacdo, imunoflorescéncia
indireta e ensaios imunoenzimaticos (ELISA e western blotting) (FERNANDES, 2004).
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O prognostico geralmente € favoravel, a doenca é benigna e espontaneamente curavel,
entretanto, ha casos graves em que o prognostico € reservado (RADOSTITS, 2002).

Na maior parte dos surtos de EC, os casos sdo moderados e ndo denotam preocupacéo
real, entretanto, casos graves podem também ser confundidos com a lingua azul, a dermatose
ulcerativa, dermatite micética, eczema facial, dermatite proliferativa ou com a variola ovina
(BHANUPRAKASH et al., 2006), sendo necesséria a realizacdo do diagndstico diferencial.

3.4 Diagnostico diferencial

Nos casos de lingua azul ocorre elevada taxa de mortalidade, reacdo sistémica grave, e as
lesBes ocorrem no focinho, na coroa dos cascos e de forma extensa na mucosa bucal, sendo mais
frequente nos adultos do que nos cordeiros lactentes. Como é transmitida por vetores (insetos
hematofagos), a taxa de morbidade é menor do que a observada nos casos de EC. A dermatite
micotica geralmente ocorre na pele lanosa; o eczema facial é distinguido do EC pela presenca de
dermatite difusa bem como edema grave e lesdo das orelhas. As lesbes da dermatite proliferativa,
também conhecida como podriddo do pé em formato de morango, ocorrem apenas nas partes
inferiores dos membros; ja nos casos de variola ovina, embora o quadro clinico se apresente
bastante semelhante aos causados pelo ECV, as crostas formadas sdo tipicas, duras, ocorrendo
comprometimento sistémico, acompanhado de alta taxa de mortalidade (RADOSTITS et al.,
2002).

3.5 Tratamento e controle

O tratamento é paliativo, pois ndo ha drogas especificas (SCAGLIARINI, 2006), a
excisdo das crostas pode acelerar o processo de resolucdo (SHELLEY e SHELLEY, 1983). Nos
casos de lesGes muito graves deve ser realizada a administracdo oral de fluidos e nutrientes. A
aplicacdo de substancias adstringentes pode acelerar a recuperacdo, e nos casos em que houver
complicacdo secundaria, recomenda-se tratamento com antibiotico de amplo espectro (PUGH,
2005).

Diante de um surto deve-se implementar medidas de controle imediatas, com isolamento

dos animais enfermos. Entretanto, essas medidas, isoladamente, podem ndo ser efetivas na
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prevencdo do EC por causa do curto periodo de incubacdo e a capacidade de sobrevivéncia do
virus no ambiente (PUGH, 2005). A vacinacgdo é recomendada apenas em regides endémicas, nos
animais susceptiveis (BERRIER, 2001).

Por ser uma zoonose altamente contagiosa, € fundamental, que pessoas que trabalhem

com animais infectados adotem medidas higiénicas durante o manejo dos animais (PUGH, 2005).

3.6 Imunoterapia

A vacinagdo contra EC utiliza microorganismos completamente virulentos (Tabela 2),
sendo que esta vacina ndo previne a doenca, diminuindo a gravidade e a duragdo da mesma,
estando indicada na imunizacdo ativa de ovinos e caprinos, para prevenir ou minimizar a
gravidade de um surto (PINTO JUNIOR, 2007).

Ha disponibilidade de vacinas comerciais que requerem a aplicacdo na superficie do
epitélio escarificado, da axila, virilha, regido interna da coxa (exceto em ovelhas lactantes),
porcdo ventral da cauda ou da orelha, e devem ser utilizadas de acordo com a recomendac¢do do
fabricante, pois a dose adequada é fundamental para otimizar a imuniza¢do. As vacinas Sao
preparacdes de virus vivo, provenientes diretamente de crostas virulentas ou, de virus replicado
em cultura celular (NETTLETON et al., 1996). Apds a vacinacdo, ocorre uma reacao local em
cerca de 1 a 3 dias, sendo necessarias duas a trés semanas para se obter uma resposta imunologica
adequada (LUGINBUHL e ANDERSON, 1914). A imunidade se instala ao longo de trés
semanas e pode persistir por até dois anos. Essas vacinas ndo sd@o recomendadas para rebanhos
livres da doenca porque o virus vacinal permanece viavel no ambiente por longo periodo
(BERRIER, 2001).

