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RESUMO

O presente estudo avaliou a resposta immune de memoria de células T CD4" e CD8*
de pacientes ap6és uma infec¢do natural pelo Vaccinia virus (VACV). Um total de 42
individuos participaram do estudo sendo: 22 individuos previamente infectados pelo VACV
(destes 12 com vacinagdo prévia contra a variola e 10 nio vacinados) e 20 individuos ndo
infectados (sendo 10 previamente vacinados e 10 ndo). Foi realizada uma curta estimulacio in
vitro das células do sangue total desses individuos com o VACYV inativado por luz UV. Nosso
estudo demonstrou que individuos previamente infectados (vacinados ou ndo) tinham um
menor percentual de células T CD4" expressando receptores de migragdo e adesdo linfocitdria
(CD4"CD62L*CCR7") e uma maior porcentagem de subpopulacdes de células T CD4"
ativadas (CD4*CD62L'CCR7, CD4*CD45RO™¢" CD4*CCR7) quando cmparados com
individuos ndo infectados (vacinados ou ndo), apds estimulacdo in vitro de células do sangue
periférico. Também foi observado que os pacientes previamente infectados (vacinados ou
nio) apresentaram um maior percentual de células T de memdéria CD4" e CD8* expressando
IFN-vy quando comparados com os voluntdrios ndo infectados (vacinados ou nao). Observou-
se ainda que houve uma maior porcentagem de linfécitos T de meméria CD4" e CD8"
expressando TNF-a nos individuos que ja haviam sido previamente expostos ao VACV, seja
pela vacinagdo prévia ou infeccdo pelo VACV. Além disso, foi demonstrado que os
individuos previamente infectados possufam maior percentual de células T CD8" expressando
marcadores de adesdo e migra¢do celular (CCR7" and CD62L") e que essas células co-
expressavam IFN-y and TNF-o, apds estimulagdo antigénica. Portanto, nossos resultados
sugerem que tanto as células T CD4" como T CDS8" estdo envolvidas na resposta imune de
memoria contra a infec¢do pelo Vaccinia virus, porém mostra algumas diferencas no padrao

de respostas dessas células ao virus em questao.

Palavras chaves: Vaccinia virus; Infecgoes por Poxvirus; Infec¢des; Zoonoses; Vacina contra

a variola
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ABSTRACT

The present study evaluates the immune response of memory CD4" and CD8" T cells
from patients following a natural Vaccinia virus (VACV) infection. A total of 42 individuals
were involved in the study being: 22 previously infected individuals (vaccinated or not
against smallpox) and 20 non-infected individuals (vaccinated or not). A short-term in vitro
stimulation with UV-inactivated VACV of whole blood cells was performed. Our study
showed that previously infected individuals have a lower percentage of CD4" T cells
expressing lymph-node homing receptors (CD4"CD62L"CCR7") and higher percentage of
memory CD4" T cells subsets (CD4'CD45RO™®") when compared with non-infected
subjects, after in vitro viral stimulation. We also showed that infected individuals presented
higher percentages of CD4" and CD8" memory T lymphocytes expressing IFN-y when
compared to non-infected individuals. We verified that the percentage of CD4" and CD8" T
memory cells expressing TNF-o were higher in infected and non-infected vaccinated subjects
when compared with non-infected unvaccinated individual. We also observed that previously
infected individuals have higher percentages of CD8" T cells expressing lymph-node homing
receptors (CCR7" and CD62L") and that the memory T cells expressing IFN-y and TNF-a
were at higher percentages in the whole blood cells from infected and non-infected vaccinated
individuals, when compared to unvaccinated non-infected subjects. Thus, our findings suggest
that CD4" and CD8" T cells are involved in the immune memory response against Vaccinia

virus natural infection.

Keywords: Vaccinia virus; Poxviridae Infections; Infection; Zoonoses; Smallpox Vaccine.
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Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural
pelo Vaccinia virus

Os Poxvirus sao virus epiteliotrépicos que t€m em comum a tendéncia em
produzir lesdes cutaneas. Eles sdo virus complexos que se replicam no citoplasma
celular de uma enorme variedade de hospedeiros vertebrados e invertebrados. O genoma
destes virus € constituido por DNA e potencialmente pode codificar cerca de 200
proteinas com diferentes funcdes, dentre elas, a replicacdo do DNA viral, a transcricao,
a morfogénese da particula, a interagdo aos hospedeiros e a evasdo do sistema imune
(MOSS, 2001; MOSS, 2012).

Os Poxvirus sdo os maiores e mais complexos dentre os virus animais,
apresentando-se sob a forma ovoide ou semelhante a um tijolo e medindo cerca de
350X270nm (MOSS, 2012; CONDIT; MOUSSATCHE; TRAKTMAN, 2006).

A familia Poxviridae é constituida por virus envelopados e também nao-
envelopados, sendo as duas formas virais infecciosas, denominadas virus maduro (VM)
e virus envelopado extracelular (VE). Os virus possuem forma ovoéide ou de tijolo,
contendo como material genético uma molécula de DNA de fita dupla linear ligada
covalentemente nas extremidades. Além disso, os membros dessa familia caracterizam-
se pela capacidade de desenvolverem todo o seu ciclo replicativo no citoplasma das
células infectadas, diferentemente dos outros virus de DNA (MOSS, 2012).

As particulas virais sdo compostas por quatro elementos estruturais principais:
cerne, corpusculos laterais, membranas lipoprotéicas e envelope. O cerne representa a
estrutura mais interna do virus, sendo um disco ovalado, biconcavo e envolto por uma
camada composta de pequenas subunidades protéicas cilindricas, denominada palig¢ada.
No interior do cerne, encontra-se o material genético, associado a quatro polipetideos
em uma estrutura denominada de nucleossoma. Nas duas concavidades do cerne,
encontram-se estruturas de formas ovdides denominadas corpusculos laterais cuja
composi¢do quimica e funcdo ainda sdo desconhecidas. O cerne pode aparecer
envolvido por um numero varidvel de membranas lipoprotéicas, de origem celular,
gerando duas particulas infecciosas distintas: o virus maduro intracelular (VM) que
contém uma Unica membrana externa e o virus envelopado extracelular (VE) que é
basicamente um VM com uma membrana adicional chamada de envelope (MOSS,
2012).

O genoma completo dos poxvirus pode variar de 130 kb (Parapoxvirus) a 300
Kb (Avipoxvirus) e o VACV, especificamente, contém um genoma de aproximadamente

190 Kb. A molécula de DNA dupla fita linear possui em suas extremidades uma
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seqiiéncia de repeti¢des terminais invertidas (ITRs), dispostas em dire¢des opostas, que
se localizam nas regides variaveis do genoma. Cada por¢do terminal é composta de uma
seqiiéncia ndo pareada de 101 nucleotideos, ligadas covalentemente, formando algas de
fita simples em forma de grampo, ricas em timina e adenina (SMITH; MCFADDEN,
2002).

As ITRs sdo de suma importancia, pois possuem regides codificadoras de genes
responsaveis tanto pela interagdo virus-hospedeiro quanto por mecanismos de
patogénese. Na grande maioria dos poxvirus e, principalmente, nos ortopoxvirus, as
seqiiencias de DNA localizadas na porcdo central do genoma s3o altamente
conservadas, sendo responsdveis pela codificacdo de proteinas envolvidas na replicacdo
viral e proteinas estruturais. As regides externas do genoma incluem genes relacionados
a interacdo do virus com seus hospedeiros (MOSS, 2001; CONDIT; MOUSSATCHE;
TRAKTMAN, 2006).

Os genes sdo divididos em trés classes de acordo com 0 momento em quem sao
expressos: genes imediatamente precoces € precoces que sdo transcritos antes da
replicagdo do DNA, genes intermedidrios que sdo transcritos durante a replicacdo do
DNA, e genes tardios, sdo aqueles que sdo expressos apds a replicacio do DNA
(TRAKTMAN, 1990).

A transcri¢do dos genes imediatamente precoces € realizada exclusivamente por
enzimas contidas no préprio virion como, por exemplo, a RNA polimerase dependente
de DNA, enzimas responsdveis pela metilacdo e poliadenilacdo dos RNAm recém-
sintetizados e fatores de transcricdo precoces responsdveis pela ativacdo dos genes
precoces (MOSS, 1996).

A maioria dos genes tardios codifica os polipeptideos estruturais ou enzimas que
fardo parte do virion. Estes genes apresentam em suas regides promotoras a seqiiéncia
conservada TAAAT, onde se ligam os fatores ativadores transcricionais tardios
associados as polimerases virais. Existe ainda uma terceira classe de proteinas
sintetizadas durante e apos a duplicacdo do DNA viral, constituida principalmente por
fatores de transcri¢do, denominadas de proteinas intermedidrias (MOSS, 1996).

A expressdo génica é controlada por um mecanismo em cascata € ocorre na
etapa de inicia¢do da transcricdo, ou seja, os fatores transcricionais necessarios para a
expressdo dos genes intermedidrios sdo codificados por genes precoces; ja os fatores
necessarios para a expressao dos genes tardios sdo, por sua vez, produtos de genes

intermedidrios, e aqueles fatores responsdveis pela transcricdo de genes precoces sao
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produtos dos genes tardios, que sdo alocados no interior da particula viral para serem
utilizados no préximo ciclo de multiplicacdo (BROYLES, 2003).

O ciclo de multiplicacdo dos Poxvirus ocorre no citoplasma das células
hospedeiras, sendo independente do ntcleo celular. Esse ciclo pode apresentar
diferentes tempos de duracdo de acordo com o tipo de virus e a célula infectada. A
maior parte das informagdes sobre o ciclo de replicacdo dos Poxvirus € obtida através de
estudos da infec¢do do Vaccinia virus em culturas de células de linhagem continua.
(MOSS, 2012). A primeira etapa do ciclo de multiplicagdo dos poxvirus inicia-se com a
adsorc¢do da particula viral a superficie da célula hospedeira, seguida da penetracdao
dessa particula. Devido as diferentes particulas infecciosas existentes, VM e VE,
constituidas por diferentes numeros de membranas e proteinas diversas, o processo de
penetracdo € bastante complexo. Acredita-se que existam mecanismos distintos de
ligacdo e adsor¢cdo a célula, dependendo do tipo de particula viral. (LOCKER et al.,
2000; MCFADDEN, 2005; SCHMIDT et al., 2012).

Os mecanismos precisos da penetracdo dessas particulas infecciosas na célula
hospedeira sdo pouco conhecidos, pois os poxvirus constituem uma familia cujos
receptores celulares ainda ndo foram identificados. Sugere-se que esses virus podem se
ligar a glicosaminoglicanos (GAGs), compostos por cadeias lineares de polissacarideos
constituidas por unidades de dissacarideos sulfatados, localizados na superficie celular
(CARTER et al., 2005; SCHMIDT et al., 2012). Na adsorcao foi observado que a
proteina viral D8 se liga ao condroitin sulfato e as proteinas virais A27 e H3 se ligam ao
heparan sulfato (MOSS, 2006).

A penetracio do VM se dad pela fusdo da membrana viral externa com a
membrana plasmatica da célula hospedeira. Foi observado que proteinas da membrana
viral como A21, A28, H2 e L5, s@o responsaveis pela penetracdo do virus na célula
hospedeira e que na auséncia destas proteinas pode ocorrer a adsorcao viral, mas nao
sua penetracdo. (MOSS, 2006; CARTER et al., 2005; SCHMIDT et al., 2011).

J4 no que diz respeito a forma VE, o mecanismo de penetracdo ndo se da de
forma tao simples, pois 0 VE possui uma membrana adicional. (CARTER et al., 2005;
SCHMIDT et al., 2012). Foi demonstrado que o VE tem seu envelope rompido em uma
reacdo nao fusogénica dependente da ligacdo com polidnios presentes na superficie
celular. A dissolu¢do do envelope permitiria a liberagao de uma forma VM na superficie
celular que penetraria por fusdo (LAW et al., 2006). Outro mecanismo proposto refere-

se a entrada normal através da fusdo de seu envelope e dissolu¢do da membrana restante
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via endossomos. Para promover sua internalizacdo o VE seria capaz de induzir
ativamente uma macropinocitose. (MOSS, 2006; SCHMIDT et al., 2011).

Independente do mecanismo de adsor¢do e penetracdo de ambas as formas
infecciosas, sabe-se que o cerne do virus € liberado no citoplasma, processo este
denominado de desnudamento primario (LOCKER et al., 2000). Em seguida, ocorre a
degradacdo das nucleoproteinas que constituem o cerne, resultando na liberagdo do
DNA viral no citoplasma da célula hospedeira. Este processo, conhecido como
desnudamento secundério, pode ser bloqueado por inibidores da transcricao e tradugio,
o que significa que o mesmo é dependente da sintese de RNAm e proteinas virais
(FENNER et al., 2002).

A replicagdo do DNA viral ocorre entre 2 a 5 horas ap0s a infeccdo, dependendo
dos diferentes membros da familia Poxviridae, da multiplicidade da infec¢do (MOI) e
do tipo celular envolvido. O desmembramento do cerne promove a liberacdo do genoma
viral no citoplasma, permitindo a acdo de enzimas envolvidas na replicacdo do DNA.
Este processo € realizado, exclusivamente, no citoplasma da célula hospedeira, em
regides granulares, eletrodensas denominadas fdbricas virais ou virossomos. Portanto,
este processo parece ser independente do nucleo celular e, a maioria das proteinas
necessdrias a replicagdo do DNA viral sdo codificadas pelo préprio virus. As proteinas
envolvidas na replicagdo do DNA sdo sintetizadas nos estdgios precoces da infec¢do.
(MOSS, 2001; TOLONEN et al., 2001).

A replicacdo do DNA viral inicia-se com a clivagem das ITRs em sitios
especificos na fita parental. Dessa forma, as al¢as terminais sao desfeitas, expondo uma
extremidade 3’-OH que ird servir como iniciadora para a sintese da nova cadeia
complementar. O DNA recém-sintetizado volta a dobrar-se através do pareamento das
ITRs, formando novas alcas, dando continuidade a replicacdo da fita nascente,
formando entdo moléculas concatdmeras. Estas sao posteriormente clivadas em
moléculas maduras de DNA e empacotadas nas novas particulas virais (TRAKTMAN;
BOYLE, 2004).

A montagem das particulas virais comega 5 a 6 horas apos a infecgdo, sendo a
sua producdo maxima obtida entre 12 e 24 horas. Durante a morfogénese, vdrias
estruturas sdo formadas: virus crescentes, virus imaturo (IV), virus maduro intracelular
(IMV), virus envelopado intracelular (IEV), virus envelopado associado a célula (CEV)
e o virus envelopado extracelular (EEV) (TOLONEN et al., 2001; ROBERTS; SMITH,
2008).
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As primeiras estruturas observadas sdo formas circunscritas crescentes que sao
constituidas de proteinas e lipideos do hospedeiro. Com o processo da morfogénese, os
crescentes formam as particulas esféricas chamadas de virus imaturos (IVs) que contém,
na sua parte central, as proteinas virais do cerne. Ao receber o DNA, o virus imaturo
passa por uma série complexa de alteragdes morfoldgicas que termina na formacdo da
forma infectiva denominada de IMV. Acredita-se que IMV permaneca no meio
intracelular, sendo somente liberado quando a célula € lisada, processo esse que ocorre
em apenas 1% das células infectadas. Cerca de 5 a 20% dos IMVs, dependendo da
célula hospedeira, sdo transportados através de microtibulos até as cisternas trans-golgi,
onde sdo envolvidos por duas membranas adicionais, resultando na formagdo do virus
envelopado intracelular (IEV) (LOCKER et al., 2000; SMITH; MURPHY; LAW, 2003;
ROBERTS; SMITH, 2008).

O IEV, através do sistema de microtibulos, desloca-se para a superficie da
célula, onde sua membrana mais externa se funde com a membrana plasmatica,
formando o virus envelopado associado a célula (CEV). O processo de saida do virus da
célula requer a formacdo de uma cauda de actina, responsdvel também pela associacao
do CEV a superficie celular (HOLLINSHEAD et al., 2001; WARD; MOSS, 2001;
ROBERTS; SMITH, 2008).

A liberac@o do CEV da célula infectada resulta na formagdo do virus envelopado
extracelular (EEV). Essa forma, EEV, é menos abundante, no entanto, € responsavel
pela disseminacdo do virus entre hospedeiros e contribui de maneira importante na
inducdo da resposta imunoldgica, mas mesmo antes dos EEVs serem formados,
proteinas apresentadas na superficie da célula infectada jd comecam a gerar resposta
imune. J4 a particula CEV € a principal forma de propagacdo do virus entre células
adjacentes (SMITH; LAW, 2004; MCFADDEN, 2005; WARD, 2005; ROBERTS;
SMITH, 2008).

Recentemente, foi proposta uma nova nomenclatura para as particulas virais,
tendo como base 0s avancos acerca da estrutura e composicdo das membranas dos
poxvirus. Os virus maduros intracelulares (IMVs) foram classificados como virus
maduros (MV), compostos por uma tnica membrana formada por bicamada lipidica. Os
virus intracelulares envelopados (IEVs), por adquirirem um envelope composto por
duas membranas que circundam o MV, sdo chamados de virus envelopados (VE),

“wrapped virus” (WV). Por fim, as particulas EEV e CEV, por ocorrerem fora da célula
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sdao denominadas virus extracelulares (EV), e possuem uma membrana a menos que os
VE. (RESCH et al., 2006).

De acordo com hospedeiro viral, os Poxvirus sao divididos em duas subfamilias:
Entomopoxvirinae, cujos membros infectam insetos, e Chordopoxvirinae, que
compreende os virus que infectam vertebrados. Segundo o Comité Internacional de
Taxonomia Viral (ICTV), a subfamilia Chordopoxvirinae € constituida de oito géneros:
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Capripoxvirus, Suipoxvirus, Leporipoxvirus, Avipoxvirus,
Yatapoxvirus e Molluscipoxvirus (ICTVdB, 2011). Dentre esses, o género
Orthopoxvirus € o de maior interesse para o desenvolvimento desse trabalho.

Dentre os membros do género Orthopoxvirus destacam-se o Variola virus
(VARV) e o Vaccinia virus (VACV) considerado protétipo ndo sé desse género como
também da familia Poxviridae. Muitos estudos sdo realizados com o VACYV pelo fato
desse virus apresentar caracteristicas bdsicas que se aplicam aos outros membros da
familia (MOSS, 2012; CONDIT; MOUSSATCHE; TRAKTMAN, 2006).

O Vaccinia virus foi utilizado como vacina para a campanha mundial de
erradicacdo da variola, devido a semelhanca genética e antigénica entre os dois virus.
Além disso, foi o primeiro virus a ser detalhado por microscopia eletronica e a ser
multiplicado e isolado em cultura de tecidos. Atualmente, 0 VACV tem sido muito
utilizado para a constru¢do de vacinas e vetores de expressdo recombinantes
(TRAKTMAN, 1990; FENNER, 2000; WALSH; DOLIN, 2011; VERARDI et al.,
2012).

Infecgdes zoondticas humanas causadas por Poxvirus sao relativamente raras. A
maioria dos casos é ocupacional, auto-limitada, com poucas lesdes cutaneas e baixa
morbidade (LEWIS-JONES, 2004). Entretanto, zoonoses causadas por Poxvirus tém
ocorrido frequentemente em regides distantes de suas dreas endémicas, como
exemplificadas pelo surto de Monkeypox virus nos estados centrais americanos, em
2003. Tais ocorréncias tém causado preocupacao entre autoridades de satide publica em
todo mundo.

No Brasil, em todas as regides, um numero alarmante de virus geneticamente
relacionados ao Vaccinia virus tem sido isolados de animais e seres humanos infectados
(DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003). O nimero de casos humanos e
isolamento de novos virus deverdo crescer, uma vez que relatos de novos focos

epidémicos continuam surgindo de diferentes dreas. No entanto, ndo € possivel definir
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se essas infecgdes por Vaccinia virus estdo aumentando ou se s recentemente, elas tém
sido regularmente relatadas (TRINDADE et al., 2003).

As dreas de surto sdo bastante semelhantes entre si, caracterizadas por pequenas
propriedades rurais, com diversos cultivos, pastagens e, de um modo geral, com pouca
infra-estrutura e cercadas por florestas. Na maioria desses locais, as ordenhas sdo
realizadas manualmente, sem o uso de equipamentos de prote¢do individual, como
luvas, e sem a ado¢do de medidas de biosseguranga. Acredita-se, portanto, que essa
auséncia de assepsia possa contribuir para a disseminacao do virus entre o rebanho e os
ordenhadores (LEITE et al., 2005).

Desde 1963, todos os Orthopoxvirus isolados, no Brasil, foram caracterizados
como amostras do Vaccinia virus. Essas infeccdes pelo Vaccinia virus podem ser
caracterizadas como infec¢des zoonéticas ocupacionais pelo fato de acometerem seres
humanos que trabalham diretamente com o gado, os ordenhadores. O ser humano
adquire a doenca apds entrar em contato com as lesdes presentes nas tetas das vacas
infectadas, durante o processo manual de ordenha (LEITE et al., 2005).

Além disso, parece que essa zoonose trata-se uma doenca sazonal, ocorrendo em
determinadas épocas do ano, principalmente no periodo da seca, entre os meses de julho
a setembro. Acredita-se que as condicdes climdticas desse periodo favorecam o
aparecimento e disseminacdo da doencga, por tornar as tetas € as maos dos ordenhadores
mais ressecadas, facilitando o aparecimento de lesdes e formagdo de solucdes de
continuidade que promoveriam a transmissdo do virus dos animais para o homem e
deste para o gado (LOBATO et al., 2005). Esse fato é ainda exacerbado pela auséncia
ou desconhecimento de medidas de biosseguranga, como o uso de luvas, no manejo do
gado infectado.

Os sinais clinicos destas infec¢des sdo o surgimento de lesdes focais
eritematosas, geralmente localizadas nos dedos das maos que entraram em contato
direto com as lesdes presentes nas tetas das vacas infectadas. Associa-se a estas lesdes
um quadro clinico semelhante a um processo gripal no qual o individuo pode apresentar
febre, mialgia, dores de cabegca e nduseas. O conjunto desses sinais € sintomas
caracteriza os sinais clinicos primdrios desta infec¢do. A préxima fase é marcada pelo
surgimento de pustulas e lesdes ulcerativas margeadas por edema e eritema,
principalmente nas maos e antebracos. Normalmente desenvolve-se uma linfadenopatia
local que pode persistir por varias semanas. A cura e cicatriza¢ao das lesdes ocorrem ao

longo de vérias semanas e deixa uma cicatriz tipica na pele das pessoas e animais
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acometidos (TRINDADE et al., 2003; LEWIS-JONES, 2004; MEDEIROS-SILVA et
al., 2010).

Podem ocorrer ainda infeccdes bacterianas secundérias nos locais das lesoes
originais que necessitam de tratamento adequado como o uso de antibidticos
(TRINDADE et al., 2007a).

O diagnostico dessas infeccdes € realizado através da coleta de amostras de
lesdes e crostas provenientes de animais ou pessoas doentes através da utilizacdo de
“swabs” (bastonetes de algoddo) estéreis. Uma vez isolados estes virus sao
geneticamente caracterizados através da amplificacio por PCR e andlise de genes
marcadores tais como timidina kinase (TK), fator de crescimento do Vaccinia virus
(VGF), e hemaglutinina (HA), conforme descrito anteriormente (DAMASO et al.,
2000; DA FONSECA et al., 2002; TRINDADE et al., 2003). Anélises filogenéticas
adicionais sdo feitas através da técnica de polimorfismo de perfil de restricdo do gene
ATI (gene do corpusculo de inclusio do Tipo A) (MEYER et al., 1997, LEWIS-
JONES, 2004).

Ap6s a varfola ter sido declarada como erradicada no final dos anos 70, o
interesse clinico e cientifico nos Poxvirus decaiu substancialmente. Infeccdes causadas
por ortopoxvirus sdo relativamente raras. A maioria dos casos sdo zoondticos,
ocupacionais, auto-limitados, com poucas lesdes cutineas e baixa morbidade, embora o
Monkeypox virus também possa ser transmitido de pessoa a pessoa. As infeccdes pelo
Monkeypox virus assemelham-se clinicamente a infeccdo pelo Variola virus e
apresentam uma taxa de mortalidade de 9,8% em pessoas ndo vacinadas contra a variola
(HUTIN et al., 2001).

