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RESUMO

A erradicacdo da variola é considerada uma das maiores conquistas da humanidade, alcancada
em 1980 gracas ao uso de uma das mais potentes vacinas ja desenvolvidas. Porém, no cenario
mundial atual, o virus da variola é considerado uma ameaca em potencial que pode ser usado
como arma bioldgica para fins de bioterrorismo. Avancos da biotecnologia, auséncia de
imunidade em grande parte da populacdo mundial, estoques de vacinas restritos e o risco de
ainda existirem estoques clandestinos do virus sdo os principais motivos que possibilitariam o
retorno da doenca. Este é um trabalho de revisdo que abrange varios aspectos histéricos,
epidemioldgicos e clinicos da variola e sua erradicacdo, mas, principalmente, trata das
medidas de contencdo e prevencdo contra variola usadas no passado e disponiveis na
atualidade, bem como, dos esforcos a nivel mundial para evitar que a variola volte a
aterrorizar novamente a humanidade.

Palavras-chave: Variola. Bioterrorismo. Defesa Bioldgica. Vacina antivariolica. Virus
vaccinia.

ABSTRACT

The eradication of smallpox is considered one of the greatest achievements of mankind that
was achieved in 1980 thanks to the use of one of the most potent vaccine ever developed.
However, in the present global scenario, variola virus is considered a potential threat that can
be used as a biological weapon for bioterrorism purposes. Advances in biotechnology, lack of
immunity in much of the world population, restricted vaccine stocks, and the risk that hidden
stocks of the virus still exist are the main reasons that would allow the disease to return. The
present review covers several historical, epidemiological, and clinical aspects of smallpox and
its eradication, but mainly it discusses measures for containment and prevention of smallpox
used in the past and those currently available, as well as the worldwide efforts to prevent
smallpox from returning and haunt the human race again.

Keywords: Smallpox. Bioterrorism. Biological defense. Antiviral vaccine. Vaccinia Virus.

1. INTRODUCAO desfiguracdo de milhdes de pessoas em

. N todo o mundo. Ha a estimativa de que,
Ao longo de mais de trés milénios,

. somente no século XX, o ndmero de
a variola, uma  grave  doenca

mortes por variola foi superior a 300
milhdes (OMS, 2016). Foi um longo e

arduo caminho percorrido até a sua

infectocontagiosa exclusivamente humana,
se tornou parte da histéria da humanidade,

sendo responsavel pela morte ou
)
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erradicacdo, declarada pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) em 1980, gracas
a bem-sucedida campanha de vacinacao
mundial, encerrada dois anos depois
(FENNER et al., 1988).

Assim, no cenario delineado pos-
erradicacdo, o receio, a nivel mundial, é
que a variola ainda possa ressurgir e que o
virus da variola (VARV) possa ser
utilizado como uma arma bioldgica para
fins de Dbioterrorismo. Os ataques
bioterroristas com esporos de Bacillus
anthracis enviados através de cartas as
autoridades e politicos nos EUA, em
setembro de 2001, fizeram crescer ainda
mais esse receio. Como exemplo, verifica-
se a classificacdo do VARV na categoria
“A”  dos

bioterrorismo, elencados pelo “Centers of

agentes  bioldgicos  para

Disease Control and Prevention” - CDC
(DAMON et al., 2014; CDC,2019).
Registros historicos demonstram que
a transmissao intencional da variola, para
causar baixas no inimigo, ja foi realizada
ha vérios séculos atrds, sendo bem
sucedida. Em 1763, durante a colonizacao
inglesa nos Estados Unidos, o Exército
Britanico, para vencer a resisténcia dos
indios nativos, 0s presenteou com centenas
de cobertores anteriormente utilizados por
pessoas com variola. Os nativos
adquiriram a doenca e foram praticamente

dizimados (EITZEN; TAKAFUJI, 1997).

Ainda hoje, estoques do virus da
variola (VARV) sdo mantidos em dois
centros colaboradores da OMS - o Centers
for Disease Control and Prevention (CDC)
em Atlanta nos Estados Unidos, e o
Variola Virus Maximum Containment
Laboratories to the State Research Center
of Virology and Biotechnology (SRC VB
VECTOR) em Koltsovo, na RuUssia
(DAMON et al., 2014). A manutencdo é
para fins de pesquisas que propiciem o
melhor preparo em caso de retorno da
doenca. Os projetos desenvolvidos e seus
resultados séo controlados por um comité
assessor da OMS para pesquisa com virus
da variola (ACVVR), formado por
especialistas em poxvirus, que se relinem
anualmente na sede em Genebra, na Suica
(OMS, 2018).

Em 1996, o comité assessor da OMS
vigente estabeleceu que os estoques de
VARV de ambos os repositorios deveriam
ser destruidos em junho de 1999.
Entretanto, devido a falta de consenso
entre grupos de especialistas, o prazo para
a destruicdo vem sendo postergado, com o
estabelecimento de metas de pesquisa e
desenvolvimento a serem alcancgados antes
da perda em definitivo do virus. As
pesquisas que envolvem a manipulacéo de
VARV, com a anuéncia da ACVVR, séao
voltadas exclusivamente para 0

desenvolvimento de novas vacinas,




antivirais e desenvolvimento de testes
diagnosticos mais rapidos e eficientes
(OMS, 2016).