Em rebanhos onde a doenca se manifesta de forma endémica, a vacinacdo de animais com
dois ou trés dias de idade pode minimizar a gravidade do surto, que em cordeiros podem esta

associados a realizacdo da caudectomia (PUGH, 2005)
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Quadro 2 — Esquema de vacinagéo para 0 ectima contagioso em caprinos e ovinos

Categoria animal Condigdes

Esquema de vacinagdo  Periodo

Cordeiros e Cabritos;  Rebanhos onde ja
Matrizes (terco final surgiu a doenga;
da gestacéo) ou naqueles em
que ocorreu
introducao de
novos animais; ou
quando do envio
de animais a

exposicdo

Autovacina, dose Unica Semestralmente
repetindo-se nas matrizes

na proxima paricéo

Fonte: PINTO JUNIOR (2007) adaptado de Silva et al. (2001).

A vacinacao das matrizes deve ser realizada no terco final da gestacdo, embora ndo ocorra

uma boa transferéncia de anticorpos pela placenta, e as mées vacinadas transmitam imunidade a

suas crias via colostro. Por ser a imunidade passiva de curta duracdo, é necessario vacinar 0s
cordeiros e cabritos nos primeiros dias de vida (LUGINBUHL e ANDERSON, 1914).
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ISOLAMENTO E AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE AMOSTRAS DO VIRUS
ECTIMA CONTAGIOSO EM CULTIVO DE CELULAS DE CORNEA FETAL
CAPRINA

Rosana Léo de SANTANA!, Roberto Soares CASTRO?, Michele Moreira Martins de
OLIVEIRA?, Sérgio Alves do NASCIMENTO?, Ana Claudia CAMPOS®

RESUMO: Ectima contagioso (EC) é uma virose aguda e proliferativa de ovinos e caprinos,
causada pelo virus do ectima contagioso (ECV), do género Parapoxvirus. O controle da infeccéo
em regides endémicas é realizado através de vacinacgdo, porém existem limitaces nas técnicas de
producdo de vacinas, que ¢ a dificuldade de replicacdo do virus em cultivo celular. Este trabalho
foi conduzido com o objetivo de avaliar o comportamento das amostras de ECV em cultivo
primario de células de cdrnea fetal caprina, sistema de cultivo ainda nao testado para replicacéo
de ECV. Amostras de crostas de nove ovinos e de dois caprinos que apresentavam sintomatologia
clinica de EC, originarios dos Estados da Bahia, Sergipe e Paraiba, foram inoculadas em
monocamadas de células epiteliais de cérnea de feto caprino (CFC), durante sete passagens
consecutivas, a intervalos semanais. Observou-se em todas passagens, a partir de 24 horas pés
infeccdo, efeito citopatico (ECP) caracterizado pelo arredondamento celular, fusdo com formacgéo
de pequenos sincicios, vacuolizacdo e corpusculos de incluséo citoplasmatico, com intensidade
de 25% a 100% de desprendimento da camada celular, que variou de acordo com a amostra.
Conclui-se que as culturas de células primarias de cornea fetal caprina mostraram-se altamente
permissiveis a replicacdo do ECV e que as amostras de ECV isoladas mostraram-se adaptadas ao

cultivo utilizado, com pequena variacao entre as amostras.