No Brasil, até 1999 a maioria das infec¢des por Poxvirus documentadas foi
causada pelo Parapoxvirus, um membro do género Parapoxvirus (TRINDADE et al.,
2003). Esses virus sdo capazes de infectar humanos que estdo em contato com animais
doentes, usualmente vacas e ovelhas, gerando uma doenca intermedidria caracterizada
pelo aparecimento de vesiculas nas maos e nos dedos. Essas vesiculas, pequenas em
numero e tamanho, sdao usualmente indolores e tendem a se resolver rapidamente.
Contudo, a partir de 1963, indicacdes de que membros do género Orthopoxvirus
poderiam estar circulando ativamente em regides selvagens, comecaram a ser
documentadas (FONSECA et al., 1998; DA FONSECA et al., 2002).

Nas décadas de 50 e 60, um grande nimero de novos virus foi isolado de

diferentes fontes em todo o mundo. No Brasil, nas décadas de 60 e 70, o governo
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brasileiro realizou vdrias campanhas de vigilancia epidemioldgica em diversas areas
rurais do pais com o objetivo de investigar a circulagdo de agentes virais desconhecidos,
bem como proceder ao isolamento desses novos agentes (DA FONSECA et al., 2002).

O Cotia virus e o BeAn virus 58058 (BAV) foram isolados durante essas
campanhas. O Cotia virus foi isolado diversas vezes a partir de camundongos
sentinelas, na estacdo florestal de Cotia, Sao Paulo, durante periodos chuvosos, em 1961
(DA FONSECA et al., 2002).

O BeAn virus 58058 (BAV)foi isolado em 1963 do sangue de um roedor do
género Oryzomis, numa floresta tropical, na regido de Belém-do-Pard. (DA FONSECA
et al., 2002).

O SPAn232 virus (SPAnv) foi isolado, inicialmente em 1961, de ratos sentinelas
na Floresta da Cotia, em Sao Paulo (LOPES ef al., 1965). O virus foi re-isolado diversas
vezes e originalmente agrupado entre os Cotia virus, mas apds andlises genéticas ele foi
considerado uma variante do Vaccinia virus (DA FONSECA et al., 2002).

Em 1999, na cidade de Aracatuba, no Estado de Sao Paulo, foi isolado um virus
ap6s um surto exantemdtico, denominado Aracatuba virus (ARAV) que, segundo as
analises moleculares, tratava-se de uma amostra do Vaccinia virus (TRINDADE et al.,
2003).

O Cantagalo virus (CTGV) foi isolado de vacas e ordenhadores em 1999,
durante um surto exantematico, em fazendas do Municipio de Cantagalo, no sudoeste
do estado do Rio de Janeiro (DAMASO et al., 2000).

Em agosto de 2000, um surto afetando o gado e ordenhadores ocorreu em
diversas fazendas de gado leiteiro do Estado de Minas Gerais e um virus foi isolado,
sendo denominado de Muriae virus (TRINDADE er al., 2007b). Foi realizada a
caracterizacdo morfolégica, através da inoculacio das amostras em membrana
corioalantdidea de ovos embrionados de galinha, propagagao viral em células VERO e
visualizag@o das particulas virais no microscépio de forca atdmica. Para a caracterizacao
molecular, os genes timidina cinase (tk), fator de crescimento de Vaccinia virus (vgf), e
hemaglutinina (ha) foram amplificados (Trindade et al., 2007b).

Para os genes tk e vgf observou-se uma similaridade maior que 99 e 97%,
respectivamente, entre o Muriae virus e outras amostras de Vaccinia virus. Apos
amplificacdo do gene ha, observou que o Muriae virus apresentava a mesma assinatura
genética, uma delecdo de 18 nucleotideos, que outras amostras VACYV brasileiras, como

o PSTV (Leite et al., 2005), ARAV (de Souza Trindade et al., 2003), GP2V (Trindade
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et al., 2006) e CTGV (Damaso et al., 2000), sendo agrupado entre as amostras de
VACYV na érvore filogenética. Apesar dessas semelhangas, o Muriae virus apresentava
caracteristicas unicas que permitiram diferencid-lo de outras amostras de VACV
(Trindade et al., 2007b).

No més de outubro de 2001, ocorreu um surto dessa doenga, na cidade de
Guarani, no estado de Minas Gerais, na regido sudeste do pais. Para o diagndstico
laboratorial e isolamento viral, foram coletadas amostras de crostas secas das lesdes de
duas vacas. Cada vaca pertencia a uma fazenda diferente, distante cerca de 10 km uma
da outra. Dois virus foram isolados e denominados Guarani P1 virus (GP1V) e Guarani
P2 virus (GP2V) (TRINDADE et al., 2006). Embora isolados no mesmo surto e na
mesma época e de fazendas vizinhas, os virus GP1V e GP2V apresentavam
divergéncias genéticas suficientes para serem alocados em diferentes locais na arvore
filogenética. Enquanto o GP2V foi agrupado junto com outras amostras de VACV
1soladas em surtos bovinos de vaccinia (ARAV, CTGV e PSTV), o GP1V foi agrupado
junto com o VACV-WR e o VBH que ndo estdo associados a surtos em bovideos.
(TRINDADE et al., 2006). Esses resultados indicam que existem populacdes de VACV
geneticamente diferentes que estdo circulando no pais e até no mesmo surto infeccioso.
A caracterizagdo de duas amostras diferentes de VACV isoladas num unico surto leva a
suposicdo de que esses virus sdo provenientes de amostras diferentes, com origens
diferentes e que sob circunstancias diversas, podem ter se estabelecido na natureza.
Assim, esses virus teriam ndo apenas uma origem, mas multiplas. Isso ndo exclui a
possibilidade de que esses virus tenham evoluido de uma origem comum, derivados de
uma amostra vacinal que escapou para o meio ambiente, sofrendo varias mutagdes e/ou
recombinacdes genéticas, durante o estabelecimento e a circulacio na natureza.
Contudo, esses resultados sugerem que a existéncia de eventos multifatorais é a melhor
explicacdo para a diversidade genética de VACV encontrada no Brasil, incluindo a pré-
existéncia e circulacio de possiveis poxvirus autéctones. (TRINDADE et al., 2006).

O Passatempo virus (PSTV) foi isolado e identificado apds um surto que se
iniciou em 2003, na cidade de Passa-Tempo, no Estado de Minas Gerais (LEITE et al.,
2005).

O Belo Horizonte virus (VBH) foi isolado de um surto em camundongos nas
instalacdes do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Os camundongos foram obtidos da Universidade de Campinas, no

estado de Sao Paulo, e aparentavam estar sauddveis, na chegada a UFMG. Passados uns
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dias, alguns animais morreram e outros comec¢aram a apresentar lesdes caracteristicas na
pele, desenvolvendo um exantema generalizado na pele. Apds andlises morfoldgicas e
moleculares, detectou-se que se tratava de uma variante do Vaccinia virus (TRINDADE
et al.,2004).

Apesar do aumento dos relatos acerca dessa zoonose pouco se conhece acerca da
origem, epidemiologia e evolucdo dos Vaccinia virus isolados no Brasil. Até o
momento a origem desses virus permanece desconhecida.

Existem, atualmente, duas hipdteses acerca da existéncia desses virus: a primeira
sugere que ancestrais brasileiros do Vaccinia virus existiam antes mesmo da campanha
de erradicacdo da variola e que esses virus continuam a circular pelo Brasil
(TRINDADE et al., 2007a; DRUMOND et al., 2008); a segunda hipdtese € que eles
teriam se originado durante a campanha de erradicacdo da variola, apés um escape de
uma amostra vacinal que se estabeleceu e evoluiu na natureza em um reservatério ainda
ndo identificado (DE SOUZA TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; DAMASO
et al., 2000; DA FONSECA et al., 2002; DRUMOND et al., 2008; TULMAN et al.,
2000).

Através de estudos filogenéticos os Vaccinia virus brasileiros (BR-VACV)
foram agrupados em dois grandes grupos: o primeiro formado pelas variantes que
possuem uma delec@o de 18bp na janela de leitura (open read frame — ORF) AS6R que
incluem o ARAV, GP2V e PSTV; e o segundo constituido pelas amostras que nao
possuem essa delecdo, incluindo BAV, SAV, GP1V e BHV (TRINDADE et al., 2007a;
DRUMOND et al., 2008).

Foi ainda identificado que cada grupo € ainda dividido em subgrupos. Em um
grupo o0 ARAV e o GP2V estdo mais intimamente relacionados um com o outro do que
com o PSTV. No outro grupo o BAV, GP1V e BHV estdo mais correlacionados entre si
do que com 0 SAV (DRUMOND et al., 2008).

A existéncia desses subgrupos indica a existéncia de um grande ndmero de
populagdes virais circulando no Brasil e que possuem origens diferentes. Baseando-se
em estudos do gene ati verificou-se que dentro do grupo formado pelo BAV, GP1V,
VBH e SAV, os trés primeiros ndo possuem o corpo de inclusdo tipo A, enquanto o
SAV possui. Portanto, acredita-se que existam, at¢é o momento, trés diferentes
populacdes virais (DRUMOND et al., 2008; LEITE et al., 2007).

Essa existéncia de populacdes virais diferentes ja foi demonstrada para outros

Poxvirus como o Monkeypox virus (LIKOS et al., 2005; CHEN et al., 2005) e o Variola
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virus (ESPOSITO et al., 2006). Essas diferencas refletem na epidemiologia, viruléncia,
sintomatologia (LIKOS et al., 2005; CHEN et al., 2005), origem geografica e taxa de
mortalidade dessas doencas (ESPOSITO et al., 2006). Assim, a divisdo dos Vaccinia
virus brasileiros em diferentes grupos também pode refletir em diferencas na viruléncia
e na distribuicdo geogréfica dessas amostras (DRUMOND et al., 2008).

Além disso, ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo entre os BR-VACV e as
amostras vacinais IOC, VACV-LTBUT ou outras derivadas da amostra Lister
(DRUMOND et al., 2008; GUEDES; TRINDADE; KROON, 2006). Contudo, ndo é
possivel excluir a hipotese de essas amostras brasileiras terem se originado através do
escape desses agentes utilizados para a fabricacdo da vacina contra a variola. Portanto,
sd0 necessarios mais estudos para estabelecer a real origem desses virus.

Os estudos acerca da origem dos BR-VACV sdo ainda inconclusivos, mas ¢é
certo que existem populagdes virais distintas. Nao foram registrados at€é o momento
diferencas nas manifestacdes clinicas ou na epidemiologia dessas infeccoes
(TRINDADE et al., 2007a). Pode-se sugerir que esses virus tenham origens diferentes
ou que eles tenham se originado de um ancestral comum, mas que devido as diversas
pressoes seletivas eles tenham evoluido distintamente, estabelecendo-se na natureza em
diferentes ambientes e hospedeiros (DRUMOND et al., 2008).

Apesar de ainda ndo haver nenhum estudo conclusivo acerca da origem desses
virus, a ocorréncia desses surtos sdo uma oportunidade inédita para a realizacdo de
estudos acerca da etiologia, epidemiologia, origem e resposta imunoldgica contra o
Vaccinia virus. Além disso, o isolamento cada vez mais freqiiente desses virus reforca a
hipétese de que o Vaccinia virus esta circulando no pais, no meio selvagem e em dreas
rurais, € que esses virus parecem ser endémicos

O problema relacionado a esses surtos de Vaccinia virus ndo € s6 uma questao
de satude publica, mas também um problema econdmico. As perdas econdmicas
advindas dessa zoonose nao sdo somente a redugdo da produgdo de leite, mas também
os gastos veterindrios decorrentes de infeccdes secunddrias nas tetas das vacas que
levam a mastite. A reducdo na producdo de leite tem um impacto muito grande na
economia do pais, uma vez que o Brasil € um dos principais exportadores de leite do
mundo (LEITE et al., 2005).

Além disso, a ocorréncia desses surtos € um fato especialmente relevante, visto
que um numero cada vez maior de pessoas ndo tem imunidade contra esses virus, pois

nao foram vacinadas durante a campanha de vacinacdo contra a variola, promovida pela
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Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), que terminou hd cerca de 30 anos. Essa
auséncia de imunidade pode criar uma oportunidade para a disseminagdo desses virus,
no Brasil. (LEITE et al., 2005).

Em relacdo a estudos de resposta contra os Poxvirus, estes dividem-se em duas
fases. A primeira, antes da erradicacdo da variola, caracterizada pela presenca do
Variola virus e pela exposi¢ao ao mesmo. Essa fase foi marcada por estudos realizados
em pessoas que foram infectadas pelo virus e que progrediram para a cura. A segunda,
ap6s a erradicacdo da variola, caracteriza-se pela auséncia de exposicdo ao virus e
marcada por estudos em pessoas vacinadas (PUISSANT; COMBADIERE, 20006).

O pouco conhecimento que se tem acerca da resposta imunoldgica, em seres
humanos, contra os Poxvirus deriva, principalmente, de estudos sobre a vacina¢do com
o Vaccinia virus, porém sabe-se que tanto a resposta inata quanto a adaptativa sao
importantes (LEWIS-JONES, 2004; LOUSBERG et al., 2011).

Embora a imunidade humoral e a imunidade mediada por célula participem da
resposta do hospedeiro a infeccdo pelos Poxvirus, a resposta celular é particularmente
critica para o “clearance” das células infectadas (SEET et al., 2003).

Em relacdo a resposta humoral, sabe-se que uma forte resposta anti-poxvirus
mediada por anticorpos € induzida em individuos que receberam a vacina contra a
variola (MOSS, 2011). Sdo produzidos anticorpos neutralizantes tanto contra as formas
infecciosas VM (virus maduro) quanto contra as formas VE (virus envelopados) do
Vaccinia virus. Porém, essa resposta por anticorpos s6 pode ser detectada a partir do
décimo quarto (14°) dia apés a imunizagdo, sendo observado um pico no nivel de
anticorpos em aproximadamente um més apés a vacinacio (PUTZ et al., 2005;
AMANNA; SLIFKA; CROTTY, 2006).

Anticorpos  neutralizantes  conferem  protecdo  principalmente  pelo
reconhecimento de estruturas nas superficies das particulas virais e, portanto, anticorpos
direcionados contra a superficie dos virions sdo os primeiros de interesse (PUTZ et al.,
2005). O Vaccinia virus tem mais de 20 proteinas de superficie conhecidas. Além disso,
o Vaccinia virus possui duas formas infecciosas, cada uma delas expressando diferentes
proteinas de superficie. Dessa forma, € necessdario um bom entendimento das estruturas
virais para desenvolver conhecimentos acerca dos alvos dos anticorpos de prote¢do. A
particula mais abundante é a VM, que se acumula nas células e € liberada ap6s a lise das
mesmas. As formas VM sdo estdveis no ambiente e representam a principal particula

envolvida na transmissdo entre diferentes hospedeiros. A particula infecciosa VE é mais

29



Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural
pelo Vaccinia virus

fragil e menos abundante que a forma VM e estdo mais relacionadas com a
disseminagcdo dos virus no mesmo hospedeiro do que com a transmissdo entre
hospedeiros diferentes. Estudos tém demonstrado que anticorpos contra ambas as
formas, VM ou VE, podem ser protetores. Assim, para a preven¢ao da transmissao viral
entre diferentes hospedeiros, os anticorpos contra os antigenos da superficie das formas
VM, provavelmente desempenham um papel principal na protecdo. De modo geral,
anticorpos anti-VM atuam principalmente na neutralizacdo da inoculag¢do viral, e os
anticorpos anti-VE atuam principalmente limitando a disseminacdo viral apds a
infec¢do, embora ainda haja controvérsias acerca da contribuicao in vivo dos anticorpos
contra as formas VM versus VE dos virions. (AMANNA; SLIFKA; CROTTY, 2006).

Assim como em camundongos, os seres humanos produzem inimeros anticorpos
contra as proteinas do Vaccinia virus, apds a imuniza¢do. Vdrias proteinas virais sao
reconhecidas, como por exemplo, as proteinas de superficie das formas VM e VE,
proteinas do core do virion e proteinas soluveis, demonstrando que a resposta de
anticorpos anti-vaccinia em seres humanos € bastante ampla. (AMANNA; SLIFKA;
CROTTY, 2006).

Ja foram identificados importantes epitopos antigénicos, envolvidos na protecao
contra o Vaccinia virus, tanto na particula infecciosa VM quanto na VE, que sdo
reconhecidos por anticorpos em pessoas imunizadas. Como exemplo, podemos citar a
proteinas H3L, um receptor viral relacionado a adesdo celular, identificado como um
alvo dos anticorpos neutralizantes anti-VM, em seres humanos. Da mesma forma, a
proteina BSR foi identificada na particula VE e os anticorpos anti-B5R parecem ser os
principais responsaveis pela neutralizagao das formas VE, em humanos. No entanto, os
epitopos antigénicos especificos para o Vaccinia virus que sdo reconhecidos pelas
células B de memoria ainda ndo foram identificados. (SETTE et al., 2009; AMANNA;
SLIFKA; CROTTY, 2006).

Sabe-se, até o momento, que tanto a resposta humoral quanto a mediada por
células sdo importantes no combate aos Poxvirus e que células B e T de memoria
podem ser detectadas em individuos vacinados contra a variola, assim como anticorpos
virus-especificos. (SETTE et al., 2009).

Atualmente, a maioria dos estudos voltados para o esclarecimento dos
mecanismos envolvidos na manuten¢do da memdaria imunolégica é realizada em pessoas

imunizadas contra a variola. Esses estudos tém como objetivo elucidar a duragdo da

30



Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural
pelo Vaccinia virus

memoria imunolégica, o perfil das células de memoria e a funcionalidade dessas
células.

A memoria imune apds a vacinagdo contra a variola € uma importante referéncia
para entender a cinética e a longevidade da memoria de células B e T na auséncia de re-
exposi¢do ao antigeno, uma vez que a variola foi declarada erradicada no mundo em
1980 (CROTTY et al., 2003; TAUB et al., 2008).

O Vaccinia virus, agente utilizado na vacinacdo contra a variola, tem sido um
excelente modelo ndo s6 para estudar a duracdo da memdria imunoldgica, mas também
para auxiliar a decifrar os mecanismos bdsicos envolvidos na memoria em longo prazo
das células de memoria B e T e da resposta por anticorpos (AMANNA; SLIFKA;
CROTTY, 2006).

Células B de memoria especificas para o Vaccinia virus sdo geradas apds a
imunizac¢do e aproximadamente 1,5% das células B de memoria IgG™ circulantes sdo
especificas para o Vaccinia virus, um més apos a vacinacdo (CROTTY et al., 2003).

Crotty e colaboradores (2003) detectaram células B de memoria especificas para
o Vaccinia virus na maioria das pessoas vacinadas, at¢ mesmo naquelas que haviam
sido vacinadas ha mais de 60 anos. De acordo com esses autores, o nimero de células B
de memoria cresce exponencialmente, apds a imunizagdo, com uma meia vida menor
que um ano. Apds os primeiros meses/ano, ocorre um declinio de cerca de 90% no
nimero de células B até atingir um plato e se estabilizar por mais de 50 anos, com uma
freqiiéncia de células B de memoéria IgG* circulantes de aproximadamente 0,1% do total
de células.

Segundo Crotty e colaboradores (2003), as células B de memoria especificas em
pessoas vacinadas, sdo mantidas por mais de 50 anos, apds a vacinacdo. Além disso,
esses autores detectaram anticorpos virus-especificos no soro de pessoas vacinadas,
observando que os niveis de anticorpos circulantes também se mantinham por mais de
50 anos e correlacionavam-se aos niveis de células B de memoria. Esses dados
demonstram que a memoria imunoldgica humoral é duradoura, apds uma forte
exposicao inicial ao antigeno.

Crotty e colaboradores (2003), também relataram que apds a revacinacdo desses
individuos, previamente imunizados, ocorreu uma rdpida producdo de anticorpos,
demonstrando que as células B de tais individuos encontravam-se funcionais.

Os niveis de células B de memoria especificas para vacina contra a variola

aparentam manterem-se estaveis de 10 a 60 anos apds a vacinacdo, indicando que a
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populacdo de células B de memodria antigeno-especificas sdo mantidas por complexos
mecanismos. Sabe-se que o nivel das células B de memodria ndo sofre o0 mesmo declinio
evidenciado para as células T de memoéria (HAMMARLUND et al., 2003).

A persisténcia de uma memoria imunoldgica de longa vida contra o Vaccinia
virus € o Variola virus tem sido amplamente debatida e ndo se sabe ao certo qual € a sua
eficdcia em promover a protecdo na auséncia da circulagdo e exposicao ao Variola virus
(AMANNA; SLIFKA; CROTTY, 2006; AMANNA; CARLSON; SLIFKA, 2007;
PUISSANT; COMBADIERE, 2006).

Desde a década passada, muitos estudos tém se dedicado a elucidar os
mecanismos envolvidos na manutencdo da memoria imunoldgica independente de
antigeno. E certo que tanto as células TCD4" quanto as células TCDS", de meméria,
podem persistir na auséncia de exposi¢do ao antigeno (SLIFKA, 2004; CROTTY;
AHMED, 2004; TOUGH; SPRENT, 2003).

Ja foi demonstrado em murinos que as células TCD8" de meméria ndo sdo
estdticas. Elas normalmente iniciam uma proliferacdo homeostética para restabelecer o
nimero de células. Essa proliferacao ndo é dependente de estimulacdo antigénica ou de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade da classe I (MHC I). Em
camundongos, a populac¢do de células TCD8" de meméria mantém-se estavel, enquanto
o niimero de células TCD4" declina lentamente. J4 foi observado que as citocinas estdo
envolvidas na manuten¢do de células T de memoria. Assim, a IL-15 e a IL-7 sdo
importantes na manutencdo da populac¢do de células TCD8" de memoria e das células
TCD4" (AMANNA; SLIFKA; CROTTY, 2006; BECKER et al., 2005; LENZ et al.;
2004).

Em seres humanos duas subpopulagdes de células T de meméria (CD4" e CD8")
foram descritas de acordo com sua capacidade migratéria e funcao efetora: as células T
de memoria central (Tcym) e as células T de memoria efetora (Tgym) (SALLUSTO et al.,
1999; MASOPUST et al., 2001; REINHARDT et al., 2001; RICHARDS et al., 2007).

Essas células de memoria distinguem entre si pela expressdo ou ndo de
moléculas em sua superficie, como as moléculas CD45RO, CD62L e CCR7. A
molécula CD45, um antigeno comum de leucécitos, é uma tirosina fosfatase
transmembrana que estd diretamente envolvida na ativagdo e adesdo de linfécitos. Essa
molécula é expressa em diferentes isoformas, através do splicing alternativo do RNAm.
Nos seres humanos, a maioria das células T inativas expressa uma isoforma de 200kD

da molécula de superficie CD45 que contém um segmento codificado por um éxon de
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designado como A, sendo essa isoforma designada como CD45RA. Por outro lado, a
maioria das células T de memoria ativadas expressa a isoforma de 180kD do CD45 na
qual o RNA do éxon A foi retirado, sendo essa isoforma denominada de CD45RO
(ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Portanto, células T virgens expressam CD45RA e células de memodria expressam
CD45RO. Outras duas moléculas importantes na diferenciacdo de células T virgens e
de memoria sdo uma L-selectina (CD62L) e a quimiocina CCR7. A molécula CD62L
pertence a familia das selectinas e trata-se de uma molécula de adesdo altamente
expressa em linfocitos T virgens responsdavel pela migracdo desses linfocitos para o
tecido linféide (SWAIN et al., 1996; KUNKEL et al., 1998; SALMI; JALKANEN,
1998). Esta molécula se une a CD34 e GlyCAM-1 nas vénulas endoteliais altas,
iniciando a migracdo de linfécitos virgens para o tecido linféide (SWAIN et al., 1996;
KUNKEL et al., 1998; SALMI et al., 1998). A molécula CCR7 pertence a classe das
quimiocinas, tem papel importante no rolamento e posicionamento de células T virgens
nos linfonodos. A quimiocina CCR7 & altamente expressa por cé€lulas dendriticas
maduras, assim como por células T virgens e de memoria central (SALLUSTO, 1999).
Portanto, além de marcador da ativacdo celular, a molécula CD62L ¢ essencial para
migracdo de linfécitos para os linfonodos, juntamente com a expressio de CCR7
(BRADLEY; WATSON; SWAIN, 1994; BUTCHER; PICKER, 1996; GUNN et al.,
1999; GUARDA et al., 2007).