Passados quarenta anos da
erradicagéo, atualmente, mais de 80% da
populacdo mundial ndo mais possui
imunidade protetora, conferida pela vacina,
que protegia tanto contra o virus da
variola, como também cruzadamente
contra 0s demais virus do género
Orthopoxvirus. Consequentemente, ha um
cenario atual de doencas reemergentes
causadas por ortopoxvirus, como infec¢des
pelo virus cowpox em varios paises da
Europa, pelo virus monkeypox na Africa e
pelo virus Cantagalo no Brasil, por
exemplo (DAMON et al., 2014). Alguns
paises, como Estados Unidos, Israel e
Inglaterra,  vacinam  estrategicamente
determinados grupos de sua populacéo,
como por exemplo, primeiros-
respondedores, militares enviados para
regido de conflito e pesquisadores que
trabalham com poxvirus (GOLDEN;
HOOPER, 2011).

Outro fato preocupante € a
possibilidade de ainda existirem estoques
ndo conhecidos, ilegais ou esquecidos, do
virus. Tal possibilidade foi evidenciada em
junho de 2014, quando diversos frascos
contendo o virus da variola foram
encontrados abandonados em uma antiga

instalagio do  “Food and  Drug

Administration” (FDA) no campus do
“National Institutes of Health” (NIH), nos
Estados Unidos. Esse material permaneceu
esquecido por seis décadas dentro de uma
caixa comum, que foi encontrada por um
servidor do NIH, sem conhecimento
técnico na area, que felizmente informou
ao FDA antes de manipular. O material foi
recolhido pelo CDC, cujos especialistas
constataram a viabilidade do virus e os
destruiram (REARDON, 2014).

Mais recentemente, a biologia
sintética, quando usada em algumas
pesquisas de uso dual, ou seja, que podem
servir tanto para fins benéficos quanto
maléficos, tem sido considerada como uma
ferramenta em potencial que pode permitir
a reemergéncia da variola (KOBLENTZ,
2017). Em abril de 2015, foi estabelecido
pela. OMS um grupo de trabalho
encarregado de realizar levantamento de
informacbes  técnico-cientificas  para
auxiliar as deliberacbes do Grupo de
Assessoramento Independente sobre as
Implicagbes das Tecnologias de Biologia
Sintetica relacionadas a Variola (IAG), que
se reuniram em junho daquele mesmo ano.
A concluséo do IAG foi que, de forma
geral, houve um aumento do risco de
reemergéncia. Foi constatado que, mesmo
sendo proibida, a recriagdo do virus da
variola, a partir de sequéncias génicas do

seu DNA, tem se tornado mais acessivel de




ser executada, inclusive, por pequenos
laboratdérios sem as condicdes adequadas
de biosseguranca e bioprotecdo, uma vez
que as ferramentas tecnoldgicas estdo se
tornando mais acessiveis tanto em relagéo
a custo, como em facilidade de utilizacéo.
Dessa forma, foi recomendado por aquele
comité assessor que as medidas de preparo
para garantir a capacidade de répida
deteccdo e resposta, em caso de
ressurgimento  da  variola, fossem
aumentadas e as normas regulatérias de
biosseguranca revistas (OMS, 2016). E
importante  ressaltar que a OMS
estritamente  proibe a tentativa de
reconstruir o VARV, manipular seu
genoma por técnicas moleculares ou
possuir acima de 20% do seu genoma
(>37000 pares de bases). Apenas a posse
ou sintese de fragmentos abaixo de 500 pb,
para fins diagndsticos, é permitida sem
prévio consentimento da OMS Vvia
ACVVR (OMS, 2016).

Dessa forma, a possivel existéncia de
estoques clandestinos do VARV, somado a
producdo de virus a partir de genomas
sintéticos, a falta de imunidade na maioria
dos individuos jovens e a féacil
transmissibilidade da doenca sdo o0s
principais fatores que contribuem para a
preocupacdo com o potencial uso do
VARV como arma biol6gica (DAMON et
al., 2014).

