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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

CARACTERIZACAO GENETICA E FENOTIPICA DE AMOSTRAS DO
VIRUS DO ECTIMA CONTAGIOSO
AUTOR: MATHIAS MARTINS
ORIENTADOR: RUDI WEIBLEN
Santa Maria, 3 de fevereiro de 2014

O virus da orf (ORFV) pertence a familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae
género Parapoxvirus e € 0 agente etioldgico do ectima contagioso, uma doenca mucocutanea
que afeta principalmente ovinos e caprinos jovens e pode, ocasionalmente, afetar pessoas.
Clinicamente, a enfermidade evolui com a formacao de areas hiperémicas, vesiculas, pustulas,
Ulceras e lesbes proliferativas e crostosas sobre a pele dos labios, comissura labial e narinas.
Apresentacdes clinicas variaveis, com diferentes graus de severidade, ocorrem frequentemente
e podem estar associadas a caracteristicas do hospedeiro e, principalmente, a caracteristicas
genéticas do agente. O presente trabalho teve como objetivo investigar o fenotipo in vivo e
caracterizar genes de viruléncia de quatro amostras de ORFV oriundas de surtos no Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil. Para isso, foram utilizados vinte ovinos, com idade entre 6 e 8 meses,
divididos em cinco grupos de quatro animais cada. Os ovinos foram inoculados na comissura
labial com homogeneizados de crostas (titulos virais 10>® DICCso/ml) obtidas dos surtos
(amostras SV269/11, SV252/11, SV581/11 e SV820/10-Cangucu). Os animais foram avaliados
durante 30 dias com relacdo aos aspectos clinicos e viroldgicos, por inspecdo clinica e coleta
de suabes das lesdes para deteccdo da excrecdo viral. As manifestacdes clinicas foram
convertidas em um escore clinico, para cada animal e para 0s grupos. Os animais inoculados
com o0s as quatro amostras desenvolveram lesdes tipicas de ectima contagioso, caracterizadas
por hiperemia, papulas, maculas, vesiculas e pustulas, e formacéo de crostas em diferentes graus
de intensidade e duragdo. As amostras SV269/10 e SV820/10-Cangugu induziram lesdes mais
graves, escores clinicos maiores e maior tempo de duracdo das lesdes. Os animais inoculados
com a amostra SV581/11 desenvolveram lesdes e escores clinicos significativamente inferiores
aos demais grupos, mas excretaram o virus por periodo mais longo. Para a caracterizacdo
genética, foi realizada a amplificagdo por PCR e sequenciamento de nucleotideos de trés genes
de viruléncia (VEGF, VIR e IL-10v). Foram identificadas delecGes e muta¢fes nas sequéncias
dos genes VEGF e IL-10v das amostras SV581/11 e SV252/11. O grau de identidade de
aminoéacidos entre as amostras foi variavel, sendo que a menor homologia foi encontrada no
gene VEGF da amostra SV581/11, quando comparado com 0s demais virus e a cepa padrdo.
Assim, os resultados obtidos demonstram que as amostras SV581/11 e SV252/11, em especial
a primeira, foram menos virulentas em ovinos do que as amostras SV269/11 e SV820/10-
Cangugu. Possivelmente essa diferenca fenotipica observada in vivo seja resultado das
alteracOes genéticas detectadas nos genes de viruléncia.

Palavras-chave: orf, ORFV, viruléncia, fen6tipo in vivo, imunomodulacdo, fator de viruléncia,
VEGF, VIR, IL-10v.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
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GENETIC AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF
CONTAGIOUS ECTHYMA VIRUS ISOLATES
AUTHOR: MATHIAS MARTINS
ADVISER: RUDI WEIBLEN
Santa Maria, February 3", 2014

Orf virus (ORFV) belongs to the family Poxviridae, subfamily Chordopoxvirinae and
genus Parapoxvirus and is the agent of contagious ecthyma, a mucocutaneous disease that
affects mainly young sheep and goats and, occasionally, may affect people. The clinical lesions
progress through stages of hyperemia, papules, vesicles, pustules, ulcers and proliferative and
scabby lesions, located mainly on the labial commissure, lips and nostrils. Variable clinical
lesions with different degrees of severity often occur in sheep and goats, and may be associated
with host and/or viral genetics. The present study aimed to investigate the phenotype in vivo
and to characterize virulence genes of four ORFV isolates recovered from contagious ecthyma
outbreaks in Rio Grande do Sul State, Brazil. Twenty sheep, aged 6 and 8 months, were divided
into five groups of four animals each and inoculated in the labial commissure with homogenates
of scabs (viral titers 10>6TCIDso/ml) obtained from different outbreaks: SV269/11, SV252/11,
SV581/11 and SV820/10-Cangugu. The animals were evaluated for 30 days in clinical and
virological aspects by clinical inspection and swab collection for virus isolation. A clinical score
was established for each animal and group. All ORFV inoculated animals developed classical
ecthyma contagious lesions, characterized by hyperemia, papules, macules, vesicles, pustules
and scabs in varied degrees and duration. SV269/10 and SV820/10-Cangucu isolates induced
more severe lesions resulting in higher clinical scores and longer duration of lesions. The
animals inoculated with SVV581/11 developed milder lesions and clinical scores significantly
lower than other groups, but they shed virus for a longer period of time. For genetic analyses,
PCR amplification and nucleotide sequencing of three virulence genes (VEGF, VIR and IL-
10v) were performed. Deletion and mutations on VEGF and IL-10v amino acid sequence of
SV581/11 and SV252/11 isolates were identified. The degree of amino acid identity among
ORFV sequences was variable, and the lowest homology was found in the VEGF gene of
SV581/11 when compared with the standard strains and other viruses. Thus, the present results
showed that SVV581/11 and SV252/11 isolates, particularly the former, are less virulent in sheep
than SV269/11 and SV820/10-Cangucu. Possibly, the variable phenotypic observed in vivo is
due to genetic alterations detected in the analyzed virulence genes.

Key words: orf, ORFV, virulence, phenotype in vivo, immunomodulation, virulence factor,
VEGF, VIR, IL-10v.
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1. INTRODUCAO

O ectima contagioso, também conhecido como orf, estomatite ou dermatite pustular
contagiosa, € uma enfermidade viral que cursa com lesdes crostosas e proliferativas na pele e
nas juncdes mucocutaneas de ovinos, caprinos e, ocasionalmente, do homem (ROBINSON &
BALASSU, 1981; HAIG & MERCER, 1998). A denominacdo orf deriva de uma expressao
inglesa antiga para aspecto rugoso, referindo-se as caracteristicas clinicas das lesées (CANAL,
2007).