Como as células T virgens e de memoria sdo identificadas pela expressdo das
isoformas CD45RA e CD45RO, respectivamente, ¢ sendo as moléculas CCR7 e
CD62L, essenciais para migracdo e adesdo de linfécitos, a co-expressdo dessas
moléculas pode identificar subpopulagdes de memoéria das células T CD4" e CDS".
Dessa forma, as células Tcy sdo do fendtipo CD45RO" que expressam
constitutivamente CCR7 ¢ CD62L (Tcy: CD45ROCCR7'CD62LY). As Tcm migram
para os linfonodos, produzem pequenas quantidades de IFN-y e tem funcdo efetora
limitada, porém elas t€ém capacidade proliferativa e podem ser tornar células efetoras
apo6s estimulag@o secundaria. Por outro lado, as células Tgy sdo aquelas que perderam a
expressao de CCR7 e sdo heterogéneas para CD62L (Tgm: CD45RO*CCR7 CD62L*).
As Tgm migram para tecidos periféricos e podem rapidamente produzir citocinas
efetoras, como o IFN-y, apds estimulacdo antigénica, mas tem limitada capacidade
proliferativa (RICHARDS er al., 2007, LANZAVECCHI; SALLUSTO, 2002;
LANZAVECCHI; SALLUSTO, 2005; GEGINAT; SALLUSTO; LANZAVECCHIA,
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2003; CAMPBELL et al., 1998; FORSTER et al., 1999; SALLUSTO; GEGINAT;
LANZAVECCHIA, 2004)

Em relacdo a memoria imunoldgica contra o Vaccinia virus ja foi demonstrado
que esta depende desses varios tipos de células de memdria que podem ser diferenciadas
em: rapida reposta imune efetora mensurada pela producdo de IFN-y pelas células T
(memoria efetora) e células T de memoria com capacidade proliferativa (memoria
central) (COMBADIERE et al., 2004).

Estudos prévios ja demonstraram que a memoria celular contra o Vaccinia virus
¢ composta, predominantemente, por células T CD4" do tipo Thl (PUISSANT-
LUBRANO, 2010; COMBADIERE et al., 2004; AMARA et al., 2004). As células Thl
produzem predominantemente citocinas efetoras como o IFN-y e o TNF-a que sdo
necessdrias para o clearance de virus e bactérias intracelulares (MACLEOD et al., 2009;
LIU et al., 2005). Em relacdo a memdria imune apds a vacinacdo contra a variola,
estudos prévios demonstraram que células T CD4" de memodria efetora, ou seja,
produtoras de IFN-y e/ou TNF-a foram detectadas até 30 anos depois da vacinagdo
(PUISSANT-LUBRANO, 2010; COMBADIERE et al., 2004; AMARA et al., 2004).

Além disso, Puissant-Lubrano e colaboradores (2010) observaram que altos
niveis de linfécitos efetores T CD4'TFN-y"TNF-a", em individuos vacinados, estio
correlacionados com a formacdo de uma lesdo cutanea menor, apds a revacinacdo. Entre
essas células T efetoras, somente os linfécitos T CD4" com fenétipo IFN-y " TNF-o" ou
IFN-y"IL-2" estavam envolvidos no controle das lesdes cutineas, mas nio as células T
CD8" de memoria efetora.

Em relacdo as células T CD4 de memoria, apds a infecggdo pelo Vaccinia virus,
Combadiere et al (2004) observaram que estas eram produtoras de IFN-y e especificas
para o Vaccinia virus com o seguinte fenétipo: CD4", CD45RA",CD11a"" CD27" ¢
CCRT. A frequéncia dessas c€lulas era pequena, mas podia ser expandida in vitro em 7
dias. Os autores ainda observaram que apenas 20% dos individuos vacinados
apresentavam uma resposta de memoria rapida tanto efetora — produtora de IFN-y —
quanto proliferativa. A resposta era mediada tanto por células T CD4" quanto CDS8".
Além disso, 27,5% dos individuos vacinados ndo apresentaram nenhum tipo de resposta
(COMBADIERE et al., 2004).

Essa auséncia de resposta encontrada por Combadiere et al (2004) nos ajuda a

entender a ocorréncia de surtos de Vaccinia virus em individuos previamente vacinados

34



Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural
pelo Vaccinia virus

contra a variola. Parece que a vacinag@o ndo foi capaz de gerar memoria imunoldgica
celular de longa duracdo, uma vez que a maioria dos individuos previamente vacinados,
acometidos pela infec¢do pelo Vaccinia virus, tinham sido vacinados ha mais de 30
anos, na infancia, durante as campanhas de vacinagdo promovidas pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS).

Em relagdo a duragdo da memoria imunoldgica contra o Vaccinia virus, estudos
prévios demonstraram que a resposta de células T de memoria € duradoura, porém vai
sofrendo um declinio, com uma meia vida de 8 a 15 anos. A memoria de células T
CD4" ¢ mais prolongada que a das células T CD8", sendo observado que alguns
individuos perdem preferencialmente, as células de meméria T CDS8", enquanto o
compartimento de células T CD4" permanece intacto. Em raros casos, as células T
CD8" mantém-se em niveis elevados enquanto as células T CD4" tém seu nimero
bastante reduzido (HAMMARLUND et al., 2003).

Hammarlund e colaboradores (2003) demonstraram que as células de memoria T
CD8" se mantinham em apenas 50% dos individuos, 20 anos apds a vacinacao,
independentemente de quantas doses de vacina os individuos receberam. Isso implica
que as células de meméria T CD8" ndo sdo absolutamente necessdrias para a prote¢io e
que as células de meméria T CD4" ou a resposta por anticorpos neutralizantes (ou
ambas) devem constituir os principais componentes da imunidade em longo prazo, apés
as células de memoria T CD8" terem desaparecido.

Um estudo recente de Hammarlund e colaboradores (2010) com pacientes que
sobreviveram a infec¢do pelo Variola virus demonstrou que uma resposta de células T
CD4 e T CDS8 podia ser encontrada até 83 anos ap6s a infeccdo pelo Variola virus,
porém a memoria das células T vai sofrendo um declinio gradativo ao longo do tempo.
Esse declinio é semelhante aquele encontrado em individuos que receberam a vacina
contra a variola.

Sivapalasingam et al. (2007) detectaram altos titulos de anticorpos neutralizantes
contra Vaccinia virus em 4 de 5 sobreviventes da infeccdo pela variola, ndo vacinados,
40 anos a infec¢do, sugerindo que a resposta de anticorpos apds a infec¢do natural por
variola é duradoura. Em contraste nenhuma dessas cinco pessoas, ndo vacinadas, com
histéria de infec¢dao pelo Variola virus, produziram IFN-y avaliada pelo ensaio de
ELISPOT e apenas um teve resposta linfoproliferativa quando desafiados com o
Vaccinia virus. A estimulacdo com o VacAg, desnaturado pelo calor, levou a uma

expansao mais robusta das células CD4 especificas para o Vaccinia virus; essas células
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ndo eram detectadas quando o Vaccinia virus era utilizado inteiro. Essa resposta ao
VacAg foi caracterizada pela deteccdo de células T CD4" produtoras de IFN-y. Vale
ressaltar que as células T CD8" ndo foram detectadas.

De acordo com o exposto podemos observar que a maioria dos estudos com o
Vaccinia virus foram realizados em pacientes vacinados contra a variola, em condi¢des
controladas. Existem poucos estudos acerca da resposta imune e da memodria
imunoldgica contra esse virus, apds infeccio humana em condi¢des naturais. Portanto,
os surtos de Vaccinia virus que vém ocorrendo no Brasil representam uma oportunidade
Unica de se estudar a resposta imune contra esse virus.

Considerando a erradicacdo da variola, deve-se ressaltar que uma parcela
significativa da populacido nunca foi vacinada contra a variola e o nivel de imunidade é
bastante varidvel nos individuos que ja foram vacinados (PUISSANT-LUBRANO et
al., 2010) Esse fato pode levar a disseminagcdo do Vaccinia virus naqueles individuos
que nao foram expostos a eles; fato que ja € observado nos casos de surto desse virus
que acometeram diversas regides do Brasil.

A manuten¢do de células de memoria apropriadamente reativas pode ou nao
ocorrer apds a imunizag¢do com a vacina contra a variola, visto que ja foi observado que
alguns individuos vacinados contra a variola foram infectados pelo Vaccinia virus,
vindo a desenvolver a doenga. Porém, ha também aqueles individuos vacinados contra a
variola e que foram expostos ao Vaccinia virus durante os surtos de variola bovina, mas
que, no entanto, ndo adoeceram. Especula-se que a imunizacdo com a vacina contra a
variola gera células de memoria que sdo apropriadamente reativas contra uma
subseqiiente exposi¢do ao Vaccinia virus, porém o perfil fenotipico dos linfécitos T de
memoria de individuos que foram previamente infectados pelo Vaccinia virus €
provavelmente diferente do perfil fenotipico de individuos nao infectados, mas que
foram vacinados contra a variola.

No entanto, essa questdo da reatividade das células de memoria € ainda
controversa, necessitando de mais estudos acerca da memoria imunoldgica, tanto de
individuos vacinados que foram ou ndo infectados pelo Vaccinia virus quanto de
individuos ndo vacinados que foram infectados. Dessa forma, poderemos tracar um
perfil de células de memoria de individuos residentes nos locais de surtos do Vaccinia
virus, bem como analisar o impacto da estimulagdo com o antigeno viral nessas células.

Acredita-se que a protecdo apds a imunizacdo contra a variola se dé pela

interacdo entre as respostas dos linfocitos B, linfécitos T citotéxicos e linfécitos T
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auxiliares. Porém, ainda ndo se sabe ao certo os mecanismos de manuteng¢do da
memoria imunoldgica, nem o papel de cada célula nessa protecgao.

Em relagdo ao desenvolvimento desse trabalho € importante ressaltar que o
grupo de pesquisa do Laboratério de Virus, do Departamento de Microbiologia, da
Universidade Federal de Minas Gerais, tem acompanhado a ocorréncia de surtos
causados pelo Vaccinia virus, em regides rurais e silvicolas do Brasil. Os surtos ja
alcangaram todos os 4 estados da regido Sudeste € mais de mil animais, assim como
dezenas de pessoas, ja foram comprovadamente afetadas pela virose. O quadro preciso
do nimero de pessoas e animais doentes, entretanto, ndo € conhecido, uma vez que a
maioria dos casos ndo € notificada. A situacdo ja colocou em estado de alerta as
autoridades de saude publica em todos os estados da regido. Estes surtos sdo atipicos
por indicarem a existéncia de um reservatério animal para o Vaccinia virus, fato nao
conhecido até o momento, e também por apontar para o possivel estabelecimento e
circulagcdo do Vaccinia virus na natureza.

Além de representarem enorme problema econdmico e de saude publica, estes
surtos também oferecem uma oportunidade tnica para se compreender a epidemiologia
de infeccdes naturais causadas por Poxvirus, assim como entender que tipo de eventos
moleculares permite que uma cepa vacinal se adapte a outros hospedeiros na natureza.
Além disso, o estudo dos surtos possibilitard uma melhor compreensdo da resposta
imunolégica de individuos infectados por um virus geneticamente semelhante a variola,
em condi¢des naturais. Por fim, o estudo representa a possibilidade de se analisar e
modelar o possivel impacto de vacinacdo em massa contra Orthopoxvirus numa era em
que doengas causadas por estes virus sdo novamente consideradas uma ameaca global
devido a ameaca do bio-terrorismo.

Esperamos obter informacgdes detalhadas com relagdo a memoria imunoldgica
humoral e celular dos pacientes, residentes em dreas afetadas pelo virus, contra
infec¢des pelo Vaccinia virus, em condi¢des naturais. Os progndsticos para o alcance de
nossos objetivos propostos sdo excelentes, uma vez que a equipe de pesquisadores ja
tem ampla experiéncia de campo e laboratério, contamos com uma populagdo com
indice de participacdo voluntdria significativa e todas as técnicas propostas ja estio
padronizadas e em uso em nossos laboratérios.

A importancia dos linfécitos T CD4" e T CD8" no controle da infec¢do pelo
Vaccinia virus e na manutengdo da memoria de longo prazo estd bem estabelecida

(JUDKOWSKI et al., 2011), porém o fenétipo dessas células ndo foi bem descrito, até o
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momento. No presente estudo, avaliamos o perfil fenotipico de células TCD4" e TCD8"

expressando os marcadores de ativacdo (CD45RO0), as sobpopulacdes apresentando ou
ndo os marcadores de adesdo e migragdo linfocitdria (CCR7'CD62L" e CCR7 CD62L)
e a producdo de citocinas efetoras (IFN-ye TNF-o), apds estimulagdo in vitro com o
VACYV inativado por luz UV. Portanto, diante do exposto, o principal objetivo do
trabalho foi avaliar a resposta celular, T CD4" e CD8", de individuos ap6s uma infec¢do

por Vaccinia virus ocorrida em 2005, em diferentes regides do estado de Minas Gerais.

38



Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural
pelo Vaccinia virus

2) OBJETIVOS
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2.1) Objetivo Geral:

- Caracterizar o perfil de células T CD4" e T CDS8*, ativadas ou ndo, de
individuos previamente infectados ou ndo pelo Vaccinia virus submetidos ou ndo a

vacinagdo contra variola

2.2) Objetivos Especificos

- Avaliar a freqiiéncia relativa de linfocitos T CD4" e T CD8" totais presentes no
sangue periférico de individuos infectados pelo Vaccinia virus, apds estimulo in vitro
pelo VACV WR inativado por luz UV;

- Avaliar o perfil de ativagdo dos linfécitos T (CD4" e CD8"), utilizando os
marcadores CD28, CD69, CD40L, CD71 e CTLA-4.

- Avaliar o perfil de linfécitos T CD4" e T CDS8", co-expressando os marcadores
de adesdo e migracao CD62L e CCR7;

- Analisar o perfil de linfécitos T CD4" e T CDS8", co-expressando CD45RO, um
marcador presente em células T ativadas;

- Identificar linfécitos T CD4" e T CD8" expressando as citocinas
intracitoplasmaticas IFN-y e TNF-a;

- Analisar subpopulagdes de linfocitos T CD4" e T CD8" (CD45RO" e CD62L")

expressando as citocinas intracitoplasmaticas IFN-y e TNF-aL.
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3) METODOLOGIA
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3.1) Populacao estudada

A amostra foi constituida por individuos residentes em propriedades rurais
afetadas pelo surto de Vaccinia virus no ano de 2005. Durante 2005, foi realizado um
estudo do perfil fenotipico das células do sistema imune dos individuos infectados pelo
Vaccinia virus, durante a fase aguda da doenga. Naquele estudo pdde-se verificar que
alguns individuos infectados haviam sido vacinados contra a variola, durante a
campanha de vacina¢do da OMS que se estendeu até a década de 70, mas que haviam
contraido a infeccdo pelo Vaccinia virus, como confirmado pelo exame clinico e
laboratorial.

Dessa forma, como extensdo da pesquisa realizada em 2005, foi desenvolvido
esse trabalho de pesquisa com o objetivo de avaliar o perfil de memoria dos linfécitos T
CD4" e T CD8", 5 anos depois do surto. Assim, amostras do sangue periférico dos
individuos uma vez infectados pelo Vaccinia virus foram coletados pelo nosso grupo de
pesquisa e andlises fenotipicas foram realizadas para tracar o perfil da resposta
imunoldgica desses pacientes.

Individuos vivendo nas dreas onde o surto do ano de 2005 ocorreu foram
selecionados e contatados através da busca ativa. Os individuos foram entrevistados
para obtencdo de dados envolvendo suas atividades, comportamento e ocorréncia de
infecgdes anteriores. A estes individuos foi apresentado um termo de consentimento
p6s-informado, oralmente e por escrito, o qual continha informagdes sobre o estudo,
seus propositos, procedimentos e riscos envolvidos.

O numero de voluntérios incluidos no estudo variou de acordo com os locais nos
quais os surtos ocorreram. Ao todo, foram selecionados 42 pacientes, sendo 22
pacientes previamente infectados pelos Vaccinia virus e 20 ndo infectados. Dos 22
individuos previamente infectados, 12 haviam sido vacinados contra a variola e 10 ndo
tinham histéria vacinal positiva. Dos 20 individuos ndo infectados, 10 ndo eram
vacinados e 10 eram previamente vacinados contra a variola. A inclusdo desse grupo de
individuos vacinados que ndo foram infectados pelo Vaccinia virus foi de extrema
importancia para comparacao da eficdcia da vacinagdo em exposicdes subseqiientes ao
virus, visto que ja foi demonstrado em alguns trabalhos que a vacinag¢ao contra a variola
em determinados individuos nao foi capaz de prevenir infec¢cdo posterior pelo Vaccinia

virus. Por outro lado, os sintomas apresentados pelos individuos foram mais brandos

42



Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural
pelo Vaccinia virus

quando comparados aos individuos que nunca haviam sido vacinados (HEYMANN;
SZCZENIOWSKI; ESTEVES, 1998). Os 10 individuos nao infectados nao vacinados

compuseram o controle negativo (TAB-1).

TABELA 1

Caracterizacao e Distribuiciao absoluta da amostragem estudada

Niimero M.é‘;lis de Género (n)
Grupos Estado Vacinal de waae
individuos (Min-  Masculino  Feminino
Max)
. Vacinados** 12 56 (42-68) 12 0
Previamente
infectados* Nao vaciandos 10 24 ; 4()1 8- 10 0
. 46.4 (39-
Nio Vacinados#** 10 62) 7 3
infectados Nao vacinados 10 29'32 1()28_ 6 4

Fonte: Dados da pesquisa

* Esses individuos foram infectados pelo Vaccinia virus durante um surto que ocorreu em 2005, em
diferentes fazendas do estado de Minas Gerais, no Brasil.

** Importante, dos 22 individuos previamente infectados, 12 eram previamente vacinados contra a
variola, como confirmado pela marca tipica da vacinag¢do no brago esquerdo.

**%* Dos 20 individuos ndo infectados, 10 eram vacinados contra a variola como confirmado pela
visualiza¢do da marca tipica de vacinag@o contra a variola no brago esquerdo e todos apresentavam cartdao
de vacinagdo contra a variola.

3. 2) Coleta das amostras

Amostras de sangue foram colhidas através da utilizacdo de técnicas plenamente
estabelecidas em bancos de sangue. A agulha do dispositivo de coleta foi inserida na
veia ante-cubital, no antebrago do voluntéario e 20 a 30 mL de sangue foram coletados.
A coleta foi realizada por pessoal qualificado. Todas as amostras foram codificadas e as
identidades dos doadores mantidas em sigilo. Os doadores foram informados de que
este tipo de coleta de sangue € realizado rotineiramente em clinicas e hospitais e que

praticamente ndo hd risco da ocorréncia de grande desconforto ou lesao.
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As andlises imunoldgicas do pacientes aconteceram concomitantemente a
obtencdo do material clinico em campo, uma vez que, por razdes metodoldgicas, estas

amostras precisavam ser processadas e analisadas imediatamente apds sua coleta.

3.3) Avaliacao hematoldgica

A avaliacdo hematoldgica consistiu da realizacdo do hemograma para contagem
global e diferencial de leucdcitos, incluindo neutréfilos, eosinéfilos, mondcitos e
linfécitos. Para realizagdo do procedimento, amostras de sangue periférico foram
coletadas em tubos de SmL contendo anticoagulante EDTA (BD Vacutainer) e os
parametros hematoldgicos avaliados em contador hematoldgico eletronico de células

(Coulter MD18, E.U.A)).

3.4) Células e virus

Células vero foram utilizadas para multiplicagdo viral, titulacdo, teste de
soroneutralizacdo e testes de inativagdo viral pela luz ultravioleta (CAMPOS; KROON,
1993). A amostra do VACV Western Reserve (WR), gentilmente cedida pelo Dr. C.
Jungwirth (Universitdit Wurzburg, Germany), foi utilizada como protétipo viral e
purificada em gradiente de sucrose (JOKLIK, 1962). Para realiza¢do da inativagdo do
virus, uma fina camada de solucdo viral foi exposta durante 5 a 10 minutos a radiagcdo
UV de comprimento de onda de 280 nm, a uma distancia de 15 cm entre a placa e a luz
UV. A solugdo irradiada foi testada quanto a infectividade viral e a incapacidade de

formar placas demonstrou a eficacia da inativagdo viral.
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3.5) Ensaio de soroneutralizacao

Para os ensaios de neutralizacdo, os soros dos individuos foi aquecido a 56°C
por 30 minutos para inativacdo do complemento conforme previamente descrito
(FERRIER-REMBERT et al., 2007). O titulo foi expresso como a maxima diluicdo na
qual foi detectada 50% de inibicdo da formacao de placas quando comparadas as células

infectadas com VACV-WR e o soro negativo.

3.6) Ensaios de ELISA IgG

Amostras de VACV-WR purificadas e inativadas por luz UV, foram diluidas em
solucdo de carbonato 0,01M (pH 9,6) para otimizar a concentracio e foram adicionadas
a placas de Elisa 96-well (Apogent, USA). As placas foram lavadas com PBS contendo
0,05% de Tween 20 e bloqueadas com BSA a 1% (Sigma) em PBS por 2 horas a 37°C.
Ap6s os procedimentos de lavagem, as amostras de soro foram utilizadas na diluicao de
1:100, as placas incubadas a 37°C por 30 minutos e entdo lavadas trés vezes. As reagoes
foram realizadas utilizando-se anticorpos de coelho anti-IgG humana conjugado a
horseradish peroxidase (Sigma—Aldrich, Germany), diluida nas concentra¢des 1:5000 e
1:4000, respectivamente.

Ap6s incubacdo a 37°C durante 30 min, as placas foram lavadas quatro vezes e o
substrato dicloridrato de o-fenilenodiamina (Sigma-Aldrich, EUA) e per6xido de
hidrogénio 0,03% foram adicionados. A reacdo foi terminada pela adi¢cdo de acido
sulfdrico 2M a cada poco e o valor de absorvancia a 492 nm determinada em num leitor

automadtico de placas. (SILVA-FERNANDES et al., 2009)
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3.7) Analise de marcadores de superficie e citocinas intracitoplasmaticas em

células T CD4" e T CD8" do sangue periférico apés estimulacio in vitro

O sangue dos pacientes que participaram deste estudo foi coletado em tubo
Vacutainer estéril contendo heparina. Apds a coleta e realizacio do hemograma, o
nimero de células utilizadas para realiza¢do dos ensaios foi ajustada para que cada tubo
possuisse um total de 1 x 10° células. Apés ajuste do ndmero de células por tubo, elas
foram incubadas na presenca de meio de cultura RPMI, recebendo a denominagdo de
cultura controle (C) ou na presenca do Vaccinia virus inativado, a uma concentragao
final de 0,01 virus por célula, recebendo a denominacdo de cultura estimulo especifico.
Os tubos foram previamente incubados durante 6 horas em estufa de CO, com 5% de
umidade a 37°C (Forma Scientific E.U.A). Em seguida, foi adicionado a todos os tubos
de cultura Brefeldina A (SIGMA, E.U.A), na concentracdo de 10pg/ml. As amostras
foram incubadas por mais quatro horas em estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C.
A utilizacdo da Brefeldina assegura a retencdo da citocina no interior da célula, uma vez
que essa substincia mantém a proteina no complexo de Golgi. Apds a incubacdo, 220ul
de EDTA (SIGMA, E.U.A) 20mM, obtidos de uma solugdo estoque de 200mM, diluida
1/10 (concentracdo final de 2mM) foram adicionados diretamente as culturas. Os tubos
contendo as amostras foram incubados por 15 minutos em estufa de CO, com 5% de
umidade a 37°C. Esse procedimento bloqueia o processo de ativagdo posterior das
células e garante a obtencdo de resultados padronizados e compardveis. Posteriormente,
foi adicionado as amostras de sangue 3ml de PBS-W e centrifugadas a 800g por 10
minutos a 18°C. O sobrenadante foi aspirado deixando somente o precipitado de células.
Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido e transferido para tubos de poliestireno
de S5ml (FALCON, E.U.A) previamente identificados e com os anticorpos
correspondentes, como mostrado no Quadro 1. Em seguida, as células foram incubadas
por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 2 ml de
solucdo de lise comercial (FLS - BD, E.U.A) por 10 minutos a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. As células foram lavadas com 1 ml de PBS-W e centrifugadas a 400g, por
10 minutos a 18°C.

Para a detec¢do de citocinas intracitoplasmadticas foi acrescentado aos tubos

2,5ml de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sédica e 0,5% de
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saponina) por 10 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 20l do anticorpo
anti-citocina marcado com PE, diluidos 1:10 em PBS-P nos respectivos tubos, e
posteriormente incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz.
Apos a incubagdo, as c€lulas foram primeiramente lavadas com 1 ml de PBS-P e em
seguida, com 1 ml de PBS-W. No final, foram adicionados 300ul de solu¢do fixadora
MFF. As amostras contendo a suspensdo celular foram utilizadas para aquisicdo de
dados em citometro de fluxo (FAScalibur - BD, E.U.A). Foram analisados 100.000

eventos dentro da populagdo de linfécitos totais.