2. EPIDEMIOLOGIA, PATOGENESE,
CARACTERISTICAS CLINICAS,
DIAGNOSTICO E TRATAMENTO
DA VARIOLA

A variola se caracteriza pela
formacdo de pustulas disseminadas pelo
corpo, de padrdo uniforme, com uma taxa
de letalidade em torno de 30 a 40%.
Porém, quando atingia uma populagdo
totalmente desprovida de imunidade
prévia, alcancava taxas em torno de 50%,
principalmente, em criancas e individuos
acima dos 40 anos (DAMON, 2013,
MOSS, 2011; FENNER et al., 1988). Além
da forma mais comum da variola,
denominada variola major, houve uma
forma variante e menos predominante
denominada  variola minor, que
apresentava sintomatologia mais branda e
taxa de letalidade muito menor, de 1%
apenas, chamada de “Alastrim”. No Brasil,
apo6s 1930, houve o predominio exclusivo
dessa forma mais branda da doenca
(GEDDES, 2006; FENNER et al., 1988).
A transmissdo ocorre principalmente por
via respiratoria, atraveés da inalacdo de
perdigotos ou microgoticulas expelidas
pelo doente, 0 que requer geralmente um
contato proximo e prolongado entre
pessoas, e também, por meio de fomites. O
periodo de maior transmissibilidade
coincide com o surgimento do rash,
quando h& elevada producdo viral na

orofaringe, até cerca de 7 a 10 dias
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(BREMAN; HENDERSON, 2002; PAULI
et al.,, 2010; DAMON, 2013). O virus
também esta presente na urina e secrecao
conjuntival, cujos niveis decrescem com a
convalescéncia (BREMAN,;
HENDERSON, 2002).

Apds a entrada na orofaringe, o virus
atinge os linfonodos locais e alcanga os
vasos sanguineos, levando a uma rapida
viremia. Em seguida, num periodo de 4 a
14 dias, a amplificacdo viral ocorre
principalmente em bago e figado, levando
a viremia secundéria que, por sua vez,
encaminha uma grande producdo viral as
visceras, a orofaringe novamente e a pele.
A infeccdo pode ser controlada pelo
sistema imunoldgico, caso a doenca nao
seja muito severa, tanto por resposta de
células T e B quanto pela resposta
humoral, atraveés de anticorpos
neutralizantes, que estdo presentes apds
uma semana de infeccdo (BREMAN;
HENDERSON, 2002). A incidéncia da
doenca era mais alta no inverno, pois, além
do maior tempo de permanéncia das
pessoas em ambientes fechados, a baixa
temperatura e umidade propiciam a
viabilidade prolongada das particulas virais
no ambiente (BREMAN; HENDERSON,
2002; MOSS, 2013).

Clinicamente, a variola major (figura
1) pode ser classificada em 4 tipos: i)

variola ordinaria — correspondia a 90% dos

casos sendo a gravidade proporcional a
extensdo do rash, apresentando viremia,
febre e prostracdo; ii) variola modificada —
em pessoas previamente vacinadas, apenas
5% dos casos, poucas lesdes, prédromos
brandos e caso-fatalidade abaixo de 10%;
iii) variola plana — também compreende
5% dos casos, apresenta lento
desenvolvimento das lesBes, infeccdo
generalizada e taxa de caso-fatalidade
elevada (80%); iv) variola hemorragica —
menos de 1% dos casos, lesdes e mucosas
com sangramento, fatalidade em até uma
semana do inicio da doenca (FENNER et
al., 1988; DAMON, 2013).

O periodo de incubacdo da variola
ordinéria pode durar de 7 a 17 dias, quando
ndo ha sintomas clinicos da doenca.
Iniciam-se entdo 0s sinais e sintomas
inespecificos como febre, dor nas costas,
dor de cabeca, febre, vomito e prostracao.
Um dia antes do rash cutaneo surgem
lesbes nas mucosas de garganta e boca
(BREMAN; HENDERSON, 2002). O rash
se apresenta homogéneo e com distribuicao
centrifuga, ou seja, maior concentracdo de
lesbes nas extremidades, face e membros
(figura 1). As lesdes tém inicio com um
aspecto papular, no 4° ou 5° dia de
surgimento dos sinais e  sintomas,
evoluindo sequencialmente para maculas,
vesiculas, até atingir o estagio pustular no

7° dia. Por volta do 14° dia as crostas




estardo formadas e comegam a cair. A
primo-infeccdo  por  variola  confere
protecdo permanente para o individuo
(DAMON, 2013). Além  da
despigmentacdo e marcas na pele, sequelas
podem ocorrer ap0s a variola severa, que
correspondem a: panoftalmite e cegueira
em 1% dos casos, em consequéncia de

infeccdo secundaria ou ceratite viral; 2%

das criancas com variola podem
desenvolver artrite, por infeccdo viral na
metafise 0Ossea; pode ocorrer ainda
encefalite em menos de 1% dos casos e

demais complicagdes de ordem

respiratoria, pneumonia e bacteremia, que
aumentam a mortalidade (BREMAN;
HENDERSON, 2002; FENNER et al.,
1988).

Figura 1. Individuo com a variola major. Verificam-se as lesdes pustulares pelo corpo em mesmo estagio e
distribuicdo centrifuga, ou seja, maior concentracdo nas extremidades do corpo. Fonte: Centers for Disease

Control and Prevention (CDC).