Termos para Indexacdo: orf, parapoxvirus, cultivo celular.
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ABSTRACT Evaluation of the Behavior of Samples from the Ectima Contagious Virus in

Cultures of Caprine Cornea Cells

Summary: Contagious ectima is a severe and proliferartive virus among ovine and
caprine caused by the contagious ectima virus (ECV) of the Parapoxvirus genus. The
control of the infection in endemic regions is done with vaccines, however there are
limitations in the vaccine production due to the difficulties in replicating the virus in cell
cultures. The purpose of this paper is to evaluate the behavior of ECV samples in
primary cultures of fetal caprine cornea cells, a system of cultures yet untested for the
replication of ECV. Crust samples from nine sheep and two goats from the states of
Bahia and Paraiba and presenting the clinical symptoms of EC were inoculated in
monolayers of the cells, during seven consecutive passages at weekly intervals. During
all the occasions we observed, after 24 hours of infection, the cytopathic effect (CE)
characterized by cell rounding, fusion with the formation of small sincicia, cytoplasmatic
inclusion and vacuolation. The intensity of detachment from the cell layers ranged from
25% to 100% which varied according to the sample. We concluded that the primary cell
cultures of the fetal caprine cornea appeared highly permissible to replication of ECV
and the isolated samples of ECV appeared to adapt to the utilized culture with slight

variation among samples.

Keywords: orf, parapoxvirus, cell culture
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INTRODUCAO

O ectima contagioso (EC), também conhecido como dermatite pustular cutanea, dermatite
labial infecciosa, boqueira, scabby mouth, soremouth ou ORF, foi descrita pela primeira vez em
ovinos por Steeb, em 1787, e em caprinos em 1879 (BARRAVIEIRA, 2005). E causado por um
virus da familia Poxviridae, género Parapoxivirus, caracterizado pelo tropismo por células
epiteliais e pela alta resisténcia as condi¢fes ambientais, geralmente adversas para a maioria dos
virus, como o ressecamento. (PASTORET e BROCHIER, 1990).

A penetragdo do virus se da através de lesdes cuténeas, e o primeiro sintoma observado
em animais acometidos pelo virus € o aumento da espessura da pele na area de invasao do virus,
com formacdo posterior de papulas, vesiculas, puGstulas e crostas (Figuira 1). Lesdes
caracteristicas sdo observadas na face, principalmente nos labios, porém em casos mais severos
podem ser vistos no Ubere, tetas, membros, orelhas, mucosas, cauda e coroa do casco. O periodo
de incubacdo em ovinos e caprinos é de 2 a 3 dias. Cursando a enfermidade em 3 a 4 semanas,
com desaparecimento das crostas e regeneracdo do tecido epitelial (ROBINSON e BALASSU,
1981; BUTTNER e RZIHA, 2002).

Ectima contagioso é considerado uma enfermidade benigna, entretanto, pode tornar-se
grave, quando ocorre envolvimento de outros érgéaos, além da pele, determinando grandes perdas
ao rebanho. A morbidade em animais jovens ou de rebanhos indenes pode ser alta, chegando a
100%, mas a mortalidade geralmente é baixa, porém em certos casos, pode ser alta, geralmente
em animais jovens, devido a infec¢Bes secundarias e manejo deficiente associados a infec¢do por
cepas de alta viruléncia (ROBINSON e BALASSU, 1981; BUTTNER e RZIHA, 2002).

No Brasil 0 EC foi descrito pela primeira vez em S&o Paulo (GUIMARAES, 1939) e
posteriormente em Pernambuco (TORRES, 1943), onde foi considerado um dos principais
problemas sanitarios da exploracdo caprina, e Rio Grande do Sul (GUERREIRO, 1954). Nos
anos 80 amostras do ECV foram isoladas de ovinos no Ceara (ARITA et al., 1986), €, na ultima
década, de caprinos em Minas Gerais, Rio de Janeiro (MAZUR e MACHADO, 1990) e
Pernambuco (OLIVEIRA et al., 1998).
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Figura 1 — Ovino com sintomatologia de ectima contagioso na propriedade do estado da Paraiba,
a e b) crostas no focinho, narinas, labios e regido maxilar; ¢ e d) crostas na face interna das