Nome Funcao

CD4-FITC Identificacdo de linfocitos T auxiliares; liga-se a MHC-II.

CD8-FITC Identificacdo de linfécitos T citotoxicos

CD28-APC | Marcador de ativacdo do linfécito T

CD71-PE Marcador de proliferacdo celular
CTLA-4-PE | Marcador de inibicao do linfécito T

CD69-PE Marcador precoce de ativagao celular

CD40L-APC | Ligante para a molécula CD40

Medeia ativagdo do TCR e BCR, expresso em células T

CD45RO-APC _
de memoria
Medeia trafego de linfécitos e rolamento de leucdcitos
CD62L- APC o _
para sitios inflamatérios
Quimiocina importante no rolamento e posicionamento de
CCR7-PE . .
células T virgens nos linfonodos
Ativa macrofagos e exerce fungdes criticas na imunidade
IFN-y PE _ o
inata e adquirida
Principal mediador da resposta inflamatéria aguda por
TNF-a PE

microrganismos infecciosos

Quadro 1: Relac¢io dos anticorpos usados para caracterizacio dos linfécitos T CD4" e
T CD8* e suas respectivas funcdes

Fonte: ABBAS; LICHTMAN, 2005.
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3.8) Obtencao e analise dos dados no citometro de fluxo

O citometro de fluxo (FACScalibur- BD, E.U.A) utilizado neste trabalho é
equipado com lampada de argbnio que permite a avaliagdo bdsica de 6 parametros:
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do
tipo 2 (FL2), fluorescéncia do tipo 3 (FL3) e fluorescéncia do tipo 4 (FL4). FL1, FL2,
FL3 e FL4 correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela excitacdo de
FITC, PE, PerCP e APC. A aquisicdo dos dados foi realizada através de um sistema de
computador e o "software, Cell Quest", acoplado ao citdmetro. O "Cell Quest" fornece
um perfil de células de acordo com o tamanho e granulosidade.

A andlise dos dados adquiridos pelo citdmetro de fluxo para identificacdo de
populacdes celulares de interesse, bem como a determinacao do valor percentual destas
populacdes e sub-populacdes, foi feita através de um sistema de computador e o
"software, Flow Jo".

As andlises dos linfécitos T CD4" e T CD8" foram realizadas obedecendo cada

um dos objetivos especificos, da seguinte forma:

3.8. 1) Populacido CD4*/CD8 CCR7"'CD62L"

Para caracterizacdo da populacdo de linfocitos T CD4" e T CD8" expressando
marcadores de adesdo e migragdo linfocitdria realizamos ensaios de tripla marcacao,
utilizando anticorpos contra os marcadores CD4, CDS, expressando simultaneamente
CD62L e CCR7.

Para realizacdo das andlises, inicialmente foi selecionada a populacdo de
linfécitos totais, baseada em gréficos de distribuicao pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC); essa populacdo denominada R1 (Figura 1- A). Posteriormente,
graficos de FL1 (CD4-FITC ou CDS8-FITC) versus FSC foram construidos para a
selecdo das células CD4" e CD8" (R2) (Figura 1- B). Em seguida, graficos de FL2
(CCR7-PE) versus FL4 (CD62L-APC), foram construidos para a selecdo das
subpopulagdes de linfécitos T CD4" e CD8" duplo positivas (CCR7'CD62L") e duplo
negativas (CCR7'CD62L") (Figura 1- C).
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Figura 1: Selecdo da populacido de linfocitos T CD4+, co-expressando as moléculas
CD62L e CCR7
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3.82) Populacéo CD4'/CD8*CD45RO*IFN-yY/TNF- o/ e
CD4/CD8*CD62L"" IFN-y/TNF-o/*

A fim de determinar a populacdo de linfécitos expressando o marcador de
ativacdo celular CD45RO, presente em células primadas, realizamos ensaios de dupla
marcacdo nos quais foram utilizados anticorpos contra as moléculas CD4, CD8 e
CD45RO. As populagdes de linfécitos T CD4" e T CDS8", co-expressando CD45RO
foram divididas em CD45RO™" ¢ CD45RO™". Além disso, ensaios de tripla marcacao
foram utilizados para verificar a co-expressdo do marcador de ativacdio CD45RO e as
citocinas IFN-y e TNF-., nos linfécitos T CD4" ¢ T CD8".

A andlise procedeu-se da seguinte forma: inicialmente, foi selecionada a
populacdo de linfécitos totais, baseada em gréficos de distribuicdo pontual de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC); essa populagdo foi denominada R1 (Figura 2- A).
Posteriormente, gréificos de FL1 (CD4-FITC ou CD8-FITC) versus FL4 (CD45RO-
APC) foram construidos para identificar a segregacao das subpopulacdes de linfécitos T
CD4" e CD8": CD4'/CD8'CD45RO"* (denominados R2), CD4*/CD8'CD45RO™"
(denominados R3) e CD4"/CD8"CD45RO™®" (denominados R4) (Figura 2- B). Em
seguida, graficos de FSC por FL2 foram construidos com o objetivo de identificar as
subpopulagdes de linfécitos T CD4" e CD8" expressando IFN-you TNF-« (R5) (Figura
2-D).

Realizamos também ensaios de dupla marcagdo utilizando a L-selectina, CD62L,
um homing receptor, molécula presente principalmente em células T virgens e de
memoria central. Verificamos ainda a co-expressdo de CD62L e IFN-you TNF-¢, nos
linfécitos T CD4" e T CD8". A analise do marcador CD62L procedeu-se da mesma
maneira realizada para o marcador CD45RO (Figura 2- A, C e D).

As andlises dos linfécitos T CD8", co-expressando os marcadores descritos
acima foram realizadas com a mesma metodologia dos linfécitos T CD4".

Andlise dos dados da leitura realizada no FacScalibur foi realizada com o auxilio
do software Flow Jo 7.5 no qual foram identificadas e definidas as populacdes de

interesse.
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Figura 2: Analises de FACS. (A) Inicialmente identificamos a populacio de linfécitos
periféricos em graficos de tamanho versus granulosidade (FSCxSSC) e denominamos essa
populacdo de R1. (B) Posteriormente selecionamos a populaciao de linfécitos em graficos de
fluorescéncia (FL-1xFL-4) e selecionamos as populacdes CD4'CD45RO* (R2),
CD4*CD45RO™" (R3) e CD4*CD45RO™®" (R4). (C) A mesma estratégia foi utilizada para
selecionar as populacées de linfécitos expressando a selectina CD62-L (CD4"CD62L").
Griaficos de fluorescéncia FL-1xFL-4 foram construidos e as subpopulacdes de linfocitos
CD4*CD62L™# (R2), CD4*CD62L" (R3), CD4*CD62L""" (R4) e CD4"CD62L"" (R4) foram
selecionada. (D) Finalmente, construimos graficos de fluorescéncia FL-4xFL-2, para
selecionar as subpopulacdes acima selecionadas que co-expressavam IFN-y (R5 ou R6):
CD4*CD45RO'IFN-y*,  CD4'CD45RO"“IFN-y* e CD4'CD45RO™"IFN-y*  (RS5),
CD4'CD62L™IFN-y*, CD4*CD62L'IFN-y*, CD4*CD62L"""IFN-y* ¢ CD4*CD62L""IFN-y*
(R6). As analises dos linfécitos T CD8" foram realizadas seguindo a mesma metodologia.
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3.8.3) Populagdo CD4'/CD8'IFN-y, CD4"/CD8*CD69", CD4'/CD8 CD28",
CD4*/CD8*CD40L*, CD4"/CD8*CD71* ¢ CD4*/CD8 CTLA-4"

Com o intuito de estabelecer o fendtipo das células T, apds estimulo antigénico
com o VACYV inativado por luz UV e estabelecer o estado de ativagdo dessas células,
realizou-se ensaios de dupla marcacdo contra os seguintes marcadores de ativacdo
celular: CD28, CD69, CD71 e CD40L. Ainda avaliamos a expressio da molécula
CTLA-4 marcador de inibicao da ativacao celular. Além disso, avaliamos também a co-
expressao de IFN-you TNF-¢, pelos linfocitos T CD4 e CDS8, apds estimulo antigénico.

Inicialmente foi selecionada a populacao de linfécitos totais, baseada em
grificos de distribui¢do pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC); essa
populacdo foi denominada R1 (Figura 3- A). Posteriormente, graficos de FL1 (CD4-
FITC) versus FL2 (CD69-PE, CTLA-4-PE, CD71-PE, IFN-y -PE e TNF-o-PE) e
grificos FL1 (CD4-FITC) versus FL4 (CD28-APC, CD40L-APC,) foram construidos
para identificar a segregacdo das subpopulacdes de linfécitos T CD4" e CD8™:
CD4"/CD8'IFN-y*, CD4"/CD8'TNF-&¢" , CD4'/CD8'CD69*, CD4"/CD8'CD28",
CD47/CDS8'CD40L", CD4/CDS8*CD71%, CD4"/CD8'CTLA-4" (denominadas R2)
(Figura 3- B).
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Figura 3: Selecdo de linfocitos T CD4*, expressando citocinas (IFN-y e TNF-o) e os
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marcadores de ativacao celular CD69, CD28, CD40L e CD71

(A) Inicialmente identificamos a populacao de linfocitos periféricos em graficos de
tamanho versus granulosidade (FSCxSSC) e denominamos essa populacido de R1. (B)
Posteriormente selecionamos a populacao de linfécitos em graficos de fluorescéncia (FL-
1xFL-2) e selecionamos as popula¢des CD4°CD71" , CD4*CD69* , CD4" IFN-y* , CD4"
TNF-0" ¢ CD4'CTLA-4" (R2). Grificos FL1 X FL4 também foram construidos para
identificar os linfécitos CD4'CD28*, CD4'CD40L* (R2) (dados nio mostrados). As

andlises dos linfécitos T CD8" foram realizadas seguindo a mesma metodologia.
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3.9) Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir do teste ndao paramétrico Kruskal
Wallis test seguido de Dunns, com o objetivo de detectar diferencas entre os grupos
estudados, e do teste de Wilcoxon, no intuito de realizar andlises pareadas, verificando
diferengas entre culturas estimuladas ou ndo com Vaccinia virus. O nivel de
significancia definido foi de p < 0.05 e todas as andlises foram realizadas utilizando-se o

Software GraphPad Prim 4.0 (San Diego, CA).
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4) RESULTADOS
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4.1) Analise clinico epidemiologica

Além de avaliarmos o perfil fenotipico das células T CD4" e T CD8" de todos os
individuos envolvidos nesse estudo, realizamos, ainda, uma andalise clinico
epidemioldgica dos pacientes previamente infectados. Essa andlise foi importante visto
que percebemos que dentre os individuos que foram infectados pelo Vaccinia virus,
algumas pessoas eram previamente vacinadas contra a variola. Porém, a despeito da
vacina¢do adquiriram a infec¢do pelo virus. Portanto, através de um questiondrio
contendo questdes abertas e fechadas aplicado pelos préprios pesquisadores durante o
surto que ocorreu em 2005, realizamos uma andlise clinico epidemioldgica. O
questiondrio continha questdes acerca da idade, sexo, estado civil, cor, profissdo, renda
familiar, escolaridade, habitos de vida, sintomas apresentados durante a infecg¢do,
nimero e localizacdo das lesdes, necessidade de afastamento do trabalho, presenca de
familiares apresentando a doenca e tipo de contato com o gado contaminado.

Em relacdo a idade dos pacientes observamos diferencas importantes entre os
individuos que eram previamente vacinados e os individuos ndo vacinados que
adquiriram a infeccdo pelo Vaccinia virus. Dessa forma, dentre os individuos ndo
vacinados a média de idade foi de 24,5 anos com um minimo de 18 anos e maximo de
34 anos. J4 em relag@o aos pacientes previamente vacinados a média de idade foi mais
alta sendo de 56 anos, com um minimo de 42 anos € um maximo de 68 anos. Em
relacdo ao sexo dos individuos analisados, houve uma totalidade de individuos do sexo
masculino em ambos os grupos. J4 ao analisarmos a cor dos individuos, dentre os
individuos vacinados 8 (66,68%) declararam-se como leucodérmicos e 4 como
faioldérmicos. J4 entre os individuos ndo vacinados 8 declararam-se como
leucodérmicos (80%) e 2 como faioldérmicos (20%).

Em relagdo ao estado civil observamos que entre os individuos ndo vacinados, 7
eram solteiros (70%) e 3 eram casados (30%). Dentre os individuos vacinados 8 eram
casados (66,68%), 2 solteiros (16,66%) e 2 divorciados (16,66%). Dentre as funcdes
desempenhadas na fazenda na qual trabalhavam, os individuos eram ordenhadores
(100%) e alguns também agricultores, tanto entre os individuos ndo vacinados quanto os

vacinados. Quando avaliamos o total de anos que os individuos trabalhavam na funcado
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de ordenhador, detectamos que dentre os individuos ndo vacinados, a média de tempo
trabalhado foi de 18,4 anos com um minimo de 12 e maximo de 26 anos. Ja entre os
individuos vacinados a média foi de 32,09 anos, variando de 1 a 61 anos de tempo de
servigo como ordenhador.

Em relacdo a renda familiar dos individuos ndo vacinados, 1 ndao informou
(10%), 2 apresentavam renda entre 1 e 2 saldrios minimos (20%), 3 tinham renda entre
2 e 5 salarios minimos (30%) e 4 ganhavam mais de cinco saldrios minimos (40%). Ja
entre os individuos vacinados 1 ndo informou (8,33%), 2 ganhavam menos de um
saldrio minimo (16,66%), 4 ganhavam um saldrio minimo (33,32%), 3 entre 1 e 2
saldrios minimos (25%) e 2 ganhavam mais de cinco saldrios minimos (16,66%).

Além disso, quando analisamos o grau de escolaridade dos individuos nao
vacinados 1 (10%) nao estudou, 1 (10%) possuia ensino fundamental incompleto (até a
4% série), 2 (20%) ensino fundamental completo (da 1* a 8* série), 4 (40%) ensino médio
incompleto (entre o 1° e 0 3° ano) e 2 (20%) ensino superior incompleto. J4 entre os
vacinados encontramos que 3 (25%) ndo estudaram, 6 (50%) que tinham o ensino
fundamental incompleto (até a 4* série), 2 (16,66%) o ensino fundamental incompleto
entre 4° e 8* série, e 1 (8,33%) ensino superior incompleto.

Em relacdo aos habitos de vida observamos que dentre os individuos nao
vacinados 7 (70%) eram nao tabagistas e 3 (30%) eram tabagistas. Entre os vacinados,
11 (91,66%) eram tabagistas e apenas 1(8,34%) ndo fumava.

Quando questionamos acerca do consumo de bebida alcodlica observamos que
entre os ndo vacinados: 3 (30%) ndo faziam uso de bebida alcodlica, 1 (10%) nio
informou e 6 (60%) faziam uso apenas ocasionalmente. Entre os vacinados 2 (16,66%)
nao faziam uso de bebida alcodlica, 2 (16,66%) ndo informaram, 5 (41,66%) relataram
que faziam uso apenas ocasionalmente e 3 (25%) faziam uso regular de bebida
alcodlica.

Quando analisamos o nimero e tipo de sintomas apresentados pelos individuos
ndo vacinados e vacinados, observamos que houve uma diferenca significativa na
quantidade de sintomas apresentados entre os dois grupos. Assim, dentre os individuos
ndo vacinados a média de 6 sintomas apresentados variou de 4 a 7 sintomas. Ja entre os
individuos vacinados a média foi de 2,5 sintomas, variando de 1 a 7, além de
apresentarem menos sintomas relacionadas a infeccao pelo Vaccinia virus, os sintomas

apresentados foram mais brandos (TAB. 2).
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TABELA 2
Distribuicio relativa e absoluta dos tipos de sintomas
apresentados pelos individuos infectados previamente

submetidos ou nao a vacinacao contra a variola

Tipo de sintoma | Nao Vacinados (n/%) | Vacinados (n/%)
Febre 10 (100%) 7 (58,33%)
Dor generalizada 10 (100%) 4 (33,33%)
Linfoadenopatia 6 (60%) 5 (41,66%)
Vomitos - 1 (8,33%)
Conjuntivite - 1 (8,33%)
Cefaléia 10 (10%) 4 (33,33%)
Edema Local 8 (80%) 9 (75,00%)
Mal Estar 10 (100%) 4 (33,33%)
Calafrios 3 (30%) 1 (8,33%)
Nauseas - 1(8,33%)

Fonte: Dados da pesquisa

Quando se avaliou o quesito nimero de lesdes foi observado que os individuos
vacinados apresentaram uma média de 4,5 lesdes e os individuos nao-vacinados
apresentaram uma média de 8 lesdes. J4 em relacdo ao local de ocorréncia destas lesdes
naqueles vacinados elas se concentram em grande parte nas maos (100%) e pequenas
ocorréncias em outras regides (17%) como o nariz, a nuca e a perna; naqueles nao-
vacinados o principal local de acometimento também sao as maos (100%), porém a
ocorréncia em outras regioes foi mais significativa (40%).

Ao se avaliar o quesito afastamento médico das atividades profissionais foi
observado que 25% dos individuos vacinados tiveram que se afastar, com uma média de
10 dias de afastamento, ndo houve interna¢des dentro desse grupo; porém, dentro do
grupo dos ndo-vacinados a propor¢ao afastada foi de 60%, com uma média de 15 dias
de afastamento, houve 2 internacdes para alivio sintomético. Nao houve nenhum caso

letal. Apesar de termos tido relatos em ambos os grupos de que familiares também
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haviam contraido a infec¢do pelo VACV, ndo pudemos fazer nenhuma inferéncia de
mudanca no perfil de contigio desta zoonose, pois os familiares também eram

ordenhadores.

4.2) Distribuicio relativa dos linfécitos T (CD3*, CD4" e CDS8"), apos
estimulacao in vitro com VACYV das células presentes no sangue total de individuos

previamente infectados submetidos ou nfo a vacinac¢io contra a variola

Com o objetivo de avaliar a resposta imune de memoria de individuos uma vez
infectados pelo Vaccinia virus, as células do sangue periférico foram estimuladas pelo
VACYV inativado por luz UV, durante seis horas de cultura. Apds esse periodo, o
fendtipo das células do sistema imune e a produgdo de citocinas intracitoplasmaéticas
foram avaliados.

Foram realizadas analises da porcentagem de linfécitos T CD3", CD4" e CDS§",
do sangue periférico de individuos previamente infectados ou ndo que foram
submetidos ou ndo a vacinagdo contra a variola. Para avaliar o percentual de linfécitos T
CD3", CD4" e CDS8", na populagio total de linfécitos foram realizados ensaios de dupla
marcacdo utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CDS.

Dessa forma, ao avaliarmos os resultados do percentual desses linfécitos T
pudemos observar que ndo houve diferenca significativa entre o percentual de células T
CD3", CD4" e CD8", entre os grupos analisados, apds estimulagdo in vitro pelo

Vaccinia virus (TAB-3).
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TABELA 3
Distribuicio relativa das células T (CD3*, CD4", CD8") no sangue total de individuos
previamente infectados ou nao submetidos ou nao a vacinacio contra a variola, apos a

estimulacao in vitro com o VACYV inativado por luz UV

Fendtipo celular

Grupos CD3"* (%) CD4+* (%) CD8+* (%)
Nio N3ao vacinados 71,62 +/- 6,31 42.9 +/- 5,36 23,368 +/- 5,29
infectados Vacinados 65.18 +/-8.19  45.66+/-878 19,828 +/-2.82
N3ao vacinados 76,28 7,61 40.9 +/-6,33 22,367 +/-5,04
Infectados
Vacinados 72,18 5,63 45.95 +/-7,08 20,903 +/- 4,46

* Nao foram observadas diferencas significativas na porcentagem de células T CD3", CD4" ¢ CD8"
quando os quatros grupos foram comparados entre si.

4.3) Estudo das subpopulacdes de linfécitos T CD4* e T CD8"

Para avaliacdo das subpopulagdes de linfécitos T envolvidos na resposta imune
ap6s uma reexposicdo ao Vaccinia virus, linfécitos TCD4" e T CD8" co-expressando os

marcadores de superficie CD28, CTLA-4, CD71, CD69, CD40L, CD45RO, CD62L e

CCR7, foram analisados.

4.3.1) Avaliacdo de moléculas marcadoras de ativagdo do linfécito T

Para avaliar o perfil de ativagdo dos linfécitos T (CD4" e CD8"), foram
realizados experimentos utilizando os marcadores CD28, CD69, CD40L, CD71 e
CTLA-4.

Quando avaliamos as células T (CD4" e CD8") co-expressando o marcador
CD71, marcador de proliferagdo celular, notamos que hd um maior percentual de

linfécitos T CD4" e CDS8", expressando essa molécula, nos grupos de individuos
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previamente infectados pelo VACV (vacinados ou ndo), quando comparados com
individuos nio infectados (vacinados ou ndo) (Grafico 1 — A, B). Nos individuos apenas
vacinados contra a variola ndo houve aumento no percentual dessas células quando
comparados com os individuos controle.

No entanto, ao analisarmos nossos resultados podemos observar que nao houve
diferenca significativa entre o percentual de linfécitos T CD4" e CD8", co-expressando
os marcadores CD28 (marcador de ativacdo da célula T) e CTLA-4 (marcador da
inibicao da ativacao celular), quando comparamos os grupos de individuos infectados e
ndo infectados, vacinados ou nao, apds estimulacao in vitro pelo VACV (Griéfico 1 — C,

D, E, F).
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GRAFICO 1: Comparacio do percentual de linfécitos T CD4" ¢ T CD8* expressando
moléculas marcadoras de ativacio celular (CD71, CTLA-4 e CD28) , entre os grupos de
individuos infectados ou nao, apoés estimulacido in vitro com o VACYV inativado. A =
CD4°CD71*. B = CD8*CD71*. C = CD4"CTLA-4". D = CD8"CTLA-4". E = CD4°CD28".
F = CD8*CD28".

a = diferente de nio infectado nio vacinado
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Em relacdo a molécula CD69, importante marcador de ativacdo, precocemente
expressa, podemos notar que houve um aumento do percentual de linfécitos T
CD4"CD69" nos grupos de individuos previamente infectados (vacinados ou ndo)
quando comparados aos grupos de individuos ndo infectados (vacinados ou nao), apos
estimulo antigénico (Grafico 2 — A). Quando analisamos os linf6citos T CD8", podemos
observar que ndo houve diferenca no percentual de células expressando esse marcador
quando comparamos os grupos analisados (Grafico 2 — B).

Quando avaliamos as células T (CD4" e CD8") co-expressando o marcador
CDA40L, presente em células ativadas e ligante de CD40, notamos que hd um maior
percentual de linfécitos T CD4" e CD8", expressando essa molécula, nos grupos de
individuos previamente infectados pelo VACV (vacinados ou ndo), quando comparados
com individuos ndo infectados (vacinados ou ndo), apés estimulacao viral (Grafico 2 —
C, D). Nos individuos apenas vacinados contra a variola ndo houve aumento no

percentual dessas células quando comparados com os individuos controle.
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GRAFICO 2: Comparacio do percentual de linfécitos T CD4* e T CD8* expressando
moléculas marcadoras de ativacao celular (CD69 e CD40L) , entre os grupos de
individuos infectados ou nao, apés estimulacio in vitro com o VACYV inativado. A =
CD4"CD69*. B = CD8*CD69*. C = CD4"CD40L". D = CD8"CD40L".

a = diferente de nao infectado nao vacinado

4.3.2) Anadlise de Linfocitos T expressando as moléculas de adesdo e migragdo
celular CD62L e¢ CCR7 (CD4"/CD8'CCR7'CD62L*) ou ndao (CD4"/CD8CCR7
CD62L)

Para avaliar o percentual de linfécitos T CD4"CCR7'CD62L" e T CD4*CCR7
CD62L" na populagao total de linfécitos do sangue periférico foram realizados ensaios
de dupla marcacio e as subpopulagdes de linfécitos T foram analisadas
individualmente. Os resultados encontram-se apresentados no Gréafico 3.