A doenga considerada para o0
diagnédstico diferencial da variola é a
varicela, que é causada pelo virus varicela
zoster (Herpesviridae). As diferencas
clinicas entre as duas doencas podem ser
facilmente identificadas, como mostra a
tabela 1. S&o elas: presenca de lesdes nas
palmas das maos e plantas dos peés na

variola, enquanto que na varicela isso é

muito incomum; na varicela,
diferentemente da variola, a distribui¢éo
das lesdes é centripeta, ou seja, maior
concentragdo no tronco e, também na
varicela, elas se encontram em estagios
diferentes de amadurecimento, enquanto
que na variola ha uniformidade (DAMON,

2013; FENNER et al., 1988).
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Tabela 1. Diagndstico diferencial de variola e varicela (DAMON, 2013).

DIFERENCIACAO

\V/:\={[e] W\

VARICELA

Febre 3 dias apos o rash

Simultanea ao rash

Caracteristicas do rash:

Desenvolvimento

Mesmo estagio

Diferentes estagios

Padrao de distribuicéo Centrifugo Centripeto
Em palmas e plantas Presenca Auséncia
Obito 10-30% (variola major) Raro

O diagndstico laboratorial da variola
continua avancando, como forma de
preparo em Defesa Biologica. Atualmente,
a confirmacdo de um diagnéstico de
variola ou um falso diagnostico positivo,
acarretaria consequéncias graves, Como por
exemplo, causar panico na populacdo
(DAMON et al., 2014).

imprescindivel que testes de deteccdo

Por isso, é

rapidos e confidveis estejam disponiveis e
permitam a diferenciacdo de outras
comorbidades  clinicamente  similares,
como infecgOes por outros Orthopoxvirus
(OPXV) ou pelo virus varicela-zoster
(VZV) (OMS, 2010; MAKSYUTOV et al.,
2016). Os testes de deteccdo de &cido
nucleico por PCR real time sdo os que
mais evoluiram e melhor atendem tal
finalidade nos dias atuais

(SHCHELKUNOV et  al, 2011,

MAKSYUTOV et al., 2016; KONDAS et
al., 2015).

No passado, assim que O paciente
recebia o diagndstico de variola, ele
deveria ser imediatamente isolado dos
demais, e a equipe de atendimento médico
deveria utilizar os Equipamentos de
Protecdo Individual (EPI) adequados a
protecdo da infeccdo por via respiratoria,
bem como implementar as condutas para
evitar a propagacdo da doenca. Toda a
equipe médica e contatos proximos
deveriam ser vacinados. Tais medidas
continuam  vigentes, em caso de
ressurgimento da variola nos dias atuais.
Se realizada ainda no periodo de
incubacéo, a vacina pode evitar ou atenuar
os sintomas da doenca. O tratamento era
voltado para manter a hidratacéo e nutricdo
do doente, bem como, conter infeccGes

secundarias (BREMAN; HENDERSON,
11




2002, FENNER et al., 1988). Uma opcéo
ndo paliativa é a administracdo de
globulina hiperimune, conhecida por VIG,
que pode também  ser utilizada
preventivamente nos individuos com
suspeita de contatos e em complicacfes
relacionadas a vacinacdo (OMS, 2010;
MOSS, 2011). Atualmente, caso haja o
ressurgimento da variola, preconiza-se o
uso de dois antivirais: i) de forma
compassiva, pois ainda ndo foi licenciado,
0 CMX-001 (Brancidofovir; Chimerix
Inc.), que inibe a replicagdo do DNA viral.
E licenciado para infeccBes por
citomegalovirus e adenovirus e busca
licenciamento para tratar infeccbes por
poxvirus (LANIER et al.,, 2010); ii)
TPOXX (Tecovirimat ou ST-246, Siga
Pharmaceuticals), anico antiviral
licenciado pelo FDA, em julho de 2018,
para uso contra variola (FDA, 2019). A
prevencdo da variola se da pelo uso de

vacinas eficazes descritas a seguir.

3. VACINACAO ANTIVARIOLICA

3.1. Resposta imune associada

As vacinas antivariolicas consistem de
(VACV; género
Orthopoxvirus) na forma replicante
(FENNER et al., 1988). Durante a

campanha de vacinagdo mundial, a

virus vaccinia

aplicagdo percutanea era feita através da

escarificacdo da pele com uma agulha
bifurcada, ou com uma pistola injetora, no
antebraco esquerdo abaixo do ombro ou
ainda na perna de meninas para ndo deixar
a marca no brago (FENNER et al., 1988;
MOSS, 2011). Apb6s a vacinacdo, em
individuos imunocompetentes, ocorria a
replicagdo viral local com formagédo de
uma papula, em 3 a 5 dias, e envolta por
eritema, que evoluia em poucos dias para
vesicula, seguindo para pustula e posterior
formacdo de uma crosta, que se soltava
cerca de 2 a 3 semanas depois do evento.
Outras reagoes comuns que
acompanhavam esse periodo eram febre
baixa, dor de cabeca, mialgia, fadiga e
linfadenopatia local, em decorréncia da
producdo de citocinas (MOSS, 2011). No
local do processo inflamatorio ficava uma
marca de cicatrizagdo referida por “pega”,
que era associada a protecao contra variola.
Essa marca definitiva na pele, durante a
campanha, auxiliava na verificacdo de
quem fora vacinado ou ndo (FENNER et
al., 1988).