O ectima contagioso é causado pelo virus da orf (ORFV) que pertence a familia
Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae e género Parapoxvirus (HAIG & MERCER, 1998).
Outros membros do género Parapoxvirus incluem o virus da pseudovariola (PCPV), o virus da
estomatite papular bovina (BPSV), associados com lesdes de pele em bovinos, e o0s
parapoxvirus dos veados na Nova Zelandia (PVNZ) (MURPHY et al., 1999). Os parapoxvirus
(PPVs) sdo genética e antigenicamente relacionados entre si, e apresentam grande similaridade
na organizacao genémica e mecanismos de viruléncia (FLEMING et al., 1993). O ORFV é um
virus envelopado, contém uma fita dupla de DNA linear como genoma, com aproximadamente
140 Kb, conteudo médio de G + C de 64% e codifica aproximadamente 132 produtos
(DELHON et al., 2004).

O ORFV ¢é o0 membro mais importante dos PPV em animais de interesse econémico
(BUTTNER & RZIHA, 2002). O ectima contagioso possui distribuicdo mundial, sendo
endémico na maioria dos paises que possuem criacfes comerciais de ovinos e caprinos
(ROBINSON & BALASSU, 1981). A estimativa da soroprevaléncia da infeccdo pelo ORFV é
prejudicada pelo fato do virus induzir baixos niveis de anticorpos neutralizantes, de dificil
deteccdo em testes de soroneutralizacdo (HAIG & MERCER, 1998). Por esse motivo, a doenca
tem sido estimada com base na ocorréncia da doenca em rebanhos (ROBINSON, 1983). Outra
maneira de verificar a prevaléncia da enfermidade sdo testes imunoenzimaticos, ja utilizados
na Arabia e na Turquia, onde a soroprevaléncia observada foi de 60% e 52,8%, respectivamente
(HOUSAWI et al., 1992; GOKCE et al., 2005).

InfeccOes pelo ORFV levam a importantes perdas econdmicas nos rebanhos afetados,
devido a sua alta morbidade. Os animais jovens geralmente sdo os mais afetados, justamente
pela auséncia de imunidade ao virus e maior susceptibilidade as infec¢bes (HAIG, 2006).
Nesses animais, as lesdes se localizam ao redor da boca e narinas que, além de predispor a

infeccdes secundarias, limitam a ingestdo de alimentos, reduzindo o ganho de peso (HAIG &
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MERCER, 1998). Embora a morbidade seja elevada, a mortalidade ¢é baixa e, quando ocorre,
pode-se atribuir & incapacidade de amamentacdo (devido as lesbes) ou pelas infeccdes
oportunistas, por bactérias e parasitas (GUNBRELL & McGREGOR, 1997). Em fémeas
lactantes, as lesdes sdo encontradas principalmente ao redor dos tetos, o que pode favorecer 0s
quadros de mastites, aumentando as perdas (MAVROGIANNI et al., 2006). As lesdes em
humanos sdo leves e autolimitantes, que tendem a se resolver em poucas semanas (HAIG &
MERCER, 1998).

A disseminacdo da infeccdo entre os animais é rapida, e a transmiss@o pode ocorrer pelo
contato direto com os animais infectados, com as crostas das lesdes eliminadas no solo ou com
alimentos e pastos contaminados (FLEMING & MERCER, 2007). Um conceito cléssico da
epidemiologia da infec¢cdo pelo ORFV é gque cordeiros jovens se contaminam pelo contato com
as crostas contaminadas eliminadas no ambiente pelos animais infectados no ano anterior
(ROBINSON & BALASSU, 1981). McKEEVER & REID (1986) demonstraram que isso €
possivel quando as crostas ficam em locais secos, como estdbulos. Quando expostos as
condi¢cdes ambientais, como sol e chuva, 0s virions presentes nas crostas parecem perder
rapidamente a infectividade e, por isso, o papel das crostas como fonte de infeccdo para novos
surtos tem sido questionado (McKEEVER & RAID, 1986).

Em geral, as lesdes resultantes da infeccdo pelo ORFV séo proliferativas e nodulosas e
se restringem ao epitélio dos labios, narinas e mucosa oral (HOSAMANI et al., 2009). Apds
penetrar por abrasdes na pele, juncdo dos labios ou mucosa oral (FLEMING & MERCER,
2007), o virus replica localmente nas células da epiderme (HAIG et al., 1997), especificamente
nos queratindcitos em diferenciacdo, sendo que o requisito basico para infeccdo ndo é a
destruicdo da epiderme em si, mas a proliferacdo dos queratindcitos associada com processo de
reparo tecidual (McKEEVER et al., 1988). O periodo de incubacédo varia entre dois e seis dias
e as lesbes progridem pelos estagios de eritema, macula, papula, vesicula, pdstula e crosta
(HAIG, 2006; FLEMING & MERCER, 2007; CARGNELUTTI et al.,, 2011). Lesdes
adjacentes podem coalescer e com a progressdo da doencga culminam com a formagéo de crostas
(BUTTNER & RZIHA, 2002; FLEMING & MERCER, 2007). As lesdes crostosas sao salientes
e frequentemente apresentam rachadura e sangramento, podendo predispor a infeccGes
secundarias e miiase (CANAL, 2007). De maneira geral, a resolugéo das infecgdes primarias
ocorre em quatro a seis semanas (HAIG et al., 1997; HAIG, 2006; FLEMING & MERCER,
2007; CARGNELUTTI et al., 2011). As lesOes resultantes de reinfecgOes progridem pelos
mesmos estagios, mas geralmente sdo menores, ndo proliferativas e se resolvem mais
rapidamente (HAIG & MCcINNES, 2002).
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N&o hé evidéncias da disseminacdo hematdgena do ORFV (HAIG & McINNES, 2002).
A resposta imune a infeccdo e reinfeccdo pelo ORFV tem sido investigada (YIRRELL et al.,
1989; HAIG & MCINNES, 2002; HAIG, 2006), sendo que muitos aspectos da complexa
interacdo virus-hospedeiro ainda permanecem desconhecidos. Além disso, o fato da imunidade
gerada pelo ORFV ser de curta duragéo, dificulta ainda mais o entendimento dessa interagéo
(FLEMING & MERCER, 2007). Evidéncias sugerem que a imunidade celular desempenha
papel mais importante do que a imunidade humoral na protecdo contra infeccdo pelo ORFV
(FLEMING & MERCER, 2007). Embora a resposta imune a infeccdo pelo ORFV seja
aparentemente eficiente, um fato marcante € a habilidade do virus de reinfectar e replicar
repetidamente em seu hospedeiro (HAIG & MERCER, 1998). Existem algumas possiveis
explicacbes para este fato: 1. a infeccdo pelo ORFV é aguda e aparentemente restrita aos
queratinécitos da epiderme, o que permite ao virus uma replicacdo inicial anterior ao
recrutamento dos mecanismos efetores da imunidade antiviral; 2. a infec¢do pode néo estimular
uma resposta protetora; 3. o0 virus utiliza mecanismos para subverter ou interferir com
componentes do sistema imune, conforme ja foi demonstrado para os poxvirus (HAIG et al.,
1997).