E interessante ressaltar que quando avaliamos os linfécitos T CD4" expressando
apenas a quimiocina CCR7, importante na migracao linfocitaria para os 6rgaos linféides

secundérios, detectamos que houve uma diminui¢do no percentual dessas células em
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individuos previamente infectados (vacinados ou nao) pelo VACV quando comparados
aos individuos ndo infectados (vacinados ou ndo), apds estimulacdo in vitro com o
VACV (Gréfico 3 — A). Além disso, houve um aumento no percentual de células T
CD4'CCR7 apenas nos grupos de individuos previamente infectados (vacinados ou
nio), quando comparamos cultura controle e cultura apds estimulo antigénico. O
percentual dessas células também foi maior quando comparamos individuos
previamente infectados e individuos ndo infectados (Grafico 3 — B).

Ao avaliarmos a subpopulagio de linfécitos T CD4" que ndo apresentavam os
marcadores de adesdo e migracdo celular CD62L e CCR7 (CD4"CCR7 CD62L)
podemos observar que houve diferenca significativa na expressdo desse marcador
apenas nos grupos de individuos previamente infectados (vacinados ou ndo) quando
comparados com os individuos ndo infectados (vacinados ou ndo), apos estimulagcdo
antigénica (Gréifico 3 — D). J4 em relagdo aos linfécitos T CD4 expressando os
marcadores de adesdo e migracdo celular CD62L e CCR7, ou seja, T
CD4"CCR7'CD62L", ndo houve diferenga no percentual total dessa populagio entre os

grupos analisados, ap6ds estimulo in vitro com o VACV (Gréfico 3 — C).

65



Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural

1.5

-
o

“é LT CD4+CCR7+
o

0.0

% LT CD4+CCR7+CD62L+

pelo Vaccinia virus

p<0,01

..'

p<0,05

i

Meio  Virus Mel

jo Virus Meio

Virus Meio Virus

Néo vacinado Vacinado Néo vacinado Vacinado
N&o infectado Infectado
v
° a v
v
v A v
L] A [x] v
[ v xx o
L] : x I:In Ap
T %o m
A
L A ° =]
F s Q|| am
[
[ ]
°
Meio Virus Meio Virus Meio Virus Meio Virus
Nao vacinado Vacinado Néo vacinado Vacinado
Nao infectado Infectado

.

% LT CD4+CCR7-

% LT CD4+CCR7-CD62L-

60

50

a0

30

40

30

Infectado

p<0,01 p<0,05
v 1 Iﬁ
x a a
v
| <, 4
v . ¥
[ ] % A v
g A
] ° a
[ ]
| D . A2
u m
. L
o
Meio Virus Meio Virus Meio  Virus Meio Virus
Néo vacinado Vacinado Néo vacinado Vacinado
Néo infectado Infectado
p<0,05 p<0,05
- [ — [ —
a a
L ® W
L A & E v
[ .0 A? ¥
A [ ]
A
A : o
n]
4 °
[ ]
Meio Virus Meio Virus Meio Virus Meio Virus
Néo vacinado Vacinado Néo vacinado Vacinado
Néo infectado

GRAFICO 3: Avaliacio do percentual de TCD4", co-expressando os marcadores CCR7 e
CDG62L de individuos previamente infectados ou nao pelo Vaccinia virus, antes e apos
estimulagiio in vitro com o VACYV inativado. A = CD4*CCR7*. B = CD4°CCR7. C =

CD4"CCR7'CD62L". D = CD4"CCR7 CD62L".

a = diferente de nao infectado nao vacinado

66

D



Linfécitos T CD4* e CD8" participam da resposta imune de memdria contra a infecgdo humana natural
pelo Vaccinia virus

Quando avaliamos a populagdo de linfécitos T CD8" expressando a molécula de
adesdo CD62L e a quimiocina CCR7, pdde-se observar que houve um aumento no
percentual de células T CD8'CCR7* e CD8'CCR7'CD62L", nos individuos que ji
haviam sido previamente expostos ao virus, seja pela vacinacdo ou infec¢do prévia,
quando comparados com individuos ndo infectados ndo vacinados, apds estimulacdo
antigénica. Ou seja, os dados demonstram que houve aumento de linfocitos T CD8"
expressando marcadores de adesdo e migracdo celular apenas nos individuos com
contato prévio ao VACV (Gréfico 4 — A, B). Ja em relacdo aos linfécitos T CD8 que
ndo apresentavam tais marcadores, ou seja, T CD8"CCR7 CD62L’, ndo houve diferenca
no percentual total dessa populagdo entre os grupos analisados, apds estimulo

antigénico (Gréfico 4- D).
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GRAFICO 4: Avaliacio do percentual de TCD8*, co-expressando os marcadores CCR7 e
CDG62L de individuos previamente infectados ou nao pelo Vaccinia virus, antes e apos
estimulacio in vitro com o VACYV inativado. A = CD8*CCR7*. B = CD8"CCR7*CD62L".
C = CD8+CCR7.D CD8*CCR7 CD62L".

a = diferente de nao infectado nao vacinado
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4.3.3) Anadlise de Linfocitos T efetores (CD4"/CD8" CD45R0O")

Para avaliar o percentual de linfécitos T CD4" ¢ T CDS8", co-expressando
CD45RO" foram realizados ensaios de dupla marcagdo. Os resultados estdo
apresentados no Gréfico 5.

Ao avaliarmos as subpopulacdes de linfécitos T CD4" e T CD8" efetores, co-
expressando CD45RO" e CD4"CD45R0O™, podemos observar que nio houve diferenga
entre o percentual dessas subpopulacdes de linfécitos T em relagdo aos individuos
infectados e ndo infectados, apds estimulo (Grifico 5 — A, B, C, D). Contudo,
observamos que houve diferenca significativa no percentual de linfécitos T
CD4*CD45ROMe" apenas nos grupos de individuos previamente infectados (vacinados
ou nao) pelo Vaccinia virus quando comparados aos individuos ndo infectados
(vacinados ou ndo), apds estimulo antigénico (Grafico 5 — E).

Houve aumento também das subpopulacdes de linfécitos TCD8*CD45RO™",
nos grupos de individuos que tiveram exposi¢do prévia ao VACYV, seja pela infec¢do ou
vacinacao prévia, quando comparados com individuos ndo infectados nao vacinados,

apos estimulacao in vitro com o VACV (Grifico 5 — F).
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GRAFICO 5: Avaliacdo do percentual de células T CD4* ¢ T CD8", expressando o
marcador de superficie CD45RO de individuos previamente infectados ou nao pelo
Vaccinia virus, apés estimulacio in vitro com o VACYV inativado. A = CD4"*CD45RO". B =
CD8'CD45RO". C = CD4"CD45R0O™". D = CD8*CD45R0O"*". E= CD4'CD45RO"™*". F =
CD8'CD45RO™*",

a = diferente de nao infectado nao vacinado
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4.3.4) Andlise de Linfécitos T CD4"'CD62L"

Para avaliar o percentual de linfécitos T CD4" ¢ T CD8", co-expressando
CD62L"+, uma molécula de adesdo da familia das selectinas, importante na migracdo
linfocitdria para os 6rgdos linféides secunddrios, foram realizados ensaios de dupla
marcagdo e as subpopulacdes de linfocitos T CD4'CD62L"E" ¢ T CD4*CD62L""
foram analisadas. Os resultados encontram-se apresentados nos Gréfico 6.

Ao avaliarmos a expressio de linfécitos T CD4"/CD8'CD62L",
CD4+/CD8'CD62L"Y, CD4*/CD8*CD62L"" ¢ CD4*/CD8*CD62L" podemos observar
que ndo houve diferenca significativa entre o percentual dessas células entre todos os
grupos analisados, ou seja, quando comparamos individuos que nunca tiveram contato
com o VACV (ndo infectados, ndo vacinados) com pacientes com exposi¢cdo prévia ao

VACYV (seja por meio da vacinacao e/ou infec¢ao prévia), apds estimulagdo antigénica.
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GRAFICO 6: Avaliacio do percentual de células T CD4* e T CD8" expressando o
marcador de superficie CD62L. de individuos previamente infectados ou niao pelo
Vaccinia virus, ap6s estimulacio in vitro com o VACYV inativado. A = CD4"CD62L". B =
CDS'CD62L*. C = CD4*CD62L"". D = CD$'CD62L"". E= CD4'CD62L"™" F =
CDS'CD62L"*", G = CD4*CD62L". H = CD8*CD62L.".

a = diferente de nao infectado niao vacinado
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4.3.5) Estudo do padrdo de citocinas intracitoplasmdticas

a) Padrio de citocinas intracitoplasmdticas em Linfécitos T CD4" e T CD8"

Para avaliarmos o percentual de linfécitos T CD4" e T CD8" expressando IFN-y
e TNF-a, na populacdo de linfécitos totais do sangue periférico, foram realizados
ensaios de dupla marcagdo. Os resultados estdo apresentados no Gréfico 7.

Ao avaliarmos a expressdo de IFN-y pelos linfécitos T CD4", nos grupos de
individuos com infeccdo prévia pelo VACV, observamos que houve aumento
significativo da expressdo de IFN-y, quando comparados com os individuos ndo
infectados (vacinados ou ndo), apds estimulo in vitro com o VACV (Gréfico 7 A). Em
relacdo a citocina TNF-a , podemos observar que houve aumento no percentual de
linfécitos T CD4", co-expressando esse marcador nos grupos de individuos com contato
prévio com o VACV, seja pela infeccdo ou vacinacdo, quando comparados com

individuos ndo infectados ndo vacinados, apds estimulo antigénico (Gréfico 7 B).
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GRAFICO 7: Avaliaciio do percentual de células TCD4*-, expressando IFN-y e TNF-o de
individuos previamente infectados ou nao pelo Vaccinia virus, antes e apos estimulacao in
vitro com o VACYV inativado A = CD4" IFN-y". B = CD4" TNF-o".

a = diferente de nao infectado nao vacinado
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Ao avaliarmos a expressio de IFN-y e TNF-o pelos linfécitos T CD8"
observamos que ndo houve aumento no percentual dessas células quando comparamos
individuos previamente infectados (vacinados ou ndo) com individuos ndo infectados

(vacinados ou ndo), apds estimulo in vitro com o VACV (Griéfico 8 A, B).
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GRAFICO 8: Avalia¢iio do percentual de células TCD8"-, expressando IFN-y e TNF-o de
individuos previamente infectados ou nao pelo Vaccinia virus, apés estimulacio in vitro
com o VACYV inativado. A = CD8" IFN-y". B = CD8" TNF-o".

a = diferente de nao infectado niao vacinado

b) Expressio de IFN-y por subpopulagdes de linfécitos T CD4" e CDS*
apresentando o fen6tipo CD4*/CD8'CD45RO* e CD4*/CD8*CD45RO™e"

(células de memoria efetora)

Para avaliarmos o percentual de linfécitos T CD4" expressando o marcador
CD45RO0O, molécula encontrada em linfécitos T de memoria, juntamente com IFNY,
foram realizados ensaios de tripla marcacdo e as subpopulagdes de linfécitos T
CD4%/CD8*CD45RO'IFN-y*,CD4*/CD8+CD45RO™M [FN-y*  foram  analisadas
individualmente (Grafico 9). As células caracterizadas nesse trabalho como
CD45RO™" 530 aquelas com alta expressdo da molécula CD45RO, encontrada em
linfécitos de memoria.

Ao avaliarmos os linfécitos TCD4*CD45RO™HE", co-expressando IFN-y

podemos observar que houve aumento no percentual dessas células apenas nos grupos
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de individuos previamente infectados (vacinados ou nao) pelo VACV. Nos individuos
vacinados contra a varfola ndo foi observado aumento no percentual de células T CD4"
expressando IFN-y quando comparados com os individuos controle (ndo infectados nao

vacinados) (Gréfico 9 — A*, BY).

p < 0,001 p < 0,001 A p<0,01 p<0,01 p<0,01
[ ] [ ] [ ]
a a 3. I:‘ii a
20 ¢ v
I:II:I v
1] v Jn] A
fis5 | a & x
= = 2 N
[TH [TH
3 v z
g £
10} e
a 2 A
o Q
: g ‘
005 2
- o
- -
* -
o
0.0 0
Meio Virus Meio Virus Meio Virus Meio Virus Meio Virus Meio Virus Meio  Virus Meio Virus

Néo vacinado Vacinado Nao vacinado Vacinado Néo vacinado Vacinado Néo vacinado Vacinado

Néo infectado N&o infectado

Infectado Infectado

GRAFICO 9: Avaliacio do percentual de células T CD4*CD45RO" e T CD4*CD45RO™#"
expressando IFN-y de individuos previamente infectados ou nao pelo Vaccinia virus,
antes e ap6s estimulagio in vitro com o VACYV inativado. A = CD4*CD45RO’IFN-y". B =
CD4*CD45RO™®" IFN-v*,

a = diferente de nao infectado nio vacinado

Em relagdo aos linfécitos TCD8" foi observado aumento do percentual de células
expressando IFN-y nas subpopulag¢des de linfécitos T CD8'CD45RO", nos grupos de
individuos previamente infectados (vacinados ou ndo), quando comparados com
individuos nao infectados (vacinados ou ndo), ap6s estimulacdo pelo VACV. Porém, na
subpopulacdo de linfécitos T CD8*CD45RO™" ndo houve diferenca do percentual de

células entre os grupos analisados, apds estimulacdo antigénica (Grafico 10 — A, B).
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GRAFICO 10: Expressio de IFN-y por linfécitos T CD8*CD45RO* e T CD§*CD45RO™E"
de individuos previamente infectados ou nao pelo Vaccinia virus, apds estimulacao in
vitro com o VACYV inativado. A = CD8*CD45RO*IFN-y*". B = CD8*CD45RO"™*" IFN-y".

a = diferente de nao infectado nao vacinado

c¢) Expressdo de TNF-o por subpopulagdes de linfocitos T efetores CD4" e
CD8" (CD4'/CD$'CD45RO", CD4'/CDS'CD45ROM")

Nesse estudo avaliamos ainda os linfécitos T efetores CD4+CD45RO+/High, co-
expressando TNF-o e observamos que houve aumento do percentual desses linfocitos
em todos os individuos com exposicdo prévia ao VACV, seja por infeccdo ou pela
vacinagdo, quando comparados com individuos ndo infectados ndo vacinados, apds
estimulagao in vitro pelo VACV (Griéfico 11 — A, B).

Ja em relacdo aos linfécitos T CD8*CD45RO™Hieh, co-expressando TNF-a, s6
observamos que houve aumento do percentual desses linfécitos nos grupos de
individuos previamente infectados (vacinados ou ndo), quando comparados com
individuos ndo infectados (vacinados ou ndo), apds estimulacdo pelo VACV (Grifico

11-C,D).
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GRAFICO 11: Expressio de TNF-o em células T de meméria CD4* e CDS", antes e apés
estimulacio in vitro com o VACV inativado. A = CD4'CD45RO*TNF-a. B =
CD4'CD45RO™*"TNF-a*. C = CD8*CD45RO*TINF-o*. D = CD8'CD45RO"#" TNF-a/'.

a = diferente de nao infectado nao vacinado

d) Expressdao de IFN-y por subpopulacdes de linfocitos T CD4™ ¢ T CD8"

expressando ou ndo a selectina CD62L

Nesse estudo avaliamos ainda a expressdao de CD62L por se tratar de uma
molécula de adesdo pertencente a familia das selectinas altamente expressa em
linfécitos T virgens responsdvel pela migracido desses linfocitos para o tecido linféide
(SWAIN et al., 1996; KUNKEL et al., 1998; SALMI; JALKANEN, 1998). Dessa
forma, células definidas como CD62L"" sdo aquelas que apresentam baixa expressio

de tal molécula e linfécitos T CD62L™E" sdo aqueles com alta expressdo. Por sua vez,
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células CD62L" sdo aquelas que ndo expressam tal marcador em sua superficie sendo
considerados ativados ou de memoria.

Em relagdo a expressdo de IFN-y em linfécitos T CD4" com baixa ou nenhuma
expressio de CD62L (CD4*CD62L"°""8) observamos que houve aumento do
percentual desses linfocitos em todos os individuos com infeccdo prévia pelo VACV
(vacinados ou ndo) quando comparados com individuos nao infectados (vacinados ou
nao), apods estimulacdo in vitro com o VACV (Grafico 12 — A, C, G). Na subpopulagdo
de linfécitos T CD4'CD62L™" ndo houve aumento no percentual de células
expressando IFN-y quando comparamos os grupos analisados, apds estimulo viral
(Gréfico 12 - E).

Ao analisarmos os linfécitos T CD8'CD62L", co-expressando IFN-y
observamos que houve aumento do percentual desses linfocitos em todos os individuos
com exposicdo prévia ao VACV, seja por infeccdo ou pela vacinacdo, quando
comparados com individuos ndo infectados ndo vacinados, apds estimulacdo com o
virus (Grafico 12— B). Nas subpopulagdes de linfocitos T CDS8*CD62L Y " houve
aumento no percentual de células expressando IFN-y apenas no grupo de individuos
infectados previamente vacinados, quando comparados com os outros trés grupos:
infectados ndo vacinados, nao infectados vacinados e nao infectados nao vacinados. Ja
na subpopulagdo de linfécitos T CD8'CD62L" ndo houve aumento no percentual de
células expressando IFN-y quando comparamos os grupos analisados, apds estimulacao

viral.
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GRAFICO 12: Expressao de IFN-y em linfécitos T CD4+ e CD8+, apds estimulaciio in
vitro pelo VACY inativado.

A = CD4'CD62L'IFN-y*. B = CD8'CD62L'IFN-y". C = CD4*CD62L"*"IFN-y". D
CDS'CD62L""IFN-y*. E = CD4'CD62L"*"IFN-y*.F = CDS8'CD62L"*'IFNy". G =
CD4'CD62L"*IFN-y". F = CD8"CD62L"*IFNY".

a = diferente de nao infectado nao vacinado
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e) Expressdo de TNF-a. por subpopulagdes de linfécitos T CD4" e T CD8"

expressando ou nao CD62L

Em relagdo aos linfécitos T CD4" com alta expressio de CD62L (CD4"CD62L
+/Highy co-expressando TNF-o pudemos observar que ndo houve aumento do percentual
desses linfécitos quando comparamos os grupos analisados, apds estimulacdo viral
(Gréfico 13 — A, E). Porém, ao avaliarmos os linfécitos T CD4*CD62L"* e aqueles com
baixa expressdo, CD4*CD62L"", co-expressando TNF-ot observamos que houve
aumento do percentual desses linfocitos em todos os individuos com infec¢do prévia
pelo VACV (vacinados ou ndo), quando comparados com individuos ndo infectados
(vacinados ou ndo), apds estimulagdo antigénica (Grafico 13 — C, G).

Nossos resultados mostram um fenétipo diferente apresentado pelos linfécitos T
CD8", uma vez que ao analisarmos os linfécitos T CD8*CD62LMe", co-expressando
TNF-o observamos que houve aumento do percentual desses linfécitos em todos os
individuos com exposicao prévia ao VACYV, seja por infeccdo ou pela vacinacdo quando
comparados com individuos nio infectados ndo vacinados, apds estimulo com o virus
(Grifico 13— B, D). Nas subpopulagdes de linfécitos T CD8*CD62LL"""™¢ ngo houve

aumento no percentual de células expressando TNF-o. quando comparamos os grupos

analisados, apds o estimulo antigénico (Grafico 13 — F, H).
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GRAFICO 13: Expressio de TNF-o em linfécitos T virgens, apés estimulaciio in vitro

pelo VACY inativado.

A = CD4'CD62L"TINF-0". B = CD8'CD62L'TNF-*. C = CD4*CD62L""TNF-0". D
CD8'CD62L""TNF-oi" . E = CD4*'CD62L"*"TNF-o. F = CD8*CD62LM " TNF-0+. G
CD4*Cd62L"¢ TNF-o'. H = CD8"Cd62L"® TNF-qo'.

a = diferente de nao infectado nao vacinado
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5) DISCUSSAO
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Neste estudo, demonstramos o perfil de células T (CD4" e CD8") de memoria,
ap6s uma infec¢ao pelo VACV ocorrida em 2005. Além disso, comparamos o fenétipo
de memoria induzido pela infeccdo natural pelo VACV com o fenétipo induzido apés a
vacinagdo contra variola.

Em nosso trabalho, 22 individuos previamente infectados pelo VACV, no ano de
2005, foram incluidos. Desses 22 individuos, 10 possuiam apenas historia de infec¢ado
pelo VACYV, enquanto os outros 12 possuiam histéria de infeccao associada a vacinagdo
prévia contra variola. Os dados provenientes dos grupos de individuos foram
comparados com grupos controle que haviam sido vacinados (n=10) ou ndo (n=10)
contra variola, mas que nao tinham historia prévia de infec¢ao pelo VACV.

Baseados nas correlagcdes entre os dados coletados desses 4 grupos de
voluntdrios, observamos diferencas significativas no perfil de células TCD4" e TCD8"
induzidas pela infec¢do por VACV, pela vacinacdo contra variola e pelos controles
negativos (ndo infectados e ndo vacinados). Os achados desse trabalho podem ajudar a
elucidar as razdes pelas quais individuos previamente vacinados contra variola
adquiriram a infec¢do por VACV, a despeito da vacinacdo prévia. A partir dos achados
desse estudo levantamos um importante questionamento: a vacina¢do prévia contra
variola induz protecdo para infecgdes pelo VACV?

Nossos dados sugerem que, para individuos avaliados nessa pesquisa, a
vacinagdo contra a variola ndo foi capaz de proteger contra uma infeccdo posterior pelo
VACV, em totalidade. Vale ressaltar que essa infeccdo ocorreu apdés um longo periodo
de pds-vacinagdo, cerca de 30 anos antes da ocorréncia infecciosa. No entanto, a andlise
clinica mostrou que houve uma diminuicdo significativa dos sintomas nos individuos
vacinados sugerindo que hd, pelo menos vérios anos apds a vacinagdo, uma protecao
parcial que € refletida na sintomatologia do individuo.

Tal protecdo parcial ja foi proposta em um estudo realizado por Karem e cols.
(2007), nos EUA, ap6és um surto de Monkeypox ocorrido nesse pais. Tal estudo
demonstrou que a vacinacao prévia contra variola fornecia apenas uma protecao parcial
contra outros poxvirus, uma vez que ja foram observadas reducdes na gravidade da
infeccdo. Karem e cols. (2007) correlacionam essa auséncia de protecdo completa
induzida pela vacina contra o Monkeypox virus ao longo intervalo de tempo ocorrido
entre a vacinacdo e a ocorréncia da infec¢do, visto que o surto, ocorrido nos EUA, por

Monkeypox, aconteceu 33 anos apds cessarem as campanhas de vacinacdo. Tal fato é
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extremamente semelhante aos surtos de infec¢do pelo VACV que ocorreram no Brasil,
em 2005; visto que as campanhas de vacinacdo em nosso pais se encerraram ha mais de
30 anos.

Além disso, em nossos estudos observamos que hd um maior percentual de
células de memoria em individuos recentemente infectados (vacinados ou ndo) quando
comparados aos individuos apenas vacinados contra a variola. Tal fato pode estar
relacionado com o grande intervalo de tempo decorrido desde a vacinagdo, uma vez que
alguns estudos defendem a idéia de que a memoria das células T, apds a infeccdo pela
variola ou apds a vacinacdo € de curto prazo, menor ou igual a 5 anos (O’TOOLE;
MAIR; INGLESBY, 2002; KAREM et al., 2007; CDC, 2001). No entanto, outros
trabalhos defendem o contrdrio, que a memoria estabelecida seja de longo prazo
(AMANNA; CARLSON; SLIFKA, 2007; HAMMARLUND et al., 2003; PUTZ et al.,
2005; CROTTY et al., 2003). Essa memoria de longo prazo pode estar relacionada com
o fato de que, em nosso estudo, os individuos infectados que eram previamente
vacinados desenvolveram uma forma mais branda da infeccdo pelo VACV, sugerindo
uma protecdo residual da vacina, uma vez que os sintomas apresentados pelos
individuos previamente vacinados foram mais brandos do que aqueles apresentados no
grupo de individuos infectados, mas ndo vacinados.

Estudos realizados com infeccdes pelo Monkeypox virus determinaram um
padrao semelhante de sintomatologia pela infeccdo supracitada, aonde individuos
vacinados contra variola tiveram a infec¢do por este virus, porém esta ocorreu com uma
clinica mais branda em comparagdo a infec¢io em individuos nao vacinados
(HEYMANN; SZCZENIOWSKI; ESTEVES, 1998). Outro estudo realizado na Africa
Central, na década de 90, demonstrou um aumento na incidéncia de infec¢do pelo
Monkeypox virus associado a uma diminui¢do na protecdo proveniente da vacinacdo,
devido ao aumento no intervalo de tempo entre a vacinagdo e a ocorréncia dos surtos
infecciosos (HUTIN et al.; 2001).