orelhas.
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Surtos de doenga epidérmica sugerindo infeccdo por EC tém sido observados em
muitos rebanhos de ovinos e caprinos em diferentes areas geogréaficas do Brasil (MAZUR et al.,
2000), merecendo atencdo a Regido Nordeste, onde a maioria dos rebanhos vem sendo explorada
em sistemas extensivo ou semi-extensivo, relacionados a subsisténcia, com manejo alimentar e
higiénico-sanitario inadequados, que propiciam o aparecimento de muitas enfermidades como o
EC, considerado uma das doencas mais frequentes (BANDEIRA, 2005; ALENCAR, 2008).

Apesar do desenvolvimento da ovinocaprinocultura brasileira, do carater endémico da
enfermidade e da sua importéncia, poucos trabalhos de pesquisa tém sido realizados com relagao
ao virus EC, que possam subsidiar o controle da enfermidade, que se fundamenta,
principalmente, na vacina¢do dos animais em areas endémicas (TORRES, 1943; ROBINSON e
BALASSU, 1981; KILELU, 1992; PINTO JUNIOR, 2007). Como ndo existem vacinas
inativadas contra EC que sejam eficientes, a vacinacao € realizada com virus vivo. Por isto, so €
recomendada em criagcGes endémicas, pois 0 uso da vacina implica na introdugdo do virus no
rebanho (PINTO JUNIOR, 2007).

Dentre os entraves tecnoldgicos para a producdo de vacinas, destaca-se a dificuldade de
replicacdo do virus em cultivo celular. Estudos in vitro utilizando amostras de ECV tém sido
realizados utilizando-se células de cultivo primario de testiculo caprino (MAZUR e MACHADO,
1990, HOSAMANI et al., 2007), de rim caprino (OLIVEIRA et al., 1998), queratinocitos de
prepucio de cordeiros(SCAGLIARINI et al., 2005), bem como células de linhagem continua
MDBK (OLIVEIRA et al., 1998) e Vero (VIKOREN et al., 2008). Nesses estudos tem sido
relatada a dificuldade de replicacdo do virus, pois nenhum dos modelos aplicados mostrou-se
permissivel a replicacdo continua de ECV. A auséncia de cultivo celular permissivel a replicacao
continuada de EC tem levado a comercializacdo no Brasil de vacina obtida a partir de suspenséao
de crostas de animais infectados (vacina Leivas Leite registrada no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA, sob o n°® 0260/75), que apresenta sério risco de disseminacao

de outras doencas, principalmente virais, ja que ndo é inativada (PINTO JUNIOR, 2007).

Baseado no exposto, este trabalho foi conduzido com o objetivo de isolar e avaliar o
comportamento de amostras de ECV em um novo sistema de cultivo celular primario de cornea
fetal caprina (CFC).
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Foram utilizadas crostas coletadas de nove ovinos e de dois caprinos que apresentavam

sintomatologia clinica de EC, originarios dos Estados da Bahia, Sergipe e Paraiba. As crostas

foram acondicionadas em frascos estéreis e enviados ao laboratdrio de virologia da Universidade

Federal Rural de Pernambuco em temperatura ambiente, onde foram conservadas a —20°C até o

inicio do processo para isolamento viral.

Tabela 1 — Amostras de crostas colhidas para isolamento do virus ectima contagiosos (ECV) de

acordo com a origem e espécie

Origem: Estado/Municipio)  Amostra Especie Localizagdo da crostas
Paraiba/Soledade BrPB16392 Ovina Orelha
BrPB 1639 F*  Ovina Face
BrPB 1642°  Ovina Face
BrPB 1642 0° Ovina Orelha
BrPB 1622 F  Ovina Face
BrPB 1661 Ovina Face
Sergipe/lporanga BrSE 111 Ovina Boca
BrSE llla Ovina Boca
Sergipe/Poco Verde BrSE | Ovina Boca
BrSE la Ovina Boca
BrSE Ic Ovina Boca
Bahia/Heliopolis BrBA Il Caprina Boca
BrBA lla Caprina Boca

& Amostras do mesmo animal (1639)
® Amostras do mesmo animal (1642).