O ORFV esta amplamente difundido nos rebanhos ovinos e caprinos do Brasil,
ocorrendo em surtos de doenca cutanea com apresentacgdes clinicas variaveis (SALLES et al.,
1992; LANGONI et al., 1995; CATROXO et al., 2002; NOBREGA et al., 2008). As
apresentacdes da enfermidade chamam atencdo pela ocorréncia de lesdes de diferentes
gravidades e distribuicdo. As lesdes em diferentes surtos variam desde hiperemia e discretas
pUstulas e crostas ao redor da boca e das narinas (SCHMIDT, 2012), até a presenca de lesbes
crostosas e exudativas multifocais, com envolvimento de regides mucocutaneas e pele
(SALLES et al., 1992; SCHMIDT, 2012). J& foram descritos casos mais graves, quando 0s
animais desenvolvem lesdes de longa duracdo no es6fago, no intestino e no trato respiratorio
(LEITE-BROWNING, 2008). Apresentacéo atipica com predominio de lesdes nos membros e
na cabeca com persisténcia por mais de dois meses foram descritas em surtos em ovinos nos
EUA (SMITH et al., 2002). Também nos EUA, foi descrito um surto de ectima de longa
duracdo em cabritos jovens que desenvolveram lesdes proliferativas generalizadas, algumas
vezes apresentando artrite supurativa, pneumonia e involugdo precoce do timo (DE LA
CONCHA-BERMEJILLO et al., 2003). No Brasil, um surto em cabras com apresentacao
multifocal e alta letalidade foi descrito no estado do Pard. As cabras doentes apresentaram

lesdes nodulares e proliferativas com tamanhos entre 3-8cm disseminadas na pele das axilas,
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tetos, Ubere, vulva, base da cauda, abdome, ao redor dos cascos, nos labios e narinas (DE
OLIVEIRA et al., 2012).

Diversos fatores do hospedeiro podem influenciar nas diferentes manifestacdes clinicas
do ectima contagioso, como o carater de infecgdo (infeccdo priméaria ou reinfecgdes), a idade
dos animais, susceptibilidade genética, estresse e estado imunoldgico do hospedeiro (HAIG &
MERCER, 1998; YERUHAM et. al., 2000; DE LA CONCHA-BERMEJILLO et al., 2003;
HAIG 2006). Fatores ambientais, como a presenca de vegetacdes mais abrasivas podem causar
lesGes de continuidade e favorecer a penetracéo e disseminacao do virus (SALLES et al., 1992)
e, principalmente, caracteristicas do agente, como os fatores de viruléncia e as proteinas virais
envolvidas na evasdo da resposta imune do hospedeiro, podem influenciar nas diferentes
manifestacdes clinicas (HAIG, 2006).

Alguns genes dos ORFV codificam proteinas que estdo envolvidas nos mecanismos de
evasdo da resposta imune do hospedeiro e na patogenia viral (DELHON et al., 2004). Entre
esses genes, destacam-se o fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF), a proteina que
confere resisténcia ao interferon (VIR) e a interleucina 10 viral homologa a ovina (IL-10v). O
VEGF desempenha papel fundamental na infeccéo e desenvolvimento das lesdes proliferativas
causadas pelo ORFV (LYTTLE et al., 1994), e sua funcéo foi comprovada pela construcdo de
virus deletados nesse gene, que se tornaram atenuados, produzindo lesdes de baixa severidade
em ovinos (SAVORY et al., 2000). O produto do gene VIR também est& envolvido na patogenia
do ORFV, pois na fase inicial da infeccdo esta proteina bloqueia a producdo de interferon
facilitando a infeccdo e a replicacdo viral nos queratindcitos. O gene da IL-10v pode promover
a imunossupressdo do hospedeiro e facilitar a replicagdo viral (HAIG et al., 2002). Além disso,
ORFV com delecdo parcial ou completa neste gene s@o comprovadamente atenuados em
ovinos, produzindo lesGes pequenas e de rapida resolucdo (FLEMING et al., 2007). Assim,
variacGes encontradas na composi¢cdo molecular destes genes podem resultar na alteracdo
conformacional das proteinas codificadas e interferir na apresentagdo da infec¢do in vivo
(COTTONE et al., 1998).

Diversos surtos de ectima contagioso em ovinos tem sido identificados no Rio Grande
do Sul (SCHMIDT, 2012), sendo que, em alguns casos, a apresenta¢do clinica e o grau de
severidade das lesdes divergem marcadamente. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar o fendtipo in vivo e caracterizar genes de viruléncia de quatro amostras de ORFV

oriundas de surtos ocorridos no Estado do Rio Grande do Sul.



2. CAPITULO 1

Caracterizacdo genética e fenotipica de amostras do virus do ectima contagioso

Mathias Martins, Juliana F. Cargnelutti, Eduardo F. Flores, Rudi Weiblen

(Artigo submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira — 2014)
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Caracterizacdo genética e fenotipica de amostras do virus do ectima contagioso?

Mathias Martins?, Juliana F. Cargnelutti?, Eduardo F. Flores?”, Rudi Weiblen?