Um estudo prévio identificou um grupo de células T citotoxicas de memoria de
longa vida especificas para 0 VACV em individuos imunizados contra a variola. Além
disso, detectou-se uma resposta significativa de células T citotoxicas CD4" e CD8"
contra VACV, apés estimulagdo in vitro. Indicando que essas células de memoria sao
mantidas por longo prazo e determinando sua importancia (DEMKOWICZ et al., 1996).
Em nosso estudo, observamos que as infecgdes prévias e recentes pelo VACV sdo

capazes de gerar uma resposta de memoria significativa, enquanto que individuos
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jovens sem histéria de infeccdo ou vacinacdo prévias ndo demonstraram resposta de
células T especificas para o VACV, apds estimulacdo in vitro.

No presente estudo foram utilizadas moléculas marcadoras de células virgens e
de memoria para descrever o perfil fenotipico das células T CD4" e CD8". Intimeros
marcadores tém sido descritos para caracterizar e distinguir as células T virgens e de
memoria. Dessa forma, células virgens sdo CD45RO negativas, CCR7 positivas e
CD62L positivas; enquanto as células de memoria sao subdivididas em memoria efetora
(Tem) e memoria central (Tem). As Tgy sdo CD45RO positivas, CCR7 negativas e
CD62L negativas; por sua vez, algumas Tcy podem reexpressar CD62L e CCR7
(LANZAVECCHIA; SALLUSTO, 2002; LANZAVECCHIA; SALLUSTO, 2005
GEGINAT et al., 2003). De acordo com Lanzavecchia e Sallusto (2005), a memoéria €
mediada por células de memoria efetora (Tgm) que migram para tecidos periféricos
inflamados e possuem imediata funcdo efetora, com producgdo de citocinas, dentre elas o
IFN-y; e por células de memoria central (Tcym) que migram para tecidos linféides
secunddrios, assim como as células T virgens, e possuem pouca ou nenhuma funcdo
efetora, porém proliferam e se diferenciam em células efetoras em resposta a
estimulagdo antigénica.

Nesse estudo, avaliamos a expressao (CD62LHigh

) e a perda da expressdao
(CD62L") da molécula CD62L. Esta molécula tem importante participa¢ao na ativacdo e
migracdo das células T, juntamente com a expressdo da quimiocina CCR7, como ja
descrito em outros estudos (SWAIN et al., 1996; KUNKEL et al., 1998; SALMI;
JALKANEN, 1998). Além disso, avaliamos a expressdo da molécula CD45RO, uma
isoforma da molécula CD45, que se liga ao receptor da célula T e facilita o
reconhecimento do antigeno, possibilitando a ativagao da célula T (MURPHY, 2010).
Dessa forma, as subpopulacdes de células T CD4" apresentando os fendtipos
CD4*CCR7CD62L e CD4+CD45ROHigh, células ativadas, foram analisadas. A analise
dos dados demonstrou que os individuos previamente infectados pelo Vaccinia virus
vacinados ou ndo apresentaram aumento significativo no percentual dessas
subpopulagdes de linfocitos apds estimulacdo antigénica especifica. O mesmo nao foi
observado nos grupos de individuos que ndo haviam sido infectados pelo virus,
independentemente de terem sido vacinados ou ndo. Os resultados encontrados no
grupo de individuos ndo infectados vacinados foram semelhantes aquele do grupo de

individuos ndo infectados nao vacinados, ou seja, ndo houve aumento no percentual de

células com fendtipo de memdria, apds estimulagdo com o antigeno.
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De maneira similar, um aumento no percentual de células T CD8", expressando
a molécula de ativacio CD45RO (CD8*CD45RO™Me"), foi detectado apenas nos
individuos previamente infectados pelo Vaccinia virus, vacinados ou ndo, mas nao nos
individuos nao infectados, vacinados ou ndao. Em relacdo ao percentual de células T
CD4", expressando os marcadores de adesio e migracio para linfonodos
(CD4"CCR7'CD62L"), observou-se que ndo houve diferenga entre os grupos
analisados.

No entanto, quando analisamos o compartimento de células T CDS8", nossos
resultados demonstraram que individuos previamente infectados (vacinados ou nao)
tinham um maior percentual de células expressando os marcadores de adesdo e
migragdo para linfonodos (CD8'CCR7" ¢ CD8'CCR7'CD62L") quando comparados
com os individuos ndo infectados, vacinados ou ndo. E importante ressaltar que essas
células co-expressavam IFN-y. Esse dado € interessante, pois sugere que sdo células T
de memoria central, pois expressam CCR7 e CD62L, produzindo a citocina IFN-y. De
maneira semelhante um estudo recente identificou células T CD8" VACV-especificas
com fendtipo de memoria central. Essas células eram TCD8" VACV-especificas
expressando CD44™M¢" ¢ CD62L' e constituiam aproximadamente 10% de todas as
células T antigeno-especificas com altos niveis de expressao de CCR7 (LAOUAR et al.,
2008).

Com o intuito de avaliar as subpopulac¢des de linfécitos T efetores CD4" e CDS,
foram realizados ensaios de marcacdo de citocinas intracitoplasmdticas antes e apds
estimulagdo in vitro com o VACV. Dessa forma, puderam-se identificar as células T
CD4" e CD8" que expressavam as citocinas IFN-y ou TNF-q.

Em relagdo a expressdo de IFN-y- em células T CD4" observou-se que havia um
maior percentual dessas células em individuos previamente infectados (vacinados ou
nao) pelo Vaccinia virus, quando comparados com individuos ndo infectados (vacinados
ou ndo), apds estimulagao in vitro com o VACV. Apesar de, em todos os grupos que ja
tiveram contato prévio com o virus, isto é, individuos previamente infectados
(vacinados ou ndo) e individuos ndo infectados vacinados, houve uma diferencga
significativa entre culturas controle e estimuladas. Puissant-Lubrano e cols. (2010)
detectaram que a freqiiéncia de células VACV-especificas produtoras de IFN-y- era
significativamente maior em individuos previamente vacinados quando comparados

com individuos saudaveis nao vacinados.
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No presente estudo, observamos que o fenétipo das células T CD4" expressando
IFN-y era composto de linfécitos T: CD4'CD45RO* (CD4'CD45RO™" e
CD4*CD45RO™"), CD4*CD62™" ¢ CD4*CD62L". Além disso, foi observado que
apenas os individuos previamente infectados (vacinados ou nio) apresentavam maior
percentual de linfécitos T CD4"CD62L" and CD4*CD45RO™e" co-expressando IFN-vy-,
também chamados de células T efetoras, quando comparados com individuos ndo
infectados (vacinados ou ndo), apds estimulagdo in vitro com o VACYV inativado por luz
UV. Nos individuos ndo infectados (vacinados ou nao) ndo foi observado um
significativo aumento no percentual de linfécitos T CD4 ativados expressando IFN-
Y, apds estimulacdo antigénica in vitro, quando comparados com os individuos nao
infectados nao vacinados (grupo controle).

Esse resultado sugere que a pré-exposicdo ao Vaccinia virus, por meio da
infec¢do viral, gera, em uma posterior estimulacdo in vitro, células T CD4" de memoria,
produtoras de IFN-y, uma vez que houve aumento significativo no percentual de células
CD4"IFN-Y" nas culturas de pacientes que jd haviam sido previamente infectados pelo
VACYV, quando comparados com individuos nao infectados vacinados. Isso também
pode ser observado pelo fato de que no grupo de pacientes ndo expostos (ndo infectados
ndo vacinados) ndo houve diferenca significativa no percentual de células CD4 TFN-y",
comparando neste grupo resposta de células com e sem o estimulo antigénico. Em
estudos anteriores relacionados a producdo de IFN-y com um grupo de pacientes
vacinados contra a variola foi observado que células T CD4 positivas, produtoras de
IFN-y, especificas para o Vaccinia, virus, apareceram na circulacdo de pacientes
vacinados, a partir do décimo primeiro dia, apds a vacinagdo (ZAUNDERS et al.,
2006).

Puissant-Lubrano e colaboradores, em um estudo com voluntarios vacinados,
observaram que a frequéncia de células T produtoras de IFN-y era significativamente
maior em individuos previamente vacinados quando comparados com individuos
sauddveis nao vacinados (PUISSANT-LUBRANO et al., 2010).

Em um estudo prévio com pacientes vacinados contra a variola, Combadiere e
colaboradores demonstraram que as células T CD4 produtoras de IFN-y apresentavam
fenétipo CD4"CD45RA CD11aHiCD27* e CCR7 T cells, ou seja, células com fendtipo
de memoria de modo semelhante ao encontrado em nosso trabalho (COMBADIERE et

al., 2004). Em nosso estudo, foi observado que as células T CD4" produtoras de IFN-y-
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apresentavam os seguintes fenétipos: ~ CD4'CD45RO* , CD4*CD45RO™"
CD4*CD45RO™¢"  CD4*CD62"" e CD4*'CD62L. Isso demonstra que apds
estimulacdo antigénica o perfil de células produtoras de IFN-y, em nosso estudo, era
composto principalmente de células de memoria.

Foi observado ainda que apenas os individuos que haviam tido uma exposicao
recente ao Vaccinia virus, ou seja, os individuos infectados apresentavam aumento
significativo no percentual de células T de memoria efetora produtoras de IFN-y com
fenGtipo CD4*CD62L TFN-y" ¢ CD4*CD45RO™" IEN-y", ap6s estimulagdo antigénica.
Nos grupos de individuos nao infectados, tanto vacinados quanto ndo vacinados, ndo foi
observado um aumento no percentual significativo das células de memoria efetora, apds
estimulacdo in vitro com o Vaccinia virus.

De maneira similar aos resultados observados no compartimento de células T
CD4", observou-se que hd um maior percentual de células T de memoria
CD8'CD45RO" expressando IFN-y nos individuos previamente infectados (vacinados
ou ndo) quando comparados com os individuos ndo infectados (vacinados ou nao), apos
estimulacao in vitro com o VACV.

Por outro lado, ao avaliarmos os linfécitos T CD8* expressando a molécula de
adesio CD62L (CDS8'CD62L") e co-expressando IFN-y observamos um maior
percentual de tais células nos grupos de individuos previamente expostos ao Vaccinia
virus, seja por meio da vacinacdo e/ou pela infeccdo, quando comparados com
individuos ndo infectados ndo vacinados, apds estimulacio antigénica. Observamos que
o fendétipo dos linfécitos T CD8" expressando IFN-y era composto de: CD8*CD45RO",
CD8*CD45R0O™" ¢ CD8*CD62L".

A importancia de IFN-y na resposta imune contra o VACV ja foi bastante
caracterizada e detectada em vérios estudos. Em um estudo prévio realizado em nosso
laboratério com cultura de células mononucleares do sangue periférico, de individuos
com a infeccdo ativa pelo VACV, foi observada uma maior quantidade de IFN-y no
sobrenadante de culturas de PBMCs de individuos infectados quando comparados com
individuos ndo infectados (GOMES et al., 2012). Dando continuidade ao estudo de
Gomes e colaboradores (2012), realizado com individuos que estavam apresentando a
infeccdo ativa pelo Vaccinia virus, durante um surto que ocorreu em 2005, no estado de
Minas Gerais, realizamos esse estudo com o intuito de observamos o comportamento

das células T CD4" e CD8" de memoria desses mesmos individuos. No estudo de
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Gomes e colaboradores (2012) foi realizada a anélise de citocinas do sobrenadante de
culturas de PBMCs, apés estimulacdo antigénica. J4 em nosso estudo realizamos a
andlise de citocinas intracitoplasmdticas, no entanto, observamos resultados
semelhantes, nos quais os individuos previamente infectados apresentavam maior
percentual de células T expressando IFN-y quando comparados com individuos nao
infectados, apds estimulacao in vitro com o VACV.

Outra citocina avaliada em nosso estudo foi o TNF-q, expressa tanto por células
T CD4" quanto CD8", também j4 previamente descrito como importante na resposta
imune contra 0 VACV. Em relagio a expressio de TNF-o pelos linfécitos T CD4",
observou-se que os individuos previamente expostos ao VACV, seja pela vacinagdo
prévia ou pela infec¢do recente apresentavam maior percentual de células T CD4"
expressando TNF-o., quando comparados com individuos ndo infectados ndo
vacinados, apds estimulo in vitro com o VACV. Nossos dados mostraram que as células
co-expressando TNF-o. eram CD4*CD45RO™", CD4*CD62L" e CD4'CD62L™".
Como j4 supracitado, outros estudos j4 demonstraram que a vacinacio contra a variola
induz a uma alta expressio de TNF-oo pelas células T CD4" de memoria
(HAMMARLUND et al., 2003; HAMMARLUND et al., 2010; PUISSANT-
LUBRANO et al., 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados quando analisamos os linfécitos T
CDS8" expressando a molécula de adesdo CD62L (CDS8'CD62L" e CD8'CD62L™") e
co-expressando TNF-o. Os resultados mostraram que os individuos previamente
expostos ao VACV, seja pela vacinagdo prévia ou pela infec¢do recente, apresentavam
maior percentual dessas células (CD8'CD62L* TNF-a" e CD8'CD62L"E" TNE-o")
quando comparados com individuos ndo infectados ndo vacinados, apds estimulacdo
antigénica. Observou-se ainda um aumento do percentual de linfécitos T de memoria
CD8'CD45RO"TNF-a" apenas nos individuos previamente infectados (vacinados ou
niao) quando comparados com individuos ndo infectados (vacinados ou nao), apds
estimulagdo antigénica.

E importante ressaltar que em nosso estudo a expressio de TNF-o. foi observada
tanto em linfécitos T CD4" quanto T CD8". Tal fato estd provavelmente relacionado a
sua funcdo na resposta contra 0 VACV, uma vez que ja foi demonstrado em estudo

N

anterior que em resposta a infeccdo pelo Vaccinia virus, a maior parte das células
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produtoras de citocinas, produzem apenas TNF-a (52% a 95%) dependendo do método
utilizado e do clone de linfocito JUDKOWSKI et al., 2011).

Esses resultados sdo semelhantes aqueles observados no percentual de células
CD4'IFN-Y*, demonstrando que a pré-exposicdo ao Vaccinia virus, pela vacina ou pela
infeccdo, gera células T CD4" e T CDS8" capazes de produzir TNF-o e IFN-y numa
exposicao posterior ao virus. Isto sugere que tais individuos (previamente infectados ou
vacinados), em uma segunda exposicdo, produzem rapidamente citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e IFN-vy, pelas células de memodria. Estas citocinas sdo
capazes de modular a resposta a infecgdo pelo Vaccinia virus o que, por sua vez, levaria
a manifestagdes clinicas mais brandas averiguadas nos pacientes infectados, mas que
haviam sido previamente vacinados contra a variola. Essa talvez seja a possivel
explicacdo ao fato de tais individuos apresentarem uma forma mais branda da infec¢ao
pelo VACV. Os mesmos possuem cé€lulas de memoria efetoras capazes de responder
prontamente ao antigeno, numa reexposicao.

Em nosso estudo observamos que individuos que foram pré-expostos ao
Vaccinia virus (pela vacinacao contra a variola ou pela infec¢do) apresentaram aumento
no percentual de células T CD4"TNF-o" e que o fenétipo dessas células era composto
por linfécitos T CD4*CD45RO™", CD4*CD62L" ¢ CD4*CD62L"Y. Alguns estudos jd
haviam demonstrado que a vacinagdo contra a variola gera células T CD4 de memodria
que expressam TNF-oo (HAMMARLUND et al., 2003; PUISSANT-LUBRANO et al.,
2010; HAMMARLUND et al., 2010), mas até o momento nenhum estudo havia
determinado o fenétipo dessas células, apds uma infec¢do humana natural pelo Vaccinia
virus.

Ainda com o intuito de analisar a resposta imune efetora, realizamos uma analise
do estado de ativacdo das células T CD4" e T CDS8", através da utiliza¢io de marcadores
de ativacdo e inibi¢do celular. Para tanto avaliamos a expressdao da molécula CD71,
CD28, CD40L, CD69 e CTLA-4.

Como ja exposto anteriormente a molécula CD71 € um marcador de proliferacao
celular, tendo sido por esta razdo escolhido para andlise nesse estudo. Ao avaliarmos a
expressdo dessa molécula em células T CD4" e T CD8", observou-se que, aps estimulo
com o VACV, houve um maior percentual de células T CD4" e T CD8* (CD4'CD71" e
CD8'CD71") nos grupos de individuos previamente infectados (vacinados ou ndo),

quando comparados com os individuos ndo infectados, tanto vacinados como ndo
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vacinados. Em um estudo prévio, Gomes et al. (2012), observaram que havia uma
proliferacdo celular significativamente maior nas culturas de PBMCs de individuos
previamente infectados quando comparados com individuos ndo infectados, apds
estimulagdo in vitro com o VACV inativado por luz UV de culturas de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de individuos infectados e ndo
infectados.

Em relagdo a expressio de CDA40L, observamos que apés realizarmos a
estimulaciio antigénica, houve um maior percentual de células T CD4"CD40L" e T
CD8"CD40L", apenas nos individuos previamente infectados pelo VACV (vacinados ou
ndo), quando comparados com individuos ndo infectados (vacinados ou ndo). A
molécula CD40L € expressa nas células T auxiliares apds a ativacdo com o antigeno
(ABBAS, LICHTMAN, 2005). Portanto, € interessante observar que hd um maior
percentual de células T CD4" e T CDS8*, expressando CD40L, presente em células
ativadas, apenas nos grupos de individuos previamente infectados pelo VACV, quando
comparados com individuos nio infectados. Isso pode também relacionar-se a uma
manifestacdo clinica mais branda da infec¢ido pelo VACV, numa reexposicdo ao virus,
como ja proposto em nosso estudo.

Em relacdo a molécula CD69, marcador precoce de ativagdo celular, a andlise
dos dados demonstrou que houve maior expressdo dessa molécula nos linfécitos T
CD4" nos grupos de individuos previamente infectados (vacinados ou ndo),
comparando-os com os individuos ndo infectados (vacinados ou ndo), apds estimulo in
vitro com o VACV. J4 em relagdo aos linfécitos T CD8'CD69" ndo foi verificada
diferenca significativa no percentual dessas células quando comparamos os grupos de
individuos infectados versus nao infectados, apds cultura com estimulo antigénico.

Outro importante marcador de ativagdo celular, a molécula CD28, foi também
avaliada nesse estudo. A CD28 ¢ uma proteina de membrana que participa da
transducdo de sinais e € o principal receptor para liberar os segundos sinais para a
ativacdo das células T (ABBAS, LICHTMAN, 2005), sendo importante, portanto,
analisar sua expressdo para verificar o estado de ativagdo das células T. Os resultados
demonstraram que ndo houve diferenca no percentual de células T CD4" e T CDS",
expressando esse marcador, quando comparamos individuos infectados (vacinados ou
ndo) com individuos ndo infectados (vacinados ou néo).

Outra molécula analisada nesse estudo foi a CTLA-4 cuja funcdo reside na

inibi¢do da ativagdo celular e é expressa nas células T CD4" e T CD8", recentemente
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ativadas (ABBAS, LICHTMAN, 2005). Resultado semelhante ao da molécula CD28 foi
observado na analise de CTLA-4, ndo havendo diferenca no percentual das células T
CD4'CTLA-4" ¢ T CD8'CTLA-4", quando comparamos os quatro grupos envolvidos
na pesquisa, ap6s a estimulacao in vitro com o VACV.

No estudo prévio realizado pelo grupo de pesquisadores do nosso laboratdrio,
utilizando PBMC:s, de individuos com a infec¢do ativa pelo VACV um diferente padrao
fenotipico foi observado. Dessa forma, Gomes et al. (2012), observaram que em relagdo
a molécula CD69 havia uma menor expressdao dessa molécula na superficie dos
linfécitos T CD4" de individuos infectados quando comparados com os individuos ndo
infecctados. J4 em relag@o a expressdo dessa molécula nas células TCD8", Gomes et al.
(2012) ndo observaram diferengas significativas comparando individuos infectados com
ndo infectados. Em relagdo as moléculas CD28 e CTLA-4, Gomes et al. (2012) também
ndo observaram diferencgas significativas na expressao dessas moléculas em linfécitos T
CD4" de individuos infectados quando comparados com ndo infectados, apds
estimulagdo in vitro de PBMCs. Por outro lado, observou-se um maior percentual de
linfécitos T CD8'CD28" nos individuos infectados comparados com individuos nio
infectados.

Tais resultados demonstram uma diferenca na expressdo das moléculas de
ativacdo quando comparamos uma primeira exXposi¢cdo com a reexposi¢do ao virus.
Padrdes fenotipicos diferentes emergem quando comparamos a resposta imune frente a
uma primeira infeccdo e a exposicdo subseqiiente ao virus. Tais diferencas estdo
possivelmente relacionadas tanto com a resposta imune do individuo quanto a
modulacdo viral exercida pelo VACV. No entanto, ndo é possivel ainda definir os
mecanismos envolvidos nessa reposta imune tanto priméria quanto de memoria.

Diante dos resultados e discussdo apresentados podemos sugerir que a vacinagao
prévia contra a variola realizada durante as campanhas de vacinagdo da OMS ha mais de
30 anos ndo seria capaz de gerar uma protecao completa que impedisse uma infec¢ao
contra futuras exposi¢des ao Vaccinia virus de longo prazo, no entanto, nossos achados
sugerem fortemente que existe uma imunidade residual que provavelmente estd
associada a uma manifestacio mais branda dos sintomas da doenga que por sua vez
pode ser conseqiiéncia da capacidade do individuo de eliminar mais rapidamente a
infeccdo viral.

Finalizando, é importante ressaltar que o nosso estudo apresentou algumas

diferengas no fenétipo das células T CD4 e TCD8 quando comparamos os grupos de
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individuos previamente infectados pelo Vaccinia virus com os grupos de individuos nao
infectados, mais uma vez corroborando a nossa hipdtese de que a vacinagdo de
individuos contra a variola, leva a inducao de uma resposta imune de memoria efetora
contra infec¢des futuras. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos para o melhor
entendimento do mecanismo de persisténcia da memoria contra esses virus. O fato de
termos avaliado a resposta de individuos previamente infectados vacinados abriu uma
janela importante de investiga¢do quanto ao desenvolvimento de memoria imunoldgica
contra a infec¢do subseqiiente pelo Vaccinia virus. O fato de ndo termos observado
reinfec¢do no grupo de infectados recentemente, sugere que a infeccdo primaria induz
uma resposta efetiva, pelo menos de curto prazo, nestes individuos. Diferentemente da
vacinagdo, que embora tenhamos observado uma memoria residual, ndo foi capaz de
prevenir quanto a aquisicdo da infec¢do. No entanto, gerou prote¢do parcial, uma vez
que as manifestacdes clinicas apresentadas pelos individuos previamente vacinados
foram mais amenas quando comparadas com individuos que ndo haviam sido
previamente vacinados.

Nossos dados demonstram a participagdo importante das células T CD4" e T
CD8" na resposta imune contra o Vaccinia virus, no entanto sabemos que esse trabalho
possui algumas limitagdes como o nimero amostral composto de 42 individuos sendo
22 previamente infectados e 20 ndo infectados. Porém, como ja previamente descrito
por outros trabalhos desse grupo, até o momento a notificacdo dessa zoonose causada
pelo VACV nido é compulséria gerando uma subnotificagdo dos casos, dificultando o
acesso a tais pacientes, sendo necessdria a realizacdo de busca ativa dos mesmos
(SILVA GOMES et al., 2012). Tal fato dificulta a busca por um nimero maior de
pacientes e, portanto, at¢é o momento nao € possivel elucidar todos os mecanismos

envolvidos na resposta imune de memoria contra a infec¢do pelo VACV.
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6) CONCLUSOES
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Esse estudo analisou aspectos relacionados a resposta imune de memoria apds
uma infec¢do natural pelo Vaccinia virus. Os resultados sugerem que tanto as células T
CD4" quanto CD8" estdo envolvidas no processo de resposta imune contra o VACV.