As monocamadas de células epiteliais de cornea de feto foram obtidas por explantagéo e

cultivadas, seguindo a técnica descrita por Oliveira et al. (2007). Resumidamente, 0s explantes de

cérnea umedecidos em meio essencial minimo de Eagle (MEM), suplementado com antibidticos
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(penicilina e estreptomicina) e antifangicos (fugizon ou anfotericina B), foram transferidos para
garrafas plasticas de cultivo celular de 25 cm?, incubados a 37°C por 30 minutos, e adicionados 5
ml de MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), seguindo-se o cultivo em estufa
a 37°C, em atmosfera de 5% de CO., até total confluéncia da monocamada celular, onde foram
mantidas e avaliadas periodicamente através de microscopio invertido (Figura 2).

Isolamento e passagens em monocamada celular

As crostas foram maceradas com areia estéril, utilizando-se gral e pistilo, ressuspensas em
solucdo tampdo salina (PBS) pH 7,6, estéril, formando uma suspensédo, que foi clarificada por
centrifugacdo 3.000g, por 20 minutos, em temperatura de 25° a 27°. O sobrenadante coletado foi
tratado com 200/Ul/ml de penicilina G potassica, 2 mg/ml de sulfato de estreptomicina e 2 mg/ml
de anfotericina B3 e mantido em tubos Corning de 15 ml a 4°C por 24 horas, quando foram
inoculados em monocamada celular. De cada inoculo obtido, 1ml foi inoculando nas
monocamadas celulares na 72 passagem, cultivadas em garrafas de cultivo celular de 25cm? de
area de cultivo, incubadas durante 1 hora. Apds o periodo de incubacéo, o indculo foi removido e
a camada celular lavada duas vezes com MEM, em seguida procedeu-se com a colocacéo de 5 ml
de MEN suplementado com 2% de SFB e incubacdo a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,.
Paralelamente foi inoculado apenas MEM suplementado com 2% SFB, seguindo 0 mesmo

procedimento, sendo estas consideradas garrafas controle.

A cada 24 horas, as garrafas foram avaliadas, por observacdo detalhada da monocamada
celular, em microscopio de luz invertida, para observacdo da formacdo de efeito citopatico
(ECP). Quando foram observadas alteracbes nas monocamadas celulares em relacdo as
monocamadas controles, estas foram registradas de acordo com a seguinte classificacdo: + (até
25% de ECP); ++ (entre 25% e 50% de ECP); +++ (entre 50% e 75% de ECP); ++++ (75% a
100% de ECP). Todas as garrafas, que apresentaram ou ndao ECP, foram congeladas a -20°C, no
8° dia p.i. (pds-inoculacdo) e descongeladas por trés vezes consecutivas para preparacao do
indculo para a nova passagem. Foram realizadas sete passagens de cada amostra em células
epiteliais de cornea fetal caprina (CFC), adotando-se sempre a mesma metodologia (OLIVEIRA
et al., 1998).



Figura 2 — Cultivo priméario de células epiteliais de cdrnea fetal caprina (CFC) observadas em
microscopico opito de luz invertida: a e b) monocamada néo infectada corada pelo método de
Giemsa no aumento de 40 e 100X, respectivamente; ¢) monocamada infectada corada pelo
método de Giemsa no aumento 40X; d, e) inclusdo intracitoplasmética causada pela replica¢éo do
ECV no citoplasma celular, aumento de 100 e 600X, respectivamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentavam quadro de EC, com lesdes distribuidas principalmente nas areas
desprovidas de pélos, como face, labios, cavidade bucal, narinas e orelhas, com intensidade
variada, chegando a quadros graves como mostrado na Figura 1. Os achados sdo compativeis
com as descricdes classicas de EC (ROBINSON e BALASSU, 1981).