ABSTRACT. - Mathias Martins, Juliana F. Cargnelutti, Eduardo F. Flores, Rudi Weiblen. 2014
[Genetic and phenotypic characterization of contagious ecthyma virus isolates.] Pesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Virologia, Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais (CCR), Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). Av. Roraima, 1000. Bairro Camobi, Santa Maria, RS, Brasil. CEP 97105-900. E-
mail:eduardofurtadoflores@gmail.com.com.br

Contagious ecthyma is a muco-cutaneous, debilitating disease caused by orf virus (ORFV) that
affects mainly sheep and goats. The objective of this study was to investigate the phenotype in
vivo and to characterize virulence genes of four ORFV isolates recovered from outbreaks in Rio
Grande do Sul State, Brazil. For this, 20 lambs, aging between 6 and 8 months, were allocated
in five groups of four animals. The animals of four groups were inoculated in the labial
commissure with scab homogenates (viral titer 10%¢ TCID50/ml) from each of the following
outbreaks: SV269/11, SV252/11, SV581/11 and SV820/10-Cangucu. A fifth group was
inoculated with minimal essential medium. The lambs were evaluated during 30 days regarding
to clinical and virological aspects, by clinical inspection and swab collection for virus isolation.
All inoculated animals developed typical lesions of contagious ecthyma, characterized by
macules, papules, vesicles, pustules and extensive scab formation. The animals inoculated with
SV269/11 and SV820/10-Cangucu isolates developed more severe lesions, resulting in highest
clinical scores, and of longer duration. Sheep inoculated with SV581/11 isolate developed

milder lesions than the other groups yet shed virus for a longer period of time. For genetic

2 Setor de Virologia, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade
Federal de Santa Maria, sala 4200, prédio 20, Av. Roraima, 1000, bairro Camobi, Santa Maria, RS, Brasil. CEP
97105-900.
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characterization,three virulence genes (VEGF, VIR and IL-10v) of the ORFV isolates were
amplified by PCR and submitted to nucleotide sequencing and bioinformatics analysis.
Important amino acid deletions and mutation were identified in VEGF and IL-10v genes of
SV581/11 and SV252/11 isolates. The identity of amino acids was variable among the viruses,
but the lower homology was identified in VEGF gene of SV581/11 isolate in comparison with
other viruses and ORFV standard strain (OV-1A82). Thus, the results demonstrated that
SV581/11 and SV252/11 displayed lower virulence in sheep than SV269/11 and SV820/10-

Cangucu, possibly associated with the changes observed in virulence genes.

INDEX TERMS: orf, ORFV, virulence, phenotype in vivo, immunomodulation, virulence
factor, VEGF, VIR, IL-10.

RESUMO. - O ectima contagioso é uma doenga mucocutanea debilitante causada pelo virus
da orf (ORFV) que afeta principalmente ovinos e caprinos. O objetivo deste estudo foi
investigar que o fenotipo in vivo e caracterizar genes de viruléncia de quatro amostras de ORFV
oriundas de surtos no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Para isto, 20 ovinos, com idade entre
6 e 8 meses, foram distribuidos em cinco grupos de quatro animais cada. Os animais de quatro
grupos foram inoculados na comissura labial com homogeneizados de crostas (titulo viral
10>5DICCso/ml) obtidas de cada um dos seguintes surtos: SV269/11, SV252/11, SV581/11 e
SV820/10-Cangucu. Um quinto grupo foi inoculado com meio essencial minimo. Os cordeiros
foram avaliados durante 30 dias em relacdo aos aspectos clinicos e viroldgicos por inspecédo
clinica e coleta de suabe para isolamento viral. Todos os animais inoculados desenvolveram
lesBes tipicas de ectima contagioso, caracterizadas por maculas, papulas, vesiculas, pustulas e
extensiva formacao de crostas. Os animais inoculados com as amostras SVV269/11 e SVV820/10-
Cangucu desenvolveram lesdes mais severas, resultando em um escore clinico mais alto e maior
duragdo. Ovinos inoculados com a amostra SV581/11 desenvolveram lesdes mais brandas que
0S outros grupos, porém excretaram o virus por periodo mais longo. Para caracterizacdo
genética, trés genes de viruléncia (VEGF, VIR e IL-10v) foram amplificados por PCR e
submetidos a sequenciamento de nucleotideos e analise de bioinformética. Dele¢des e mutaces
de nucleotideos foram identificadas nos genes VEGF e IL-10v das amostras SV581/11 e
SV252/11. A identidade de aminoé&cidos foi variavel entre as amostras virais, mas a homologia
mais baixa foi observada no gene VEGF da amostra SV581/11 em comparagdo com as outras
amostras e a cepa padrdo de ORFV (OV-1A82). Assim, os resultados demonstram que as

amostras SV581/11 e SV252/11 apresentam menor viruléncia em ovinos do que as amostras
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SV269/11 e SV820/10-Cangugu, possivelmente associada as mudancgas observadas nos genes

de viruléncia.

TERMOS DE INDEXAGCAO: orf, ORFV, viruléncia, fendtipo in vivo, imunomodulac&o, fator
de viruléncia, VEGF, VIR, IL-10.

INTRODUCAO

O virus da orf (ORFV) pertence a familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae,
género Parapoxvirus, e € o0 agente etioldgico do ectima contagioso, uma enfermidade
mucocutéanea debilitante que afeta principalmente ovinos e caprinos. Ocasionalmente, 0 ORFV
pode causar uma forma mais branda em pequenos ruminantes silvestres e humanos (Haig &
Mercer 1998). Outros membros do género Parapoxvirus incluem o virus da pseudovariola
(PCPV), o virus da estomatite papular bovina (BPSV) e os parapoxvirus dos veados na Nova
Zelandia (PVNZ) (Murphy et al. 1999). Os parapoxvirus (PPVs) sdo genética e antigenicamente
relacionados entre si e apresentam grande similaridade na organizagdo gendmica e mecanismos
de viruléncia (Fleming et al. 1993).

O ectima contagioso afeta principalmente animais jovens caracterizando-se por lesdes
inflamatorias proliferativas, mais comumente ao redor da boca e das narinas (Haig 2006). As
lesGes sdo progressivas e debilitantes, reduzindo a capacidade dos animais se alimentarem
(Haig 2006, Fleming & Mercer 2007). Embora a mortalidade associada com a doenca seja
geralmente baixa, a morbidade pode chegar proximo de 100% (Mazur & Machado 1989,
Gumbrell & McGregor 1997). A disseminacdo da infecgdo no rebanho é rapida e ocorre pelo
contato direto entre animais ou por contato com crostas das leses que permanecem no ambiente
(Fleming & Mercer 2007).

O ORFV possui distribuicdo mundial e estd amplamente difundido nos rebanhos
ovinos e caprinos do Brasil, ocorrendo em surtos de doenca cutanea com apresentacgdes clinicas
variaveis (Salles et al. 1992, Langoni et al. 1995, Catroxo et al. 2002, Nobrega et al. 2008).
Essas lesdes variam desde hiperemia e discretas pustulas e crostas ao redor da boca e das narinas
(Schmidt 2012), até a presenca de lesGes crostosas e exsudativas multifocais, com envolvimento

de regides mucocutaneas e pele (Salles et al. 1992, de Oliveira et al. 2012, Schmidt 2012). Ha



18

também, a descricdo de casos graves, quando os animais desenvolvem lesdes de longa duragéo
no es6fago, no intestino e no trato respiratério (Leite-Browning 2008).