Nesse estudo, observamos que a vacinagdo prévia contra a variola ndo gerou
uma protecdo completa contra a infeccdo pelo VACV, uma vez que individuos
previamente vacinados adquiriram a doencga. No entanto, pudemos observar que existe
uma imunidade residual, provavelmente composta pelas células T CD4" e CD8" de
memoria efetora produtoras de IFN-ye TNF-o, uma vez que a sintomatologia
apresentada pelos individuos previamente infectados vacinados foi mais branda quando
comparada com os sintomas dos pacientes infectados ndo vacinados. Tal fato estd
provavelmente associado a observacdo de que os individuos previamente infectados
(vacinados ou ndo) apresentavam maior percentual de células T de memoria efetora
expressando IFN-ye TNF-o, quando comparados com individuos ndo infectados
(vacinados ou ndo), apds estimulagdo in vitro com o VACV inativado por luz UV.
Observamos também que os individuos previamente infectados (vacinados ou nio)
apresentavam um maior percentual de linfécitos T CD4" apresentando marcadores de
ativacdo como CD69, CD40L, CD71 e CD45ROHigh, quando comparados com o0s

individuos ndo infectados (vacinados ou ndo), apds estimulacdo antigénica.
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Clinical signs, diagnosis, and case reports
of Vaccinia virus infections

ABSTRACT

Vaccinia virus is responsible for a zoonosis that usually affects cattle and human beings in Brazil. The
initial clinical signs of the infection are focal red skin areas, fever, and general symptoms similar to
those of a cold. Then, pustules and ulcerated lesions surrounded by edema and erythema follow, as
well as local lymphadenopathy that can last for weeks. Cure and healing of the lesions occur over
several weeks, leaving a typical scar in the skin of people and animals affected. The infection defini-
tive diagnosis is made through morphological characterization of the virus by use of electron micro-
scopy, followed by PCR for specific viral genes. Since 1963, circulating orthopoxviruses in infectious
outbreaks in several regions of Brazil have been reported. Later, the etiological agent of those infec-
tions was characterized as samples of Vaccinia virus. In addition, the widespread use of those viruses
in research laboratories and mass vaccination of militaries have contributed to increase the cases of
those infections worldwide. Thus, several epidemiological and clinical studies are required, as well
as studies of viral immunology, public health, and economic impact, because little is known about
those Vaccinia virus outbreaks in Brazil.

Keywords: Poxviridae infections, virology, outbreaks, zoonoses, Vaccinia virus.
[Braz ] Infect Dis 2010;14(2):129-134]©Elsevier Editora Ltda.

INTRODUCTION

man beings in Brazil. The human zoonotic
infections caused by poxviruses are relatively

Poxviruses are epitheliotrophic viruses that
rare.’

have in common the tendency to cause skin .
However, zoonoses caused by poxviruses

lesions. They are complex viruses that repli- . . .
. ) have occurred in regions far from their en-
cate in cell cytoplasm of vertebrate and inver-
tebrate hosts."
Virions are constituted by a membrane,

a nucleus, and lateral bodies, with or without

demic areas, such as the outbreak of Monkey-
pox (MPXV) in central North-American states
during May and June 2003, which was the first
identified out of Africa.””®

an envelope. They have an ovoid or rectangu- o .
P Y 8 In Brazil, since 1960, innumerous out-

lar shape, and their genetic material is a linear

breaks related to Vaccinia virus have been doc-
double-strand DNA molecule, which can en-

umented by several research groups in differ-

. . . 12
code approximately 200 proteins (Figure 1), ent regions. Based on molecular studies, some

Of the known poxviruses, a genus stands
out due to its medical importance and because
it serves as a model for studying the Orthopox-

Figure 1: Illustration of the morphology of the
Vaccinia virus.

‘Viral Enzymes‘ ‘ Core HOuler MembraneHIrmer Membrane‘

virus viral family, which comprises the small-

pox virus and Vaccinia virus (VACV)."*

Smallpox was eradicated worldwide in

1980, after a large vaccination campaign, in

which Vaccinia virus was used as a vaccinal vec-
tor, due to its high genetic similarity with the
smallpox virus.®

Vaccinia virus is responsible for an impor-
tant zoonotic disease affecting cattle and hu-
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Signs, diagnosis, and report of Vaccinia virus infection

genetic variations have already been identified in the viruses
isolated. An especially relevant finding was the isolation of
two genetically different samples of Vaccinia virus from a
single outbreak in the town of Guarani, in the Brazilian state
of Minas Gerais."

The number of human cases and new viruses isolated
should increase because new epidemic foci have been re-
ported in different areas. It has not been possible to deter-

mine whether Vaccinia virus infections are actually increas-
ing or if reports have only recently begun.'

Episodes of Vaccinia virus infection in people who work
at research laboratories have already been reported by the
Center for Disease Control and Prevention (CDC), contrib-
uting to increase the number of infection cases.'? The virus
infection has occurred both in individuals previously vac-
cinated in childhood,”™ and in people never vaccinated

Table 1. Clinical manifestations, viral diagnosis, and transmission of Vaccinia virus

Clinical Viral Transmission
manifestations diagnosis
Local Start: focal red areas Morphologic | Inoculation of Animals | Transmission
In a few days: samples of lesions among animals
pustules, edema and and crusts into occurs mainly
erythema in hands allantochorionic through the
and forearms.5!12> membrane. milker’s hands or
After approximately Viral propagation mechanical
12 days: ulcerated, in VERO cells milking equipment.
necrotic and painful and visualization Viral penetration
lesions.5112> of the viral occurs through
A few days later, particles through preexisting lesions
most lesions heal transmission in cows’ teats.!!2732
forming crusts. electron
Approximately four microscopy.!1?327-28
weeks after lesion
start: cure.
Local
lymphadenopathy
that can last 20
days.611:25
Secondary bacterial
infections can occur
in sites of original lesions.?®
Systemic | Fever, headache, Molecular PCR of marking Human | The disease is
muscle ache, nausea genes: thymidine beings transmitted from
(occasionally) that begin kinase (TK), animals to humans
eight days after vaccinia virus through contact
the appearance of growth factor (VGF), with the lesions
the lesions.5!1% hemagglutinin in cow’s teats.?
(HA).11,27,29
Polymorphism of
the restriction
profile of ati
gene.%30Real-time
PCR of ha gene, by
using SYBR Green.?!
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before.”” Transmission usually occurs through accidental
inoculation of Vaccinia virus through lesions in fingers and
eyes, or through auto-inoculation.”'¢

In addition to the cases of laboratory infection, cases
from person-to-person contamination have been reported.
Such cases are closely related to the vaccination of militar-
ies against Smallpoxvirus.”-'® Ten cases of infection by those
viruses presumably transmitted through sexual contact have
been reported in association with vaccination programs in
the USA and Israel."*!

Moreover, one case of vaccinia infection has been re-
ported in a pregnant woman bitten by a dog previously vac-
cinated against rabies with a recombinant Vaccinia virus.”

Clinical signs, transmission, and viral diagnosis

Vaccinia virus infections can be characterized as occupa-
tional zoonotic infections because they occur in human be-
ings who work directly with cattle, the milkers.” A fact of
great relevance for public health is that physicians and other
health care professionals have difficulty in diagnosing and
managing these infections.*

The clinical manifestations, transmission, and viral diag-
nosis are shown in Table 1.

Vaccinia virus outbreaks in Brazil

Vaccinia virus outbreaks usually occur in small rural proper-
ties, with little infrastructure, and surrounded by woods. In
most of these places, milking is performed manually, with-
out the adoption of biosafety measures. These factors are
believed to contribute to virus dissemination from cattle to
milkers and vice-versa.”

This zoonosis seems to occur seasonally, mainly in the
dry season, from July to September. Dry weather conditions
seem to favor disease appearance and dissemination, since it
contributes to dry cows’ teats and milkers’ hands, enabling
the occurrence of lesions that cause the virus transmission
from animals to men and vice-versa.”

Poxviruses isolated in Brazil

In South America a few studies on the isolation of poxvi-
rus have been published since the eradication of smallpox.
Some have reported outbreaks caused by Parapoxvirus in
sheep and goats, and the virus isolation from wild or do-
mestic animals."

However indications that members of the Orthopoxvirus
genus could be circulating actively in wild regions have been
reported in Brazil since 1963.%% In the 1960s and 1970s, the
Brazilian govern carried out several campaigns of epidemio-
logical surveillance in several rural areas of the country aim-
ing at investigating the circulation of unknown viral agents
and also the isolation of such new agents.”

Studies conducted from 1999 to 2007 in municipalities
of Cantagalo, Cordeiro, Aperibé, Santo Antonio de Pédua,
Cambuci, and Miracema have reported several cases of Vac-
cinia virus infection affecting both bovine animals and hu-
man beings.™

Several viruses isolated in Brazil in different regions after
outbreaks of bovine smallpox are listed below. A summary
containing viral samples isolated, hosts, and places of the
outbreaks of Vaccinia virus infection are shown in Figure 2.

BeAn virus 58058: Belém Vaccinia virus

The BeAN virus 58058 (BAV) was isolated in 1963 from the
blood of a rodent of the Oryzomis genus in the tropical rain
forest, in the region of Belém-do-Para. After morphologic
and molecular analyses, BAV was included in the Poxviri-
dae family, considered a member of the Orthopoxvirus ge-
nus and a variant of Vaccinia virus, and denominated Belém
Vaccinia virus.2*%

In addition, the type-A inclusion body (ati) gene could
not be amplified through PCR, indicating its probable de-
letion. The IFN-IFN-a/BR gene was identified in the BAV
genome, which showed a 99% identity with the B18R gene
of the VACV-WR sample, a gene related to the evasion of the
host immune system.*

Figure 2: Isolated viral samples, hosts, and places of the outbreaks of Vaccinia virus infection. *The SPAn232 virus was initially
isolated in 1965 and classified as Cotia virus (LOPES et al. 1965).%

1961 1693 1979 1993
Viral Sample Cotia Virus BeAn virus SPAn232  Belo Horizonte
58058 Virus Virus
Infected hosts sentinel rats Oryzomis sp sentinel rats  Swiss mice
Rodent
Place of Cotia forest, Tropical Cotia forest, Biological
occurrence Sao Paulo Rain Forests,  Sao Paulo Sciences
State Belém-do-Para State Institute of
UFMG
References LOPES et al., DAFONSECA DA FONSECA TRINDADE
1965 [23] et al., 1998 et al.,2002 et al., 2004
[15] [16] [29]

Cantagalo Aracatuba
Virus Virus
Cows and Cows and
milkers milkers
Municipality  Aracatuba
of Cantagalo, town, Sao
Rio de Paulo State
Janeiro State
DAMASO TRINDADE
et al., 2000 et al.,2003
[14] [11]
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SPAn232 virus (SPAnv)

The SPAn232 virus (SPAnv) was initially isolated in 1961
from sentinel rats in the Cotia forest in the state of Sdo Pau-
lo.* The virus was re-isolated several times and suggested to
be a recombinant of Leporipoxvirus and Orthopoxvirus.”” It
was originally grouped among the Cotia virus, but, after ge-
netic analyses, it was considered a variant of Vaccinia virus.
The tk, vgf, and ati genes were amplified and identified in
genome of SPAnV, and showed a 99% similarity with cor-
relate genes in VACV-WR %

Cantagalo virus

The Cantagalo virus (CTGV) was isolated from cattle and
milkers in 1999, during an exanthematic outbreak, in farms
of the municipality of Cantagalo, southwestern region of the
state of Rio de Janeiro. Morphologic and molecular evidence
has confirmed that CTGV was a Vaccinia virus variant.”*

After molecular analyses of the ha gene, a close relation
of Cantagalo virus and VACV used in vaccination campaigns
against smallpox in Brazil has been demonstrated.” It has
been suggested that this sample escaped into the wild, estab-
lishing several cycles of transmission in one or more hosts,
accumulating polymorphisms, reemerging, then, as Canta-
galo virus in cattle and milkers.”*

From October 2001 to July 2003, the Instituto Adolfo
Lutz received 74 samples suggesting Vaccinia virus infec-
tion, from regions of the Brazilian states of Sdo Paulo, Minas
Gerais, and Goids. Molecular analyses have categorized them
as 99.9% similar to Cantagalo virus, differing only by a single
nucleotide in position 616.*!

Muriaé virus

In August 2000, an outbreak affecting cattle and milkers oc-
curred in several farms of dairy cattle in the state of Minas
Gerais. One virus was isolated and denominated Muriaé vi-
rus (MURV).*

During molecular characterization, when amplifying the
ha gene, a deletion of 18 nucleotides was observed, allow-
ing this virus introduction in the group of PSTV,? ARAV,"
GP2V," and CTGV.” Despite these similarities, Muriaé virus
had unique characteristics that allowed its differentiation
from other samples of VACV.*

Passatempo virus

The Passatempo virus (PSTV) was isolated and identified af-
ter an outbreak in 2003, in the towm of Passa-Tempo, Minas
Gerais. During that outbreak, cows and milkers had lesions
similar to those observed during other Vaccinia virus out-
breaks in Brazil. When analyzing the blood of patients, anti-
bodies against VACV-WR were identified.”

That Vaccinia virus variant, denominated Passatempo vi-
rus, has a deletion of 18 nucleotides in ha gene, which repre-
sents a genetic signature of some samples found in Brazil.

Belo Horizonte virus

The Belo Horizonte virus (VBH) was isolated from an out-
break in mice of the facilities of the Biological Sciences
Institute (ICB) of the Federal University of Minas Gerais
(UFMG), in the state of Minas Gerais. The mice were
brought from the University of Campinas, Sio Paulo, and
seemed healthy upon their arrival at the UFMG. A few days
later, some animals died and others showed skin lesions. The
virus isolated from the clinical samples was a variant of Vac-
cinia virus, denominated Belo Horizonte virus.*?

The origin of the Belo Horizonte virus remains un-
known, since there is no research in the city of Campinas
involving poxvirus. Those mice might have been contami-
nated by other animals of the nursery of ICB of UFMG,
where some colonies of mice from other places are re-
ceived. However, it is practically impossible to discover the
virus actual origin. However, the ubiquitous circulation of
different Vaccinia virus strains in Brazil, both from wild
or veterinary origins, suggests that epidemiological studies
are extremely important.*?

Aragatuba virus

In 1999, in the city of Aracatuba, Sao Paulo, a virus was iso-
lated after an exanthematic outbreak. The infection affected
cattle and one milker, who developed approximately 10 le-
sions in his hands and arms. No similar episode had previ-
ously occurred in that farm."

The isolated virus was a Vaccinia virus variant, and was
called Aragatuba virus (ARAV). It had a deletion identical
to that of Cantagalo virus."' It is worth emphasizing that
similar genetic signatures occurred in the municipality
of Cantagalo, located approximately 850 km to the east
of Aracatuba, and in the town of Muriaé, 850 km to the
north of Aragatuba, creating speculations about the origin
of these viruses."!

Guarani virus

In October 2001, there was an outbreak in the town of Gua-
rani, Minas Gerais, in the southeastern region of the coun-
try. An epidemiological study was carried out in the affected
region and involved 72 properties. The study reported that
1,020 milking cows had lesions in their teats. Human cases
of this disease were identified in 83% of the farms, and ap-
proximately 110 individuals were infected. In some farms,
the milkers reported person-to-person transmission.'

For laboratory diagnosis and viral isolation, samples
from the dry crusted lesions of two cows were collected.
Each cow belonged to a different farm, approximately 10 km
apart. Two viruses were isolated and denominated Guarani
P1 virus (GP1V) and Guarani P2 virus (GP2V). Although
isolated during the same outbreak and at the same time in
neighboring farms, the GP1V and GP2V showed sufficient
genetic divergences to be placed at different sites in the phy-
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logenetic tree. While GP2V was placed with other samples
of VACV isolated from bovine outbreaks of Vaccinia virus
(ARAV, CTGV e PSTV), GP1V was placed with VACV-WR
and VBH that are not associated with bovine outbreaks."

These results indicate that there are genetically different
populations of VACV circulating in the country and even in
the same infectious outbreak. There are no conclusive stud-
ies on the actual origin of the Brazilian Vaccinia virus.

FINAL CONSIDERATIONS

Vaccinia virus infections are extremely relevant for public
health and dairy economy in Brazil, although little is known
about the virus flow in the wild and its natural hosts. It is
difficult to define whether such infections have actually been
increasing or if reporting has only recently started. In addi-
tion, health care professionals have difficulty in diagnosing
and managing such infections.

Thus, implementation of educational strategies with
health professionals and milkers who work in affected re-
gions is required. For health care professionals, these strat-
egies should be directed to the clinical identification and
therapeutic management of infected patients. For milkers,
the educational practices should emphasize biosafety aim-
ing at preventing their contamination with the Vaccinia vi-
rus and reducing crossed infection in cattle. In addition, geo-
processing studies aiming at outlining the virus infectious
flow are extremely important for the creation of health care
strategies to decrease infection propagation, both among
cattle and from cattle to human beings. Furthermore, sev-
eral epidemiological and clinical studies are required, as well
as studies of viral immunology, public health, and economic
impact, because little is known about Vaccinia virus out-
breaks in Brazil.
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1. Introduction Smallpox vaccine induces strong CD4+ and CD8 ™ T cell responses

that peak at 2-4 weeks post-immunization and decreasing to form

Vaccinia virus (VACV) is the causative agent of a zoonotic infec-
tion that affects cattle and humans in many regions of Brazil, since
1969 [1]. The occurrence of these outbreaks is interesting as some
individuals have no immunity against this infection and there are no
immunological studies on the duration of immunity after natural hu-
man VACV infection. Most of the studies have evaluated the duration
of immunity after smallpox vaccination [2-8], but there is little in-
formation about the immunity against a natural Smallpox and VACV
human infection [7,9].

* This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Com-
mons Attribution-NonCommercial-No Derivative Works License, which permits non-
commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.
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Preto - CEP: 30190-002 - Belo Horizonte, MG - Brazil. Tel.: +55 31 84923130.

E-mail address: daninhamed@yahoo.com.br (D.C. Medeiros-Silva).

a stable memory population of T cells thereafter [5,10]. Previous
studies demonstrated the importance of the CD4* T cell compart-
ment and have shown that long-term cellular memory to VACV
predominantly involves CD4* Th1 IFN-y producing cells [3,11,12]
and have observed a reduction over time of VACV-specific mem-
ory T cells in previously vaccinated individuals that retained a pre-
dominant CD4" memory T cell response [5,11]. The CD8* T cell
memory population seems to decline faster than memory CD4+ T
cells [3]. These studies investigated the CD4+ and CD8* memory
T cells against the Orthopoxvirus in some individuals after smallpox
infection [9,13] or in vaccinated individuals [5,9,11,12]. In humans,
two broad memory T cell subsets (CD4*+ or CD8*) have been de-
lineated: central memory (Tcy) and effector memory (Tgy) T cells
[14-16]. Tcy are CD45RO* memory cells that constitutively ex-
press CCR7 and CD62L (T¢yCD45RO+ CCR7 ¥ CD62L* ), home to the
lymph nodes, produce low levels of IFN-y and have limited effector
function, but they proliferate and become effector cells upon sec-
ondary stimulation [17-22]. By contrast Tgy; are memory cells that

2211-2839/$ - see front matter © 2013 The Authors. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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have lost the constitutive expression of CCR7, are heterogeneous for
CD62L (TgyCD45RO+ CCR7-CD62L~/+), home to peripheral tissues,
and can rapidly produce effector cytokines such as IFN-y upon anti-
genic stimulation [17-19,22]. T memory cells are not classified just
by the expression of the surface markers CD45R0, CD62L and CCR7.
It is also necessary to evaluate the production of effector cytokines,
such as IFN-y. Tgy expresses high levels of activation markers (such
as CD45RO0), lose expression of the chemokine receptor CCR7, and
acquire the capacity to produce IFN-y and to kill target cells. In con-
trast, Tey cells retain CCR7 expression, and fail to acquire cytotoxic
function, although produce low levels of [FN-y [17-22].

The importance of the role of CD4+ and CD8 * T cells in the con-
trol of VACV infection, in the induction and maintenance of long-term
memory is well known [23], but the phenotype of these T cell subsets
was not described. In the present study, we evaluated the phenotype
of CD4* and CD8* T cells expressing activation markers (CD45R0),
lymph node-homing receptors L-selectin (CD62L) and CCR7 and pro-
duction of cytokines (IFN-y and TNF-«) after in vitro stimulation with
UV-inactivated VACV following a natural Vaccinia virus infection after
a zoonotic outbreak that occurred in Brazil in 2005.

2. Participants, materials, and methods
2.1. Study population

In 2005 a zoonotic outbreak of VACV infection occurred in dif-
ferent areas in Minas Gerais state, Brazil. During the outbreak, blood
from these individuals and from cattle were collected and sent to the
Virus Laboratory of the Federal University of Minas Gerais (UFMG)
and to the Immunology Laboratory of the Oswaldo Cruz Foundation
(FIOCRUZ) as a part of the outbreak investigation to confirm the in-
fection with Vaccinia virus. For confirmation of the infection some ex-
periments were performed as previously described by virus isolation,
phylogenetic analysis, plaque-reduction neutralization test and IgG
ELISA [24]. As an extension of the outbreak investigation, this study
was initiated to assess immune responses 5 years post-exposure. The
same individuals were recruited and specimens collected to investi-
gate the profile of CD4 and CD8 memory T cells. A total of 42 individu-
als were considered in these analyses. The studied group consisted of
22 infected human patients and 20 non-infected and healthy individ-
uals. Importantly, out of 22 individuals previously infected, 12 were
vaccinated against smallpox in the past, as confirmed by visualization
of a typical vaccination scar in their left arm. Of the 20 non-infected
individuals, 10 were vaccinated against smallpox in the past, as con-
firmed by visualization of a typical vaccination scar in their left arm
and by data on the vaccination card; 10 were unvaccinated (control
group) (Table 1). All patients were previously examined by a physi-
cian and those presenting apparent clinical signs of any other disease,
infectious or not, were not included in the study. All study partici-
pants provided a written informed consent following the guidelines
of the Ethics Committee of the Federal University of Minas Gerais.

2.2. Viruses and cells

Vero cells were used for virus replication, titration and UV inac-
tivated viral test [25]. A thin layer of viral stocks, at a distance of
15 cm, was exposed for 5-10 min to UV radiation at a wavelength of
280 nm. UV irradiated viruses that were unable to form plaques were
considered to be UV inactivated.

2.3. Cell phenotype analysis

In vitro short-term cultures of whole blood samples were per-
formed. Whole blood was stimulated in vitro with UV-inactivated

VACV for 6 h at 37 °C and 5% CO,. Approximately 1 x 10% PFU of Vac-
cinia virus strain WR was added per 1 x 10 leucocytes. Control cul-
tures were maintained in culture media for the same period of time.
Cultured cells were washed in FACS buffer and stained with mono-
clonal antibodies against CD4, CD8, CD45R0, CCR7, and CD62L. Cell
preparation was incubated in the dark for 30 min at room tempera-
ture. Following incubation, erythrocytes were lysed, the cells washed
and fixed in FACS fix solution. A total of 100,000 events/tube were
acquired using a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson). The
CELLQuest™ software was used for data acquisition and the FLOW JO
Version 7.5.5 software for analysis.

2.4. Intracellular cytokine staining (ICCS)

Whole blood was stimulated in vitro with UV-inactivated VACV as
described above. During the last 4 h of culture, Brefeldin A (10 mg/mL)
was added to the cultures. Cultured cells were washed and stained
with monoclonal antibodies against the different cell-surface mark-
ers, as described above. The cells were then fixed in FACS fix solu-
tion. Finally, the cells were incubated and stained intracellularly with
monoclonal antibodies against IFN-y and TNF-« PE. A total of 100,000
events/tube were acquired using a FACScalibur flow cytometer (BD
Biosciences, USA). Samples were analyzed using the Flow]Jo software
(Tree Star - Version 7.5.5).

2.5. FACS analysis of surface markers and intracellular cytokine

Lymphocytes were analyzed for their intracellular cytokine ex-
pression patterns and frequencies as well as for cell surface markers
using the Flow]o software (Tree Star - Version 7.5.5), as described
in Supplementary Fig. S1. First we performed the identification
of peripheral lymphocytes population in diagram of FSC x SSC
(Fig. S1A). Second we made dot plots of FL-1 x FL-4, displaying
the frequency of CD4+ CD45RO* cells. The CD4+ CD45R0Y (R1)
and CD4* CD45ROMigh (R2) populations were sorted using the
indicated sorting gates (Fig. S1B). The same strategy was used to
select the CD4+ CD62L* subpopulations. Dot plots of FL-1 x FL-4
were made displaying the frequency of CD4+CD62L+ cells. The
CD4+ CD62L ¢ (R1), CD4+ CD62LLW (R2) and CD4 *+ CD62LHigh (R3)
populations were sorted using the indicated sorting gates (Fig.
S1C). Finally, we made dot plots of FL-4 x FL-2, displaying the
frequency of CD4*CD45RO™WIFN-y+, CD4*CD45ROHMFN-
v, CD4+ CD62L"*8]FN-y T, CD4* CD62LLOWIFN-y + and
CD4+ CD62LHigh[FN-y + (Fig. S1D). Limits for the quadrant markers
were always set based on negative populations and isotype controls.