As amostras de crostas colhidas das &reas lesadas foram inoculadas em células epiteliais
de cornea fetal caprina, por sete passagens consecutivas, promovendo, 24 horas p.i., ECP
caracterizado pelo arredondamento celular, fusdo com formagdo de pequenos sincicios,
vacuolizacdo e corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos (Figuras 2d e 2e). Essas alteragcdes
celulares sdo compativeis com as descricdes de ECP causado pelos virus da familia
Parapoxivirus (ROBINSON e BALASSU, 1981).

O efeito citopatico foi observado nas monocomadas inoculadas em todas as sete
passagens, com intensidade de 25% a 100% de desprendimento da camada celular (Tabela 2),
que variou de acordo com a amostra. As amostras BrPB1639, BrBAIl e BrBAlla apresentaram
ECP mais intenso que as demais em todas as passagens realizadas (Tabela 2). A amostra
BrPB1639 foi obtida de um ovino do estado da Paraiba, que apresentava sinais clinicos severos
de EC (Figura 1), e as amostras BrBAIl e BrBAlla de caprinos do estado da Bahia. As demais,
todas de ovinos de distintos rebanhos, apresentaram ECP com intensidades variaveis entre as
passagens (Tabela 2). Esses achados sugerem variacdo entre as amostras, porém deve-se destacar
que as passagens foram feitas com volumes fixos dos indculos. Assim, diferencas do
comportamento entre as amostras podem ser devido a diferentes titulos iniciais dos indculos. Por
outro lado, ndo € possivel estabelecer relacdo entre intensidade de ECP e viruléncia, o que s
podera ser elucidada apos inoculacdo de animais susceptiveis. De acordo com Oliveira et al.
(1998), as alteracdes celulares de menor intensidade sdo observadas em amostras de ovinos, o
que ndo foi confirmado neste estudo, pois a maioria das amostras foi de ovinos, exceto BrSEI e
BrSEla, e apresentaram ECP maximo as 192 horas p.i. da primeira passagem, semelhantes as

amostras caprinas.
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Tabela 2 — Intensidade do efeito citopatico® causado pelas amostras do virus ectima contagioso
(ECV), de acordo com a passagem em cultivo primario de células epiteliais de cdrnea

fetal caprina (CFC), no oitavo dia pds-inoculacéo (p.i.)

Passagem (semana)

Amostra 3 % = ph 2 = =

BrPB1639° ++++ TH++ TH++ ++++ ++++ ++++ ++++
BrPB 1639 F° ++++ ++ TH++ +++ + ++++ ++++
BrPB 1642° ++++ TH++ ++ ++ +++ ++++ +++
BrPB 1642 O° ++++ TH++ TH++ ++++ + ++++ +++
BrPB 1622 F ++++ TH++ T4+ ++ +++ ++++ ++++
BrPB 1661 T4+ TH++ T4+ ++++ ++++ +++ +++
BrSE Il ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++ +++
BrSE Illa ++++ TH++ TH+++ ++++ ++++ ++++ +++
BrSE | ++ TH++ T4+ ++ ++++ ++++ +++
BrSE la + TH++ T+++ ++++ + +++ ++++
BrSE Ic ++++ T4+ T4+ ++++ ++++ ++++ +++
BrBA Il ++++ TH++ T+++ ++++ ++++ ++++ ++++
BrBA lla ++++ Tt++ Tt++ ++++ ++++ ++++ ++++

®ECP até 25% (+); entre 25% e 50% (++); entre 50% e 75% (+++); e entre 75% e 100% (++++)(Fonte:OLIVEIRA et
al., 1998).