Diversos fatores do hospedeiro, do meio e do agente podem influenciar nas diferentes
manifestacdes clinicas do ectima contagioso, como o carater de infecgéo (infec¢do primaria ou
reinfecgdes), a idade dos animais, susceptibilidade genética, raca, estresse e status imunoldgico
do hospedeiro, entre outras (Haig & Mercer 1998, Yeruham et al. 2000, De La Concha-
Bermejillo et al. 2003, Haig 2006). Também influenciam o curso clinico e a apresentacao das
lesGes a presenca de lesbes de continuidade ocasionados pelas vegetacdes mais abrasivas (Salles
etal. 1992) e, principalmente, caracteristicas virais, como os fatores de viruléncia e as proteinas
virais envolvidas na evasao da resposta imune do hospedeiro (Haig 2006).

Genes que codificam proteinas envolvidas na modulacdo do sistema imune e na
viruléncia viral foram identificados no genoma dos ORFVs (Delhon et al. 2004, Fleming &
Mercer 2006, Mercer et al. 2006). Entre estes genes, destacam-se o gene codificante do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF; ORF132), que produz a principal proteina viral
relacionada com a viruléncia do ORFV in vivo (Lyttle et al. 1994), e os genes da interleucina
10 ort6loga a ovina (IL-10v; ORF127) e do fator de resisténcia ao interferon (VIR; ORF020)
que codificam proteinas que interferem com a resposta imune do hospedeiro em beneficio da
replicacdo viral (Fleming et al. 1997, Haig & Mercer 1998). O envolvimento desses genes na
viruléncia e na patogenia do ORFV foi comprovado pela producdo de virus mutantes, com
delecBes completas ou parciais nesses genes, que se tornaram altamente atenuados in vivo,
produzindo lesBes localizadas, sem carater proliferativo e de rapida resolu¢do em ovinos e
caprinos. Assim, delecdes/mutagcdes nesses genes podem ser cruciais para a replicacdo e
patogenia do ORFV no hospedeiro (Cottone et al. 1998).

Varios surtos de ectima contagioso tem sido identificados em ovinos no Rio Grande
do Sul (Schmidt 2012), sendo que, em alguns casos, a apresentacdo clinica e o grau de
severidade das lesdes divergem marcadamente. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar o fendtipo in vivo e caracterizar genes de viruléncia de quatro amostras de ORFV

oriundas de surtos ocorridos em diferentes municipios do Estado do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental. Vinte ovinos da raga Ideal, com idade entre seis e oito meses,

provenientes de uma propriedade sem historico clinico de ectima contagioso ha pelo menos oito
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anos, foram alocados em cinco grupos de quatro animais e inoculados com cada uma das quatro
amostras virais ou com meio essencial minimo (MEM). Apo6s a inoculacdo, os animais foram
avaliados nos aspectos clinicos e virologicos por 30 dias. A caracterizacdo molecular de trés
genes de viruléncia (VEGF, VIR e IL-10v) foi realizada apo6s a amplificacdo parcial ou total
dos genes e o0 sequenciamento de nucleotideos. Todos os procedimentos realizados com animais
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Maria (Parecer 101/2010).

Celulas e virus. O isolamento, amplificacdo e quantificacdo viral foram realizados em
células de cultivo primério de corneto etmoidal ovino (CEQO) cultivadas em meio essencial
minimo (MEM) contendo penicilina (1,6mg.L™), estreptomicina (0,4mg.L™) e anfotericina B
(2,25mg.L™?) e suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os virus utilizados no
experimento (SV269/11, SV 252/11, SV 581/11 e SV820/10-Cangucu) foram isolados de surtos
de ectima ocorridos em ovinos de quatro municipios do Rio Grande do Sul (Schmidt 2012).
Crostas provenientes dos surtos foram maceradas com auxilio de cadinho e pistilo em uma
proporcéo de 1:10 (peso/volume). Os macerados foram centrifugados e o sobrenadante foi
coletado e serviu como indculo. A gquantificacdo viral foi realizada por diluicdo limitante e os
titulos calculados de acordo com Reed & Muench (1938).

Inoculagdo e monitoramento dos animais. Os ovinos foram inoculados com 300uL
de uma suspensao viral com titulo de 10>° doses infectantes para 50% dos cultivos celulares
(DICCsp)/mL na comissura labial, pelo gotejamento sobre uma area previamente escarificada
com agulha hipodérmica, seguido de friccdo com suabe. Os animais do grupo controle foram
inoculados com 300pL de MEM. Os grupos foram mantidos separadamente em campo nativo
sem contato entre 0s grupos durante o periodo do experimento, recebendo feno de alfafa uma
vez ao dia e agua ad libitum.

Os animais foram monitorados durante 30 dias em relacdo aos aspectos clinicos e
viroldgicos. A cada dois dias foram realizadas inspecfes visuais das areas de inoculacdo por
dois avaliadores que desconheciam a distribuicdo dos grupos. Foram avaliados quatro
pardmetros: hiperemia, vesiculas e/ou pustulas, crostas, exsudagéo e/ou sangramento. Para cada
parametro estabeleceu-se 0 escore que variou entre auséncia (0), leve ou pequeno numero (1),
moderada ou em numero moderado (2), severa ou em grande numero (3). A partir deste critério,
foram obtidos os escores clinicos diarios por animal através da soma dos escores para cada
parametro. Foi realizada a soma dos escores clinicos acumulados para cada animal, obtida a

média do escore de cada grupo e calculado o erro padrdo da média (media + EPM).
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Suabes das lesbes coletados a cada dois dias até o dia 30 pos-inoculacdo (pi) foram
submetidos ao isolamento viral em cultivos de CEO. Os suabes foram drenados, centrifugados
por 5 min a 3000 rpm, e 150 pl do sobrenadante foram inoculados em cultivo celular de 24 h
em placas de 24 cavidades. Os cultivos foram monitorados diariamente para a observacéo de
efeito citopatico durante trés passagens de cinco dias cada.