2.6. Statistical analysis

Analyses were performed using GraphPad Prism version 4.0 soft-
ware (GraphPad Software Inc., USA). The nonparametric Mann-
Whitney U test was used to compare stimulated and non-stimulated
cultures in each of the four groups. The Kruskal-Wallis test was used
to compare the four clinical groups, followed by Dunn’s test to com-
pare all stimulated and non-stimulated cultures. Differences were
considered significant when a p value of less than 0.05 was obtained.

3. Results
3.1. Previous vaccination leads to a mild form of VACV infection

Some of the infected individuals were previously vaccinated
against smallpox, so we evaluated the clinical differences that oc-
curred between the vaccinated and unvaccinated individuals. For this
purpose we applied and analyzed a questionnaire previously vali-
dated by our group. In unvaccinated individuals, the mean age was
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Table 1
Characterization of the population involved in the study.

Number of individuals

Groups Vaccination status studied Mean age (min-max) Gender (n)
Male Female
Previously infected? Vaccinated® 12 56 (42-68) 12 0
Unvaccinated 10 24.5(18-34) 10 0
Non-infected Vaccinated® 10 46.4 (39-62) 7 3
Unvaccinated 10 29.2 (28-31) 6 4

@ These individuals were infected with Vaccinia virus during outbreaks that occurred in 2005 in different farms in the state of Minas Gerais, Brazil.
b Importantly, out of 22 individuals previously infected, 12 were vaccinated against smallpox in the past, as confirmed by visualization of a typical vaccination scar in their left arm.
¢ Of the 20 individuals non-infected, 10 were vaccinated against smallpox in the past, as confirmed by visualization of a typical vaccination scar in their left arm and data from

vaccination card.

24.5 years with a minimum of 18 years and a maximum of 34. How-
ever, in patients previously vaccinated, the mean age was 56 years,
with a minimum of 42 and a maximum of 68. All subjects studied were
male milkers and the average time worked in this function was 18
years in the unvaccinated individuals and 32 in vaccinated patients.
None of these individuals reported having prior infection by VACV.
It was observed that the clinical symptoms (fever, headache, mus-
cle pain, nausea, lymphadenopathy, headache, and others) occurred
in a milder form in the vaccinated individuals. Analysis of the clini-
cal symptoms showed that in unvaccinated patients the mean was six
symptoms, ranging from 4 to 7; in the vaccinated individual the mean
was 2.5 symptoms, ranging from 1 to 7. As for the features of the le-
sions, the vaccinated individuals had an average of 2.5 injuries and
the unvaccinated individuals an average of eight lesions. In relation to
the place of occurrence of these lesions, in the vaccinated group they
concentrated largely on the hands (100%) and small events in other
regions (17%) (arms, nose and legs), while in the unvaccinated, the
primary site of involvement were the hands (100%), however, it also
occurred in other regions (40%) (face, neck and legs). Assessing the
days of leave of absence due toillness it was found that 25% of the vac-
cinated group had an average of 10 days off and in the unvaccinated
60% of individuals with an average of 15 days of sick leave.

3.2. Previously infected individuals have lower percentages of CD4+ T
cells expressing limph-node homing receptors cells but higher
percentages of CD4 effectors T cells and CD8 T cells expressing
lymph-node homing receptors

The mean percentage of T lymphocytes (CD3*) and its subsets
(CD4+ and CD8 ™) (Table 2) was not different when the four groups
were compared. In order to evaluate the CD4 and CD8 T cells phe-
notype, we used lymph node-homing receptors, L-selectin (CD62L)
and CCR7 and activation markers (CD45RO0, IFN-y, TNF-«). Our data
showed that the expression of CCR7 on CD4 * T cells, was significantly
lower in the infected groups - vaccinated (p < 0.05) and unvaccinated
(p < 0.01) - after in vitro stimulation (Fig. 1A) when compared with
non-infected (vaccinated and unvaccinated). Despite this observa-
tion, the percentage of CCR7 negative CD4 T cells (CD4+ CCR7~) was
significantly higher, in the infected groups, vaccinated (p < 0.05) and
unvaccinated (p < 0.01), after in vitro stimulation (Fig. 1B), when com-
pared with non-infected (vaccinated and unvaccinated). The results
also showed that previously infected individuals had higher percent-
age of CD4+ T memory cells (CD4 * CD62L"*8CCR7~ ) when compared
with non-infected subjects (vaccinated and unvaccinated) (Fig. 1C).
Our data also showed that the expression of CD45ROHish by CD4+ T
cells (memory lymphocytes) was statistically higher in the infected
groups - vaccinated (p < 0.01) and unvaccinated (p < 0.05) - after in
vitro stimulation with VACV, when compared to non-infected individ-
uals (vaccinated and unvaccinated). In the non-infected individuals,
there were no increases in the percentage of CD4 memory T cells (Fig.

1D).

On the other hand the expression of CCR7 in CD8* T cells was
higher in the infected groups (vaccinated and unvaccinated) when
compared with non-infected (vaccinated and unvaccinated) sub-
jects, after viral stimulation (Fig. 2A). The results also show that
infected (vaccinated and unvaccinated) individuals have a higher
percentage of CD8* T cells expressing lymph node-homing recep-
tors (CD8 ¥ CD62L+ CCR7 ™ ) when compared with non-infected (vac-
cinated and unvaccinated) individuals (Fig. 2B). Furthermore, when
we analyzed the subpopulation of CD8 + CD45ROHig" memory T cells,
we observed that there were a statistically higher percentage of these
cells only in the infected groups (vaccinated and unvaccinated) (p
< 0.05) after in vitro stimulation with VACV, when compared with
non-infected (vaccinated and unvaccinated) patients.

3.3. Vaccinia virus exposure leads to higher percentages of IFN-y and
TNF-a expression by CD4* T cells and its subsets (CD4* CD45RO* and
CD4+ CD62L"e8)

As it is well established that Vaccinia virus infection induces strong
cellular responses capable of secreting effectors cytokines such as IFN
v and TNF-«, we evaluated the expression of these markers. In this
study the expression levels of IFN-y and TNF-« on CD4* T lympho-
cytes were evaluated and the results showed that expression of [FN-y
and TNF-« on CD4 T T cells were significantly higher in the infected
(vaccinated and unvaccinated) individuals and in the non-infected
vaccinated subjects, after in vitro stimulation with VACV, when com-
pared with non-infected unvaccinated patients (Fig. 3A and B).

Following the identification of CD4" T cells expressing IFN-y
and TNF-«, the intracytoplasmatic presence of these cytokines in
CD4* CD45RO*, CD4+ CD62L~ (activated cells) and CD4CD62LW T
cells was evaluated in the four groups, in the presence of in vitro stim-
ulation by UV-inactivated VACV. The mean percentage T CD4 lympho-
cytes co-expressing CD45R0 and IFN-y showed that only the subjects
who had been previously infected - both vaccinated (p < 0.001) and
unvaccinated (p < 0.01) - presented a significantly higher percentages
of CD4+ CD45R0O* and CD4+ CD45ROMi8" T memory cells expressing
IFN-y (Fig. 4A and B), when compared with non-infected (vaccinated
and unvaccinated) individuals. We compared in Fig. 4C and D the pro-
duction of IFN-y by CD4 T cells that lost the selectin, CD62L, to those
cells that appear to regain the marker (CD62LXW), those called Tcy
cells. Expression levels of IFN-y were measured on CD4 ™ CD62L"¢&
T cells, and a significant increase of these cells was detected only in
the infected individuals - vaccinated (p < 0.01) and unvaccinated (p
< 0.01), after culture in the presence of UV-inactivated VACV, when
compared with non-infected (vaccinated and unvaccinated) patients
(Fig. 4C). Analysis of IFN-y on CD4* CD62L+ and CD4+ CD62LLoW T
lymphocytes showed that there were significantly higher percentages
of this CD4+ T cell subset only in the infected (vaccinated and unvac-
cinated) groups, after in vitro stimulation with VACV, when compared
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Table 2
Mean percentage of T cells (CD3*, CD4*, CD8" ) on the whole blood from individuals infected (vaccinated and unvaccinated) and noninfected (vaccinated and unvaccinated) by
Vaccinia virus, after in vitro stimulation with UV-inactivated VACV.

Groups Cell phenotype
CD3+ (%) CD4+ (%)? CD8* (%)*

Non-infected Unvaccinated 71.62 + 6.31 429 + 536 23.368 + 5.29
Vaccinated 65.18 + 8.19 45.66 + 8.78 19.828 + 2.82

Infected Unvaccinated 76.28 + 7,61 409 + 6.33 22.367 + 5.04
Vaccinated 72.18 + 5.63 4595 + 7.08 20.903 + 4.46

@ There were no statistically significant differences in the mean percentage of T cells (CD3*, CD4+, CD8* ) when the four groups were compared.
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Fig. 3. Intracellular [FN-y and TNF-« detection in the whole blood cells from individuals previously infected or not by zoonotic Vaccinia virus. Whole blood cells from patients
infected or not with zoonotic Vaccinia virus were stimulated in the presence of UV-inactivated VACV or mock-treated (medium). After stimulus, cells were labeled with mouse
anti-human CD4 antibodies and intracellular staining was used to measure the percentage of positive IFN-y and TNF-aCD4 T cells. The percentages of CD4 + IFN-y + (A)and CD4 +
TNF-a+ (B) T cell subsets were determined by flow citometry. Statistical significance (P values) is presented on the graphs. *a means different from non-infected unvaccinated,

stimulated cultures.

with non-infected (vaccinated and unvaccinated) patients (Fig. 4D).

Analysis of the expression of TNF-o on CD4*CD45RO* and
CD4+ CD45R0XY T memory cells showed that there were signifi-
cantly higher percentages of these cells in the non-infected vacci-
nated individuals (p < 0.05) and in the infected (vaccinated and un-
vaccinated) subjects (p < 0.01), when compared with non-infected
unvaccinated patients (Fig. 5A), after viral stimulation. The mean per-
centage of CD45ROHENCD4 + TNFa+ T memory cells was lower in the
non-infected unvaccinated group (p < 0.01) and were not different
when we compared the other groups (Fig. 5B).

In this study we compared the expression of TNF-« by CD4 effec-
tors T cells that lost the selectin, CD62L, to those cells that appear
to regain the marker. Expression levels of TNF-« on CD4 ™ CD62L"¢8

and CD4+CD62LY T effectors cells showed a significantly higher
(p < 0.05) percentage of these cells in the infected (vaccinated and
unvaccinated) groups and in the non-infected vaccinated individuals,
after culture in the presence of UV-inactivated VACV, but not in the
non-infected unvaccinated group (Fig. 5C and D).

3.4. Previous Vaccinia virus exposure leads to higher percentages of
IFN-y and TNF-o by CD8* memory (CD8+ CD45R0* ) and lymph-node
homing (CD8* CD62L* ) T cells

Following the identification of CD8*+ T cells expressing lymph-
node homing receptors and activations markers, we evaluated the
intracytoplasmatic expression of the effectors cytokines IFN-y and
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Fig. 4. Intracellular IFN-y detection in CD4* T memory cells in the whole blood cells from individuals previously infected or not by zoonotic Vaccinia virus. Whole blood
cells from patients infected or not with zoonotic Vaccinia virus were stimulated in the presence of UV-inactivated VACV or mock-treated (medium). After stimulus, cells were
labeled with mouse anti-human CD4, CD45R0 and CD62L antibodies and intracellular staining was used to measure the percentage of positive IFN-y cells. The percentages of
CD4 + CD45R0 + IFN-y + (A); CD4 + CD45ROM€P [FN-y + (B); CD4 + CD62L"8IFN-y + (C) and CD4 + CD62%IFN-y + T cell subsets were determined by flow citometry. Statistical
significance (P values) is presented on the graphs. *a means different from non-infected unvaccinated, stimulated cultures.

TNF- by these cells, in the groups of non-infected and infected in-
dividuals (vaccinated and unvaccinated), after in vitro stimulation by
UV-inactivated VACV.

The data showed that only the infected individuals - both vac-
cinated (p < 0.001) and unvaccinated (p < 0.01) - presented a sig-
nificantly higher percentage of IFN-y producing activated CD8*+ T
cells (CD8 * CD45RO * IFN-y ;. and CD8 * CD45ROWIFN-y . ), after in
vitro stimulation (Fig. 6A and B). Analysis of CD8 + CD45ROHig T cells
expressing IFN-y did not show any significant difference when we
compare the percentage of these cells in all four groups, after in vitro
stimulation (data not shown). We also analyzed the CD8 * CD62L*
expressing IFN-y and we observed a significantly higher percentage
(p < 0.05) of these cells in the infected subjects and in the non-infected
vaccinated individuals, after culture in the presence of UV-inactivated
VACV, but not in the non-infected unvaccinated group (Fig. 6C). Anal-
ysis of CD8 * CD62L+ and CD8+ CD62LHigh T cells expressing TNF-«
showed that a significantly higher (p < 0.05) percentage of these cells
was observed in the infected subjects and in the non-infected vacci-
nated individuals, after viral stimulation, but not in the non-infected

unvaccinated group (Fig. 7A and B). Furthermore the analysis of CD8 ~
activated cells showed that the CD8 * CD45RO * T effectors cells ex-
pressing TNF-« were at higher percentages only in the infected indi-
viduals, when we compared the stimulated cultures (Fig. 7C).

4. Discussion

In this study the phenotype of CD4* and CD8* memory T cells
was described following a natural Vaccinia virus infection and com-
pared with the profile of CD4* and CD8* T memory cells induced
by smallpox vaccination. Some differences were detected comparing
CD4 and CD8 T cells, but the data clearly indicated that these cells
are involved in the immune response to the VACV infection. In the
present study, 12 (54%) of the 22 individuals previously infected by
Vaccinia virus received a previous (childhood) smallpox vaccination.
Despite their vaccination status, they acquired the VACV infection, but
developed a milder form. A possible explanation for this fact is that
Vaccinia virus infection occurred long after the vaccination, at least
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Fig.5. Evaluation of CD4* TNF-a* T memory cells, using intracellular staining in the whole blood cells from individuals previously infected or not by zoonotic Vaccinia virus. Whole
blood cells from patients infected or not with zoonotic Vaccinia virus were stimulated in the presence of UV-inactivated VACV or mock-treated (medium). After stimulus, cells
were labeled with mouse anti-human CD4, CD45R0 and CD62L antibodies and intracellular staining was used to measure the percentage of positive TNF-«* cells. The percentages
of CD4 + CD45R0™Y 4+ TNF-a+ (A); CD4 + CD45ROME"TNF-+ (B); CD4 4 CD62L"8 TNF-« + (C) and CD4 + CD62°WTNF-x+ T-cell subsets were determined by flow citometry.
Statistical significance (P values) is presented on the graphs. *a means different from non-infected unvaccinated, stimulated cultures.

30 years before the recent infection, suggesting that previous expo-
sure to the antigen induced partial protection that was reflected on a
milder symptoms. However, at this point it is not possible to elucidate
what mechanisms are involved in this process. Karem and colleagues
correlated the absence of complete smallpox vaccine-derived protec-
tion during the Monkeypox outbreak to the longer interval in time
between vaccination and the outbreak [26]. Corroborating with the
data presented in this work, previous studies with human Monkeypox
infection indicated that smallpox vaccination was not able to prevent
the infection, but it seems that Monkeypox infection in humans that
received a smallpox vaccine manifested in a milder form [27].

In this present study, we used lymph node-homing receptors, L-
selectin (CD62L) and CCR7, and activation markers (CD45ROHigh) to
describe the lymph-node homing capability and the effectors func-
tions of CD4* and CD8 " T-cells. Several markers have been iden-
tified to allow for the differentiation of naive and memory T cells.
Human naive cells are CD45RO~, CCR7*+ and CD62LHigh while mem-
ory cells (Tgy) are CD45RO*, CCR7~ and CD62L~. However, some

memory cells appear to regain CD62L and CCR7, especially Ty cells
[17-22,28,29]. Here the CD4" T cell memory subsets were evalu-
ated and the data indicated that infected individuals (vaccinated or
not) have higher percentages of T memory cells (CD4 * CCR7-CD62L~
and CD4 + CD45ROMigh) when compared to non-infected individu-
als (both vaccinated and unvaccinated). The percentage of CD4* T
lymph-node homing T cells (CD4* CCR7 + CD62L™* ) did not differ be-
tween the four groups analyzed. However, when we analyzed the
CD8* T cells, our results showed that previously infected individu-
als (vaccinated or not) have higher percentage of CD8 *+ naive and,/or
Tem cells (CD8+CCR7*+ and CD8 * CCR7 * CD62L* ) when compared
with non-infected individuals (vaccinated and unvaccinated). It is
also important to note is that these cells co-express IFN-y. Simi-
larly, a recent study identified antigen-specific CD8*+ T cells with
a central memory phenotype. These cells were CD44High and CD62L +
virus-specific CD8* T cells that constituted approximately 10% of
all antigen-specific T cells and expressed high levels of CCR7 [30].
Our data suggest that effector memory is predominantly composed
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Fig. 6. Intracellular IFN-y detection in CD8* memory and naive T cells in the whole blood cells from individuals previously infected or not by zoonotic Vaccinia virus, after viral
stimulation. Whole blood cells from patients infected or not with zoonotic Vaccinia virus were stimulated in the presence of UV-inactivated VACV. After stimulus, cells were
labeled with mouse anti-human CD8, CD45R0 and CD62L antibodies and intracellular staining was used to measure the percentage of positive IFN-y cells. The percentages of
CD8 + CD45RO0 + IFN-y + (A); CD8 + CD45RO""IFN-y + (B); and CD8 + CD62L + IFN-y + (C) T cell subsets were determined by flow citometry. Statistical significance (P values) is
presented on the graphs. *a means different from non-infected unvaccinated, stimulated cultures.

by CD4+ T cells and these cells are at higher levels only in previ-
ously infected individuals, since this increase was not observed in
non-infected vaccinated and unvaccinated patients.

In order to further study the population of CD4* and CD8* ef-
fectors memory T cells, in vitro stimulation was performed with
UV-inactivated VACV and intracellular cytokine staining to identify
virus-specific CD4*+ and CD8* T cells that expressed either IFN-
v or TNF-a. We observed that the percentage of CD4* T cells ex-
pressing IFN-y- was higher in individuals previously infected by Vac-
cinia virus (vaccinated and unvaccinated) and in non-infected vac-
cinated when compared with non-infected unvaccinated subjects.
Puissant-Lubrano and colleagues also found that the frequency of
VACV-specific IFN-y—producing cells and of VACV-specific proliferat-
ing cells in previously vaccinated volunteers was significantly higher
than that of unvaccinated healthy volunteers [12]. In the present
study, it was noted that the CD4 * IFN-y-producing T cells were com-
posed of CD4+ CD45R0O+ (CD4* CD45R0W and CD4 + CD45ROMigh),
CD4* CD62Y and CD4+CD62L~ T cells. It was also detected that
just the infected individuals (vaccinated and unvaccinated) presented
higher percentages of CD4 + CD62L~ and CD4 * CD45ROMigh T cells co-
expressing IFN-y-which are the effector-memory T cells (Tgy ). In the
non-infected individuals (vaccinated and unvaccinated), this increase

in the mean percentage of CD4 memory lymphocytes expressing IFN-
v was not observed. Our data reinforce the idea that cellular memory
to VACV predominantly involves CD4* Th1 IFN-y producing cells,
as previously described [9,31,32]. In our studies, we also observed
that recent infection by VACV induced a more significant CD4 effector
memory response when we compared previously infected individuals
(vaccinated and unvaccinated) to non-infected vaccinated patients.
Similarly, an increase on the percentage of the CD8 * memory T
cells (CD8 + CD45ROMi8M) was detected only in individuals previously
infected by Vaccinia virus (vaccinated and unvaccinated), but not in
the non-infected (vaccinated or not) subjects. Similar results were
observed in the CD4 compartment where an increase in the percent-
age of the CD4* CD45RO+ memory T cells expressing IFN-y + was
identified only in the previously infected individuals (vaccinated and
unvaccinated), after in vitro stimulation with UV-inactivated VACV,
when compared with non-infected (vaccinated and unvaccinated)
patients. Analysis of T CD8 * CD62L* memory cells expressing [FN-y
showed an increase in the percentage of these cells in individuals pre-
viously exposed to Vaccinia virus (infected vaccinated or not and non-
infected vaccinated), but not in the non-infected unvaccinated group,
after viral stimulation. In the present study, it was observed that the
CD8* IFN-y-producing T cells were composed of CD8 * CD45RO*,
CD8* CD45R0", and CD8* CD62L*T cells. These results suggest
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Fig. 7. Intracellular TNF-«* detection in CD8* naive and memory T cells in the whole blood cells from individuals previously infected or not by zoonotic Vaccinia virus, after
viral stimulation. Whole blood cells from patients infected or not with zoonotic Vaccinia virus were stimulated in the presence of UV-inactivated VACV. After stimulus, cells were
labeled with mouse anti-human CD8, CD45R0 and CD62L antibodies and intracellular staining was used to measure the percentage of positive TNF-a* cells. The percentages of
CD8 + CD62L + TNF-a + (A); CD8 + CD62WTNF-ac+ (B) and CD8 + CD45R0 + TNF-a+ (C) T-cell subsets were determined by flow citometry. Statistical significance (P values) is
presented on the graphs. *a means different from non-infected unvaccinated, stimulated cultures.

that previous smallpox vaccination during childhood does not lead
to a complete protection against VACV infection, but there is still a
residual immunity. We also noted that previous infection leads to
a more significant CD8 memory response when we compared pre-
viously infected individuals (vaccinated and unvaccinated) to non-
infected vaccinated patients.

Moreover, it was demonstrated that CD4* T cells from indi-
viduals who were once exposed to Vaccinia virus (either by small-
pox vaccination or Vaccinia virus infection) were able to produce
TNF-o. Our data showed that the Vaccinia-specific TNF-« producing
T cells were composed mainly of CD4+CD45R0X%, CD4+CD62L~
and CD4* CD62LLW, Other studies have already demonstrated that
smallpox vaccination induces TNF-« expression by CD4* memory
T cells [5,12]. Similar results were observed when CD8* T mem-
ory cells (CD8*+CD62L* and CD8* CD62LHigh) co-expressing TNF-o
were analyzed. The results showed an increase in the percentage
of these cells in individuals previously exposed to VACV (either by
infection or vaccination) but not in the non-infected unvaccinated
group. Our data also demonstrated an increase in the percentage of
the CD8 ¥ CD45R0O * TNF-a™ memory T cells only in the previously
infected individuals (vaccinated and unvaccinated), when compared
with non-infected (vaccinated and unvaccinated) individuals. It is im-
portant to note that in this study both CD4+ and CD8* T memory

cells were expressing TNF-«. One study, using cell cultures and ICCS,
demonstrated that in response to VACV infection, the large majority
of the cytokine secreting cells produce only TNF-« (52-95% depend-
ing on the clone) [23]. Our results corroborates with this study, since
we detected that CD4 and CD8 T memory cells are expressing TNF-
«, an important molecule involved in the resistance against VACV
infections.

Finally, our findings suggest that vaccinated individuals, even long
after vaccination for smallpox, maintain a residual beneficial immune
response to the virus. It induces partial long-term protection that in
our study was clearly reflected on the fact that milder symptoms were
developed and on the presence of memory cells. Our study, however,
has some limitations such as the size of the analyzed group, which
comprises 42 individuals, being 22 Vaccinia virus infected individu-
als and 20 non-infected individuals. As we previously described in
another study the notification of human Poxvirus infections is not
mandatory in Brazil, and identification of patients is done through
active random search [24]. This fact impaired our ability to enroll a
larger number of patients and we cannot elucidate at this time the
mechanisms involved in the immune memory response against Vac-
cinia virus infection.
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5. Conclusions

In this study we observed that previous smallpox vaccination does
not lead to a complete protection against VACV infection, since previ-
ously vaccinated individuals acquired the infection; however it lead
to partial protection that is reflected on a milder clinical form. This
fact is probably related to the fact that only previously infected indi-
viduals had higher percentages of CD4 and CD8 T memory cells when
compared to non-infected subjects, vaccinated or not. Furthermore, it
was found that CD4* and CD8* T memory cells expressing [FN-y ©
are at higher percentages only in previously infected individuals that
may lead to faster elimination of the virus.
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