A imunidade é considerada efetiva por
20 ou 30 anos e gradualmente enfraquece
apos esse periodo (VINER; ISAACS,
2005; TAUB et al., 2008; MOSS, 2011).
Quanto ao titulo minimo para promover
protecdo, um estudo prospectivo realizado
em 1972, ou seja, antes da erradicacdo da

variola,  verificou  que individuos
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suscetiveis a infeccdo por VARV
apresentavam titulos de neutralizacdo para
VACV menores do que 1/32, ao contrario,
individuos com titulos iguais ou maiores
do que este ndo desenvolveram a doenca
(MACK et al., 1972; HAMMARLUND et
al., 2003).

Individuos com anormalidades severas
de células T desenvolvem infeccdo
generalizada por VACV, enguanto que, em
casos de aglobulinemia, isso ndo ocorre.
Tal evidéncia indica que a resposta imune
celular também apresenta papel essencial
na resposta primaria (MOSS, 2011).
Independentemente dos papéis protetores
desempenhados tanto pela imunidade
celular quanto pela humoral, contra a
infeccdo por VARV, 0s estudos
prospectivos realizados quando o virus era
circulante evidenciam que 0s niveis de
anticorpos  neutralizantes sdo  bons
marcadores de protecdo (MACK et al.,
1972; HAMMARLUND et al., 2003).

3.2.Vacinas  antivaridlicas: do

passado ao futuro

Nas décadas de 1960 e 1970, época da
campanha mundial para erradicagcdo da
variola, as vacinas antivaridlicas foram
produzidas a partir de diferentes cepas de
VACV, em larga escala, a partir de
propagacdo viral em bovinos ou o0vos

embrionados, sem controle do nimero de

passagens. [Esse antigp método de
producdo resultava em vacinas contendo
uma populacdo geneticamente heterogénea
de VACV, ou quasispecies, pois raramente
se realizava a purificagéo clonal (FENNER
et al., 1988). Lister (Reino Unido), Temple
of Heaven (China), Dryvax®, New York
City Board of Health (EUA), I0C (Brasil)
e Tashkent (Ex-Unido Soviética) sdo
algumas cepas de VACV de
patogenicidade variavel e empregadas em
diferentes partes do mundo, sendo
atualmente referidas como vacinas de
geracdo (SANCHEZ-
SAMPEDRO et al.,, 2015). Porém, tais

vacinas apresentavam risco de efeitos

primeira

adversos em niveis inaceitaveis aos
padrdes atuais. Individuos com histérico de
dermatite atopica, por exemplo, nao
podiam ser vacinados. Complicacdes pos-
vacinacao eram raras, porém,
frequentemente fatais, como por exemplo,
a vaccinia progressiva, que se caracteriza
pelo desenvolvimento e espalhamento de
lesbes necréticas (FULGINITI et al. 2003;
SANCHEZ-SAMPEDRO et al., 2015).
Nos anos 90, devido ao receio do
ressurgimento  da  variola  discutido
anteriormente, a OMS passou a incentivar
0 desenvolvimento de vacinas com perfis
mais seguros, que permitissem a ampla
administracdo na populacdo (GOLDEN,;
HOOPER, 2011; QIN et al., 2011). Nessa
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intencdo, foi realizado o isolamento de
clones virais mais atenuados a partir das
vacinas de primeira geracdo, ou seja, novas
cepas menos virulentas foram isoladas,
mas com bom potencial imunogénico, que
foram referidas como vacinas de segunda
geracdo. Essas cepas também passaram a
ser produzidas em cultura de células e ndo
mais obtidas em linfas de bovinos (QIN et
al., 2011).

Como exemplo, nos Estados Unidos,
em 2004, foi isolado o clone ACAM2000,
a partir do plagueamento em culturas de
células da vacina Dryvax®, uma das
vacinas antivariélicas de primeira geracéo,
usada na época da erradicacdo da variola
(MONATH et al, 2004). Estudos
demonstraram que ACAM2000 e Dryvax®
apresentam imunogenicidade equivalentes
(FREY et al., 2009; NALCA; ZUMBRUN,
2010), porém, em modelo animal, a vacina
ACAM2000

demonstrou um perfil mais seguro do que a

de segunda  geracdo

cepa  Dryvax® J4& em  humanos,
ACAM2000 apresentou niveis semelhantes
de risco de patologias cardiacas e outros
efeitos adversos, semelhantes & Dryvax®
(FREY et al., 2009; NALCA; ZUMBRUN,
2010; VOIGT et al., 2016). Cabe notar
que, em um mesmo plagueamento, também
foi isolado o clone 3 que demonstrou ser
neurovirulento, caracteristica associada a

presenca de alguns genes de viruléncia

ausentes em ACAM2000. Este fato ressalta
a importancia de vacinas obtidas por
purificacdo clonal, uma vez que as vacinas
de primeira geracdo constituem uma
mistura de genomas com caracteristicas
diversas (OSBORNE et al., 2007). A
vacina ACAM2000 é licenciada para uso
atual nos EUA, porém, ainda continua
apresentando contraindicacao para
individuos imunossuprimidos ou com
desordens de pele, o que levou a
necessidade do desenvolvimento de
vacinas ainda mais atenuadas (MOSS,
2011; SANCHEZ-SAMPEDRO et al.,
2015).