Anélise estatistica. Os escores clinicos diarios observados para cada grupo e o tempo
de excrecéo viral foram comparados pela Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo Teste t
de Student. As andlises foram realizadas utilizando o programa ASSISTAT (2013).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de nucleotideos. Trés
genes de viruléncia dos ORFVs (VEGF, VIR e IL-10v) foram analisados. Para isso, DNA total
extraido de células de corneto etmoidal ovino infectadas com cada isolado foi submetido a
amplificacdo por PCR com oligonucleotideos iniciadores descritos no Quadro 1. Cada reacao
de PCR foi realizada com, aproximadamente 8 pl (100-200 ng/ul) do DNA total adicionado a
92 ul de uma solugdo contendo 2 uM dos iniciadores, 10 mM de dNTPs, 10 ul de tampao de
reacdo 10x, 0,4 mM de MgCl, e 1 U da enzima Taq polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), sob as seguintes condi¢fes: um ciclo de 95°C por 9 minutos (min), seguidos por 30
ciclos de denaturagdo (95°C, 1 min), anelamento dos iniciadores (1 min, temperatura
dependente de cada gene) e extensdo (72°C, 1 min), com uma extenséo final de 10 min (72°C).
A temperatura de anelamento dos iniciadores foi de 40 °C para o gene VEGF, 58 °C parao VIR
e 60 °C para o gene da IL-10v. Os produtos de PCR (5 pl) foram analisados em gel de agarose
a 1,5%, corados com o reagente Gel Red® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), sob luz
ultravioleta.

Para o sequenciamento de nucleotideos (nt), 90 ul do produto de PCR de cada amostra
foi purificado utilizando o PureLink® Quick Gel Extration and PCR Purification Combo Kit
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), conforme instrucdes do fabricante. As amostras
foram encaminhados para sequenciamento no Laboratério ACTGene Anélises Moleculares
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil) em quadruplicatas e processadas
em sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50
cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram analisadas pelo
programa Staden (STADEN, 1996), para obtencdo da sequéncia consenso. O alinhamento e a
matriz de identidade foram realizados utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment
Editor Software suite, versdo 7.0.5.3. As sequéncias dos isolados utilizados no estudo foram
comparadas entre elas e com o genoma da cepa de referéncia OV-1A82 disponivel no Genbank
(acesso AY386263).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas quatro amostras de ORFV oriundas de surtos de ectima contagioso
ocorridos no Estado do Rio Grande do Sul, cujos ovinos apresentaram manifestacoes clinicas e
severidade de infecgdo variaveis (Schmidt 2012). Alguns animais apresentaram lesdes leves e
restritas a comissura labial (SV581/11) e tetos (SV252/11), e lesBes disseminadas no organismo
(SV820/10-Cangucu e SV269/11). No presente trabalho, os animais pertencentes aos quatro
grupos inoculados desenvolveram lesdes caracteristicas de ectima a partir dos dias 2 a 4 pi. As
lesBes iniciaram com hiperemia, seguida pelo desenvolvimento de papulas, vesiculas e pela
formacdo de crostas. A resolucdo das leses ocorreu em um periodo semelhante nos quatro
grupos (grupo SV269/11 = 23 dias £1; grupo SV252/11 = 22 dias £1,6; grupo SV581/11 = 22,5
dias £1,7 e grupo SV820/10-Cangucu = 24 dias £0,8 [média = EPM]), semelhante ao periodo
descrito em estudos de patogenia do ORFV (McKeever et al. 1988, Cargnelutti et al. 2011). Os
animais do grupo controle (MEM) desenvolveram apenas hiperemia leve no local, com duragéo
aproximada de 2 dias.

Nos grupos SV269/11, SV252/11 e SVV820/10-Cangucu, as médias dos escores clinicos
de cada grupo foram semelhantes (32,7 + 1,5; 30,7 £ 2,4; 34,5 + 1,6 [média * erro padréo],
respectivamente). Embora inoculados com a mesma dose viral, foi observada menor severidade
nas lesdes desenvolvidas pelos animais do grupo SV581/11 (média dos escores = 19 +3,5),
sugerindo que esse isolado € menos virulento que os demais (Fig. 1). Além disso, as médias
aritméticas diarias dos escores clinicos (soma dos escores clinicos de cada animal do grupo
dividido pelo n° de animais) foram significativamente menores neste grupo do que nos demais
grupos, entre os dias 4 e 18 pi (P<0,05) (com excec¢do do dia 14pi) (Fig. 2).

Todos os animais inoculados excretaram o virus por um periodo que se estendeu até
os dias 18 e 30 pi (Quadro 2). As médias de duracdo da excrecgdo viral dos grupos SV269/11 e
SV252/11 foram semelhantes (23,5 dias £1,5 e 21,5 dias +2,1, respectivamente). Apesar das
lesbes apresentadas pelos animais do grupo SV581/11 terem sido brandas, foi possivel
recuperar virus desses animais por um periodo mais longo (média de 27 dias +1,3 [média £
EPM]) do que nos demais grupos. Neste sentido, ja foi demonstrado que animais infectados
pelo ORFV podem continuar excretando o virus mesmo apos a resolucao das lesdes (Schmidt
2012). Além disso, € possivel que animais infectados, mesmo saudaveis, possam ser portadores
do virus e excreté-lo de forma intermitente (Nettleton et al. 1996). A média de dias de excre¢éo

viral no grupo SV820/10-Cangucu foi de 26,5 £1,5 [média + EPM]). Mesmo que o tempo de
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excrecédo viral tenha variado entre os grupos, ndo houve diferenca significativa na duracdo da
excrecado viral entre os diferentes grupos.

Diferentes formas clinicas e severidade varidvel do ectima contagioso ja foram
descritas, como infeccbes cronicas em caprinos (De La Concha-Bermejillo et al. 2003), lesdes
verrucosas atipicas na face e nos membros de ovinos (Yeruham et al. 2000), lesGes vesiculares
na mucosa oral (McElroy & Bassett 2007), lesdes proliferativas e crostosas na cabeca, pescogo
e flanco de caprinos (Coates & Hoff 1990). Estas diferentes apresentacdes clinicas podem estar
relacionadas com variac@es genéticas no virus, principalmente nos fatores de viruléncia (Savory
et al. 2000).

Para investigar a base genética das diferencas fenotipicas observadas, os genes de
viruléncia VEGF, VIR e IL-10v das quatro amostras foram amplificados por PCR e as
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram analisadas. As sequéncias obtidas foram
depositadas no GenBank (Quadro 3). As sequéncias de aminoécidos dos quatro isolados foram
comparadas entre si e com cepas de referéncias de ORFV, tendo como padrdo a cepa OV-1A82
(Delhon et al. 2004).