®Amostras do mesmo animal (1639)

¢ Amostras do mesmo animal (1642).

O comportamento das amostras de ECV foi diferente dos achados de Oliveira et al.
(1998), que utilizando amostras de caprinos de Pernambuco e células de linhagem MDBK e de
cultivo primario de rim fetal caprino (RC), conseguiram a replicacdo viral apenas na primeira e
segunda passagens. A intensa replicacdo em todas passagens pode ser indicativo de adaptacdo das
amostras virais as células epiteliais de cornea, sistema de cultivo ainda ndo testado para
replicacdo de ECV. A escolha deste sistema ocorreu por serem as células de cérnea de facil
cultivo, pelos bons resultados na replicacdo de outros virus, como o da artrite-encefalite caprina
(CAEV) (OLIVEIRA et al., 2007), e por ser o ECV epiteliotropico (ROBINSON e BALASSU,
1981). Adicionalmente, é conhecido que o epitélio da cornea ndo € irrigado diretamente pela

corrente sanguinea (BURKITT et al., 1994), o que o torna menos accessivel aos agentes virais.
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Com isto, mesmo sendo de natureza epitelial, como outras células susceptiveis a infec¢do pelo
ECV, essas células poderiam conter receptores menos favoraveis a infec¢do viral por ndo terem
sido submetidas a forte pressdo de selecdo na interacdo virus/hospedeiro. Do ponto de vista
evolutivo, o contrério também é verdadeiro. Neste caso, as células de cdrnea seriam mais
permissiveis a infeccdo por ECV, o que poderia explicar, em parte, a melhor replicatividade em
culturas de células de cdrnea, quando em comparacdo com 0s resultados obtidos em outros
estudos, que relatam o insucesso ou sucesso parcial na replicacdo in vitro de ECV em outras
células (MAZUR e MACHADO, 1990; OLIVEIRA et al., 1998; SCAGLIARINI et al., 2005;
HOSAMANI et al., 2007; VIKOREN et al., 2008).

Em algumas amostras foi observado que na terceira, quarta e quinta passagens, ocorreu a
formacdo de ECP de menor intensidade. Segundo Webster (1958) e Pyer (1990), isto pode
ocorrer apds adaptacdo do ECV as culturas celulares, chegando as vezes a nao ser mais
observado formacdo de ECP, temporariamente, e que volta a ser observado com passagens
sucessivas, provavelmente para selecdo de amostras virais de maior poder infeccioso para a
populacdo celular exposta. Por outro lado, as varia¢fes observadas entre as amostras de ECV em
cultivo celular, dependem também do nivel de adaptacdo do virus ao soro utilizado na
suplementacio do meio de cultura. E possivel que as diferencas entre amostras tendam a
desaparecer com passagens sucessivas (HUSSAIN e BURGER, 1988; MAZUR e MACHADO,
1990).
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CONCLUSOES

1. As culturas de células primérias de cérnea fetal caprina mostraram-se altamente permissiveis
a replicacdo do ECV. Acredita-se que poderdo ser utilizadas para replicacdo em escala desse
virus.

2. As amostras de ECV isoladas mostraram-se adaptadas ao cultivo de células primarias de
cérnea fetal caprina (CFC), com pequena varia¢do entre as amostras.

3. Resultados obtidos podem gerar estudos, que possivelmente, podera possibilitar a obtencéo de

vacina.
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5 Conclusoes Finais
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1. As culturas de células primérias de cornea fetal caprina mostraram-se altamente

2.

permissiveis a replicagdo do ECV. Acredita-se que poderdo ser utilizadas para replicacdo
em escala desse virus.

As amostras de ECV isoladas mostraram-se adaptadas ao cultivo de células primérias de
cornea fetal caprina, com pequena variagdo entre as amostras.

Resultados obtidos podem gerar estudos, que possivelmente, poderd possibilitar a
obtencdo de vacina.