Uma das estratégias empregadas para
obter maior atenuagdo tem sido a selecéo
de placas virais que sofreram grande
numero de sucessivas passagens em cultura
de células ou membrana corioalantoica, o
que resulta na perda ou truncamento de
genes de viruléncia. As cepas vacinais
obtidas dessa forma sdo ditas como vacinas
de terceira geracdo. Ap0Os as passagens, a
selecdo de placa viral de fen6tipo pequeno,
ou mesmo a auséncia de placas em
determinados tipos celulares, é um indicio
de que h& redugdo na capacidade de
disseminacédo viral e provavelmente perda
na viruléncia. E importante, contudo, que
haja a conservacdo do seu potencial
imunogénico. Duas importantes cepas

vacinais ja foram assim obtidas - LC16m8
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e MVA (MESEDA E WEIR, 2010; MOSS,
2011).

A LC16m8 foi isolada no Japdo na
década de 70, a partir de uma placa viral de
fendtipo  pequeno, apdés  multiplas
passagens em cultura de células de uma
cepa de baixa viruléncia LC16mO, que por
sua vez deriva da vacina de primeira
geracdo VACV Lister . A LC16m8 ¢é a
Unica vacina de terceira geracdo que foi
empregada ainda nos tempos que a variola
existia (SAITO, 2009).

A cepa MVA (Modified VACV
Ankara) foi selecionada ap6s mais de 500
passagens da cepa VACV Ankara em
fibroblastos de embrido de galinha e
apresenta elevada restricédo de hospedeiros,
replicando de maneira ineficiente na
maioria das células de mamiferos (VOLZ
E SUTTER, 2017). O sequenciamento
completo do seu genoma evidenciou Seis
grandes delecOes, totalizando cerca de
31000 pares de bases, e diversas mutacoes,
que resultaram em uma baixa viruléncia
(ANTOINE et al., 1998; WYATT et al.,
1998).

Atualmente, a LC16m8 esta licenciada
para uso no Japdo (KIDOKORO et al.,
2005). A vacina com base no MVA
(IMVAMUNE®/IMVANEX®/MVA-
BN®) esta licenciada para uso na Europa e
no Canada, inclusive para aplicacdo em

gestantes, imunocomprometidos e pessoas

com desordens de pele, tendo em vista que
ndo replica em células humanas
(BAVARIAN NORDIC, 2019). Desde
2010, o Centro de Estocagem Estratégica
Nacional dos Estados Unidos passou a
estocar a vacina MVA para atender o
publico com  restricbes a vacina
ACAM2000, que ja era estocada e também
utilizada para vacinar militares, equipes de
primeiros-respondedores e pesquisadores
que trabalham com ortopoxvirus. E
indicada uma dose inicial, para ativacao da
resposta imunoldgica e uma dose de
reforco (BAVARIAN NORDIC, 2019).
Isso indica que a vacina MVA pode ter
maior utilidade em longo prazo, na
prevencdo da populagdo em geral contra a
variola, e ndo em curto prazo, como por
exemplo, em caso de resposta emergencial
para contencdo de surto frente a um
ressurgimento da doenca (VOIGT et al.,
2016).
Vacinas antivariolicas
contemporaneas, com énfase na obtencao
de melhor perfil de seguranca, também
estdo sendo estudadas. Tais vacinas
compreendem tanto sequéncias génicas
(plasmideos) para a expressdo de proteinas
virais, ou diretamente proteinas com
caracteristicas imunogénicas. Porém, a
desvantagem  reside nas  variacOes
existentes na estrutura de tais proteinas
quando comparando VACV e VARV,
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comprometendo, assim, a protegdo por
resposta cruzada (VOIGT et al., 2016).

4. BIODEFESA CONTRA A
VARIOLA NO MUNDO

4.1. Modelos e medidas estabelecidas

Hoje, o ressurgimento da variola
seria considerado uma grande emergéncia
de propor¢des mundiais, podendo levar a
populacdo ao panico. Cabe lembrar que a
variola é uma doenca de notificacdo
internacional obrigatéria. Em 1972, foi
instituido um tratado multilateral pela
proibicdo do wuso, desenvolvimento e
estocagem de armas bioldgicas e toxinicas,
e a destruicdo das mesmas, na “Biological
Weapons Convention” ou BWC, que
entrou em vigor a partir de 1975
(FEAKES, 2017). A oitava e ultima
conferéncia de revisao dos termos da BWC
ocorreu em novembro de 2016 (UNITED
NATIONS OFFICE AT GENEVA, 2016).
Atualmente, existem 182 paises-parte da
BWC incluindo o Brasil, cinco sdo apenas
signatarios, mas ndo ratificaram, e 10 séo
ndo-signatarios (UNITED NATIONS
OFFICE AT GENEVA, 2019).