Em relacdo ao gene VEGF, a identidade de aminoacidos (aa) variou de 69 e 94% entre
os isolados e a cepa padrdo OV-1A82 (Quadro 4). As amostras com maior identidade entre si
(94%) foram a SV269/11 e a SV820/10, coincidindo com o grau de severidade da doenga
apresentada pelos animais inoculados com esses virus. A analise das sequéncias de aa do gene
VEGF revelou que, quando comparados com a cepa de referéncia OV-1A82, as amostras virais
analisadas nesse trabalho apresentaram delecédo de trés aa nas posicdes 101, 102 e 103 (serina-
valina-serina). E pouco provavel que esta delecio esteja envolvida no fendtipo dos virus, uma
vez que as quatro amostras apresentaram essa alteracdo. Essa alteracdo também esté presente
em outros isolados de ORFV que induzem diferentes manifestacGes clinicas (Cottone et al.
1998, Mercer et al. 2006). No entanto, a amostra SV581/11, que se mostrou menos virulenta do
que as demais, apresentou menor grau de identidade de aminoacidos no gene VEGF com a cepa
de ORFV OV-1A82 (69%) e com os isolados mais virulentos (SV269/11 — identidade de 83%,
e SV820/10 — identidade de 79%). Além disso, foram detectadas uma delecdo (posicdo 23) e
mutagdes incomuns nas amostras SV581/11 e SV252/11. Essas mutagdes foram observadas
principalmente na amostra SV581/11, sendo que nas posi¢Oes de aa 43, 44, 46 e 48 do gene
VEGF, ocorreram substituicGes por aa de diferentes composic¢des quimicas e fun¢des quando
comparados com a cepa de referéncia (aa VPST por FRHE) (Fig. 3). Muta¢des importantes
também foram observadas na regido carboxi-terminal do gene VEGF (posi¢des 89, 97, 108,
120 e 121) nas amostras SV581/11 e/ou SV252/11. Alteragdes semelhantes foram verificadas
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na cepa vacinal D1701 (GenBank HM133903.1) que é conhecida pela sua atenuagdo in vivo
(Cottone et al. 1998). Embora ndo seja possivel inferir que essas substituicdes determinem as
diferencas de fendtipo observadas nesse estudo, é digno de nota o fato de ocorrerem nas
amostras cuja manifestacdo clinica foi marcadamente mais branda. J& foi comprovado que o
gene VEGF esta envolvido na patogenia e na viruléncia dos ORFVs (Lyttle et al. 1994) e que
mutantes deletados neste genes produzem lesGes menos vascularizadas do que a cepa parental
(Savory et al. 2000). Assim, considerando que a proteina codificada pelo gene VEGF tem um
papel critico na viruléncia do ORFV (Savory et al. 2000), é possivel que a delecdo e/ou
substituicdes de aa tenham modificado a funcdo da proteina, contribuindo para a menor
viruléncia das amostras SV581/11 e SV252/11.

O alinhamento de aminoacidos codificados pelo gene VEGF de isolados de ORFV
originados de diferentes paises demonstrou uma marcada divergéncia entre os resultados.
Semelhante ao encontrado nas amostras do presente estudo, a ampla variabilidade de aa no gene
VEGF j& foi demonstrada em isolados de ORFV oriundos da Nova Zelandia e Italia, incluindo
amostras de ovinos, caprinos, humanos e cepas vacinais (Mercer et al. 2002).
Surpreendentemente, embora 0 gene VEGF esteja localizado em uma regido do genoma do
ORFV altamente variavel, ja foi demonstrada a conservacao deste gene em isolados de ORFV
de uma espécie de pequenos ruminantes selvagens (Capricornis crispus) e de ovinos oriundos
do Japdo, onde apenas duas trocas de aminoacidos foram observadas (Inoshima, Ito & Ishiguro
2010). Além disso, Inoshima & Ishiguro (2010) identificaram 100% de identidade de
nucleotideos no gene VEGF de quatro isolados de ORFV oriundos de lesdes de pequenos
ruminantes selvagens do Japéo (Capricornis crispus).

Em relacdo ao gene VIR, que codifica uma proteina que bloqueia a acdo do interferon,
modulando a resposta do hospedeiro a infeccdo viral, a identidade de aminoacidos entre as
amostras deste estudo foi elevada, variando de 96 a 99% (Quadro 4). Resultados semelhantes
ja haviam sido identificados por Kottaridi et al. (2006), em que a identidade de aminoacidos de
13 isolados de ORFV de ovinos e caprinos oriundos da Grécia e da Italia variou de 87 a 100%.
Além disso, poucas mutacGes significativas (que potencialmente podem interferir na estrutura
da proteina) foram identificadas nas sequéncias das amostras analisadas, demonstrando que é
pouco provavel que mutagdes nesse gene interfiram no fenotipo in vivo.

No gene da IL-10v, que codifica uma proteina viral semelhante a interleucina 10 dos
ovinos, que atua reduzindo a resposta inflamatéria do hospedeiro (Fleming et al. 1997), a
identidade de aa entre os isolados variou de 89 a 100% (Quadro 4). Embora a identidade entre

os isolados tenha sido elevada, a analise das sequéncias de aa indicou mutagdes pouco comuns



24

nas amostras SV581/11 e SV252/11, justamente as que apresentaram a menor viruléncia in
Vivo.

Ja foi demonstrado que os genes localizados na regido central do genoma dos
parapoxvirus sdo conservados (Gassmann et al. 1985, Delhon et al. 2004). Em contrapartida,
existe variabilidade nas extremidades do genoma, onde se localizam os genes ligados ao
espectro de hospedeiro, a imunomodulagdo e a viruléncia viral (Mercer et al. 2006). A
variabilidade nos genes analisados neste estudo era esperada, uma vez que eles se localizam nas
regides flanqueadoras do genoma (VEGF; ORF132) (IL-10v; ORF127) (VIR; ORF020). O grau
de identidade e as mutacGes apresentadas pelos isolados nos genes de viruléncia VEGF e IL-
10v esteve de acordo com os aspectos fenotipicos resultantes da infec¢do experimental. As
principais alteracbes moleculares (dele¢cbes/mutacGes) foram observadas nas amostras
SV581/11 e SV252/11, justamente aquelas que produziram les6es mais leves e de curso clinico
inferiores aos demais isolados analisados. A dele¢do completa ou parcial do gene VEGF é capaz
de atenuar cepas de ORFV (Savory et al. 2000) e tem sido utilizada como alvo para a produgéo
de vacinas recombinantes (Rhiza et al., 1999, 2000). Além disso, ja foi comprovado que
delecbes no gene IL-10v de ORFV atenuam o virus tanto na infeccdo aguda como em
reinfeccdes (Fleming et al. 2007). Por isso, as dele¢cdes/mutagdes observadas nos genes VEGF
e IL-10v nas duas amostras, especialmente na SV581/11, podem ser responsaveis pela menor
viruléncia desses isolados. Embora 0s poxvirus possam apresentar alteragcbes no genoma, como
duplicacdes, transposicdes e delecdes, decorrentes da extensiva propagacdo em cultivo celular
(Fleming et al. 1995), descarta-se que as mutacdes observadas nos genes analisados neste
estudo sejam decorrentes desse procedimento, pois os virus foram submetidos a apenas uma

passagem em cultivo antes da extracdo do DNA viral para analise.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as amostras SV581/11 e
SV252/11 foram menos virulentas em ovinos do que as SV269/11 e SV820/10-Cangucu. Essas
amostras e apresentaram delecdo e mutacfes em genes de viruléncia (VEGF e IL-10v) que

podem estar relacionadas com a menor viruléncia in vivo.
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Quadro 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados para a amplificagdo dos genes de viruléncia

Gene

Primer

Sequéncia (5' - 3")

Referéncia

VEGF

VIR

IL-10v

D27F
D2R
VIR1
VIR2
IL10F
IL10R

AAT GTA AAT WMT AAC GCC
CGT TTG GAT MTG CGG TCC
TTA GAA GCT GAT GCC GCA G
ACA ATG GCC TGC GAG TG
ATG CTA CTC ACA CAGTCG CTCC
TAT GTC GAA CTC GCT CAT GGC C

Inoshima & Ishiguro 2010

Guo et al. 2004

Klein & Tryland 20035
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Quadro 2. Deteccdo de virus em suabes coletados da comissura labial de ovinos inoculados

com amostras do virus do ectima contagioso (ORFV)

Grupo .. Dias pés-inoculagdo Dias (médias + EPM)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

SV269/11 + + + + + + + + + + - - - - - 23,5+1,5
+ +++ + + + + + + + + + - -
+ +++ + + + + + + + + + - -
+ +++ + + + + + + + - - - -

SV252/11 + + ++ + + + + + + + + + - - 21,5+2.1
+ + ++ + + + + o+ - - - - o
+ + + + + + + + o+ - - - - - -
+ +++ + + + + + + + + - - -

SVs81/111 + + + + + + + + + + + + - - - 27+13
+ +++ + + + + + + + + + - -
+ + -+ + 4+ + + + + + + + + +
+ +++ + + + + + + + + + + -

SV820/10 + + + + + + + + - + + + + + - 26,5+ 1.5
+ +++ + 4+ + + + 4+ + o+ - -
+ +++ + 4+ + + + 4+ + o+ - -
+ +++ + 4+ + + + + + + + + +

MEM S - - - - oo oo oo oo 0

+ Amostra positiva; - Amostra negativa.
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Quadro 3. Numeros de acesso ao GenBank para as sequéncias de nucleotideos dos genes de
viruléncia das amostras de ORFV analisadas neste estudo

Identificacdo VEGF VIR IL-10v

SV269/11 KF927100 KF927104 KF927108
SV252/11 KF927101 KF927105 KF927109
SV581/11 KF927102 KF927106 KF927110
SV820/10 KF927103 KF927107 KF927111
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Quadro 4. Percentual de identidade das sequéncias completas e parciais de aminoacidos dos
genes de viruléncia entre as amostras analisadas neste estudo e com a cepa de referéncia OV-

|A821
VEGF VIR IL-10v
T = - - S o - = - S TN = = = e

5 a = 5 2 3 a = o 2 5 a = 5
Isolated e =R Vo = B Hoowo o wm o0o ol = o v 0w o

> S 5 22 > S5 52 2 > S 5 2 2

C v »vn »n wn C v v »» ©w C v ©vn »n ©wn
OV-IAR2 78 70 69 75 97 97 96 97 100 95 94 100
SV269/11 78 83 83 94 97 98 98 99 100 95 94 100
SV252/11 70 83 89 79 97 98 98 98 95 95 89 95
SV581/11 69 83 89 79 96 98 98 98 94 94 89 94
SV820/10 75 94 79 79 97 99 98 98 100 100 95 94

A identidade das sequéncias foram obtidas pelo método Cluster W do programa Bioedit.
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.

Fig. 1. LesOes apresentadas pelos ovinos experimentalmente infectados por quatro amostras do virus do ectima contagioso (ORFV) nos dias 6, 14
e 22 pos-inoculacado (pi). *dpi: dias pos-inoculacdo
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Fig. 2. Médias diarias dos escores clinicos dos grupos inoculados com quatro amostras do virus
do ectima contagioso, entre os dias 0 e 30 pds-inoculagdo (pi). As barras verticais demonstram
0 erro padrdo da média (EPM)
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A O LA

OV-IAg2 (AY326263) MKLLVGILVA
*SV269/11 (KF927100) cceecvecce cocanccnne
*SV252/11 (KF927101)
*SVS81/11 (KF927102)
*SV820/10 (KF927103)

o i

D1701 (HM133903)
NZ2 (DQ124476)
Orf-11 (AY236150)
NE2 (IN606224)
NE1 (IN606223)
MT-05 (IN603822)
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IT To (DQ012964)
IT 01 (DQ124476)
a (IN603826)
D (IN603825)

125 135
FOQ--TTPT PPRRRRRAY
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FTTPP..IR ..
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Fig. 3. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos codificados pelo gene VEGF (A) e
sequéncias parciais codificadas pelo gene IL-10v (B) de amostras de ORFV (sequéncias
recuperadas do GenBank), incluindo as sequéncias obtidas neste estudo. As sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa BioEdit. Regides destacadas evidenciam delecdes ou
substituicdes de aminoacidos por outros com diferentes composi¢Ges quimicas e funcbes
guando comparados a cepa de referéncia

OV-IA82 (AY386263) QVKRVENMLQ r:a SE FDIFI




3. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- As amostras SV581/11 e SV252/11 foram menos virulentas em ovinos do que as
amostras SV269/11 e SV820/10-Cangugu;

- Os animais pertencentes ao grupo SV581/11 excretaram virus por mais tempo, mesmo
esta amostra tendo sido menos virulenta;

- O menor grau de identidade de aminoacidos entre os isolados utilizados neste estudo
e a cepa padrédo OV-1A82 foi apresentada pela amostra SV581/11;

- As amostras SV581/11 e SV252/11 apresentaram delecéo e mutagdes importantes em
genes de viruléncia (VEGF e IL-10v) que podem estar relacionadas a menor viruléncia destas

amostras in vivo.
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