Apobs os atentados com Antraz em
2001, o US Department of Homeland
Security, oficializou em 2004 que o virus
causador da variola major representava

uma ameaca ao pais e emitiu uma

“Determinacdo de Material de Risco” para
0 VARV, dando inicio ao estabelecimento
das  contramedidas médicas. Tal
determinagdo se baseou nas seguintes
informacdes: 1) o servico de inteligéncia
americana ja havia descoberto que a antiga
Unido Soviética armazenava grandes
quantidades do virus durante os anos 90; ii)
a alta infecciosidade do VARV, iii) a facil
producdo em larga-escala; iv) a
susceptibilidade da populacdo devido a
falta de vacinagdo por mais de 20 anos; V)
a validade avancada das vacinas
antivaridlicas estocadas e, vi) a crescente
onda de acbes terroristas pelo mundo
(BICE; YESKEY, 2015). Apesar de tais
justificativas serem voltadas para os EUA,
indubitavelmente, elas abrangem a

populacdo mundial, que desde a
erradicacdo da variola nunca mais foi
vacinada e 0s estoques de vacina da OMS
seriam insuficientes. Atualmente, a OMS
possui cerca de 33 milhdes de doses
armazenadas na Suica e em paises
comprometidos com doacdo, em caso de
necessidade. A maior parte das doses
corresponde a vacinas de primeira geracao
(OMS, 2018).

O CDC elaborou uma classificacao
de agentes bioldgicos quanto ao potencial
de risco para uso em bioterrorismo, que
compreende trés categorias principais - A,

B e C. A categoria “A”, na qual o VARV
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estd  classificado,  compreende  0s
microrganismos associados as seguintes
caracteristicas: elevada taxa de caso-
fatalidade, ser de facil disseminagdo entre
individuos, capacidade de gerar panico e
requerer acOes especiais no preparo das
equipes de resposta (CDC, 2019). O CDC
também estabeleceu protocolos de preparo
e resposta em caso de ressurgimento da
variola. Tal planejamento compreende
varias acbes coordenadas, englobando
tanto as que devem ser executadas antes do
evento ocorrer, ditas como pré-evento,
quanto apdés a ocorréncia da mesma, ou
pos-evento (VEENEMA, 2003). As
primeiras focam em prevencao e preparo e
as ultimas em contencdo e vigilancia.

As acbes pré-evento compreendem:
i) preparo para a rapida identificacdo do
caso indice; ii) manutencdo de estoques
estratégicos de vacinas e antivirais
disponiveis e iii) vacinacdo das equipes
especiais para a
(VEENEMA, 2003; WHARTON et al,,
2003). Ja as acbes poOs-eventos englobam:

pronta-atuacéo

i) o rastreio epidemioldgico; ii) vacinagédo
em anel ou de bloqueio, que € a vacinagao
de todas as pessoas expostas a uma
possivel infeccdo; e iii) vacinacdo das
equipes médicas e de pronto-emprego na
contenc&o e assisténcia.

Deve ser destacada a primeira acéo

pré-evento, que é primordial para o éxito

na contencdo. A identificacdo do caso-
indice dependera da capacidade das
equipes médicas em reconhecer a doenca,
tomar as medidas de precaucdo adequadas
e notificar rapidamente as autoridades
sanitarias. Considerando que um caso
clinico de variola nunca mais foi visto por
quase 40 anos, uma politica de revisao
constante dos conhecimentos dos médicos
sobre a doenca, que permita o seu rapido
diagnostico na clinica, € uma medida
essencial de preparo. Ha disponivel na
pagina eletrbnica do CDC, material
didatico que permite o rapido acesso as
informacdes necessarias ao diagnostico
diferencial (CDC, 2019-1). E
imprescindivel para 0 sucesso na
contencdo que 0s médicos consigam
realizar o diagndstico clinico diferencial da
varicela (WOODS et al., 2004).

Além do diagnostico clinico, um teste
rapido e especifico para o diagnostico
laboratorial pode ser imprescindivel para
confirmar o primeiro e dar o alerta
(WOODS et al., 2004). Além da varicela,
temos os casos de doencas pustulares por
outros ortopoxvirus que, como comentado
anteriormente, tem se tornado cada vez
mais frequentes em todo o mundo
(SHCHELKUNOV, 2013; SINGH et al.,
2012; MOUSSATCHE et al., 2008).
Apesar de grande parte das infec¢bes por

esses virus estarem associadas a lesGes
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localizadas, em se tratando de individuos
imunossuprimidos, pode ocorrer um
quadro de lesdes disseminadas,
assemelhando-se um quadro de variola
branda e, dessa forma, levar a uma falsa
suspeita, que sé seria confirmada com o
diagnostico laboratorial. No Brasil, tal
falsa suspeita pode ocorrer devido a
ocorréncia endémica de infecgdes pelo
virus Cantagalo, uma cepa de virus
vaccinia, que é um ortopoxvirus causador
de doenca zoonoética pustular branda no
homem, principalmente nas zonas rurais
(DAMASO et al., 2000; QUIXABEIRA-
SANTOS et al.,, 2011). Alguns métodos
moleculares de deteccdo para VARV e
demais ortopoxvirus, baseados em ensaios
de Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (QPCR) do tipo multiplex, ja
foram descritos (SHCHELKUNOV et al.,
2011, KONDAS et al, 2015;
MAKSYUTOV et al., 2016). Até o
momento, tais testes  permanecem
validados e especificos para VARV.

A vacinagdo de grupos de riscos €
uma medida adotada nos EUA e envolve
também a vacinacdo de militares
desdobrados para éareas de conflitos
(GRABENSTEIN & WINKENWERDER,
2003). Em 2002, a vacina de segunda
geracdo, ACAM 2000, foi aplicada nas
tropas americanas gue seguiram em missédo

para o sudoeste da Asia e Republica da

Coréia. A vacinacdo antivaridlica em
militares também € importante para
aqueles que vdo a missdes na regido central
da Africa, uma vez que estardo expostos ao
risco de infecgdo por outro ortopoxvirus, o
virus monkeypox, que é endémico naquela
regido (NOLEN et al., 2015).

Com a continuidade nas pesquisas de
vacinas antivaridlicas mais  seguras,
atualmente, ha a disponibilidade de vacinas
que inclusive podem atender individuos
com restricdes aquelas utilizadas no
passado. E o caso da vacina composta por
MVA produzida pela Bavarian Nordic, ja
licenciada na Europa (IMVANEX®) e
Canada (IMVAMMUNE®), e em status
fast track na analise pelo FDA nos EUA
(MVA-BN®) (BAVARIAN NORDIC,
2019). A utilizacdo dessas vacinas depende
da politica interna de seguranca e saude de

cada pais.

4.2. Biodefesa contra a variola no

Brasil

No Brasil ainda ndo foram

estabelecidas  medidas de  preparo

especificas contra um possivel
ressurgimento da variola, abrangendo
vacinacdo de grupos especiais ou
manutencdo de estoques da vacina. De
maneira geral, em situacdo de ataques com

agentes bioldgicos para fins bélicos ou
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bioterrorismo, nosso pais dispde de tropas
de pronto-emprego do Exército Brasileiro
(EB) e da Marinha do Brasil (MB),
especializadas em  Defesa  Quimica,
Bioldgica, Radiolégica e  Nuclear
(DQBRN), que atuariam na defesa
bioldgica contra a variola, em conjunto
com forgas auxiliares civis e militares,
como a Defesa Civil e o Corpo de
Bombeiros (VASCONCELQOS, 2018).
Nessa situacdo, além dos equipamentos de
protecdo individuais, compativeis com o
nivel de risco bioldgico, seria importante
que esses profissionais também estivessem
com a protecdo definitiva promovida pela
vacina antivariolica.

Quanto ao réapido diagndstico, como
comentado anteriormente, € essencial a
disponibilidade de teste laboratorial rapido
e especifico para confirmar um caso
suspeito de ressurgimento de variola.
Atualmente, o Instituto de Biologia do
Exército, que presta assessoria cientifica na
area bioldgica ao Sistema de Defesa
Quimica, Bioldgica, Radioldgica e Nuclear
do EB, conforme estabelece a Portaria N°
204-EME, de 14 de dezembro de 2012,
dispbe de teste de PCR em tempo real para
detectar o virus da variola e diferencia-lo
dos demais ortopoxvirus. Conforme ja
mencionado, no Brasil h4d a circulagdo
endémica do virus Cantagalo, causando

zoonoses em areas rurais. O teste

mencionado j& foi validado recentemente
com as cepas virais em circulacdo nas
regibes norte, centroeste e sudeste do
Brasil (CRUZ, 2019). Isso permite maior
confiabilidade da ndo ocorréncia de um
resultado falso positivo, como citado
anteriormente, no caso de uma infeccdo
por esse virus em um individuo
imunossuprimido, com lesGes
disseminadas pelo corpo semelhantes a
uma variola branda, podendo levar a uma
falsa e grave suspeita na clinica, que
atualmente pode ser esclarecida de maneira
definitiva, com o referido teste validado
com as cepas brasileiras.

Caso no futuro seja estabelecido um
protocolo especifico de resposta no Brasil
a uma possivel reemergéncia da variola,
aspectos relacionados ao fortalecimento da
capacidade de diagndéstico clinico, com a
educacédo continuada dos profissionais, e a
disponibilidade de vacinas e opc¢Oes
terapéuticas, sdo importantes fatores a

serem considerados.
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