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RESUMO

Ao final de 2016 e inicio de 2017, o Brasil foi surpreendido com casos de febre
amarela acontecendo na regido Sudeste, fora da Bacia Amazobnica que € a
regido endémica para o virus da febre amarela (YFV). Em 2018, uma nova onda
de casos de febre amarela atingiu essa mesma regido. Esses casos
aconteceram majoritariamente no estado de Minas Gerais (MG). Com esse
grande numero de casos de febre amarela, surgiu a oportunidade de estudar
aspectos clinicos, epidemioldgicos, viroldgicos, e a dindmica evolutiva viral do
YFV dos surtos de 2017 e 2018, em MG, durante a fase aguda e de
convalescenca da doenca. Apos o surto de febre amarela em 2017 e 2018,
surgiu a hipétese se o virus causador das duas epidemias de febre amarela em
MG seria 0 mesmo ou se havia ocorrido uma nova introducéo do YFV no estado.
Dados epidemiologicos conjuntamente com dados de sequenciamento de
amostras de soro de pacientes com febre amarela mostraram que os YFV
circulante em MG tém uma unica origem, e se agrupam com o gendtipo Sul
Americano |, que é o principal gendétipo de YFV circulante no Brasil. Durante o
surto de febre amarela, através de uma colaboragédo com a Secretaria de Estado
de Saude de Minas Gerais, foi solicitado ao nosso grupo de pesquisa, a
genotipagem de 21 casos suspeitos de reagédo adversa vacinal apds vacinagéo
com YFV-17DD. Apds padronizagdo de uma ferramenta de genotipagem
baseada em RT-gPCR e sequenciamento, concluiu-se que nenhum dos casos
analisados era provenientes de reagdo adversa vacinal apds vacinagdo com
YFV-17DD. Ao se analisar o perfil s6cio-demografico dos pacientes com febre
amarela, foi observado que o perfil desses pacientes esta de acordo com o perfil
de febre amarela silvestre e que a taxa de letalidade acumulada foi de 23,84 %.
Apos analises de RT-gPCR qualitativo e quantitativo, foi possivel detectar o RNA
do YFV do 4° ao 25° dia ap0s o inicio dos sintomas, aumentando assim a janela
de deteccao molecular do YFV. O RNA do YFV também foi encontrado em urina
de pacientes, do 1° ao 32° dia apds sintomas. Apds analises durante a fase
aguda da infec¢cado natural pelo YFV, n&do foram observadas diferengas nos
valores de carga viral entre pacientes que evoluiram a obito ou receberam alta,
nao sendo a carga viral um possivel marcador de progndstico/gravidade da
doenga. Um grupo de pacientes foi tratado com o antiviral Sofosbuvir durante a
fase aguda da febre amarela. Foram encontradas diferengas estatisticas nos
valores de carga viral entre o grupo nao tratado com desfecho alta, desfecho
Obito e o grupo tratado. Esses valores indicam uma possivel agdo do antiviral
Sofosbuvir na carga genémica viral do YFV no grupo de pacientes tratados,
principalmente a partir do 7° dia apds sintomas. Durante analises da fase aguda
da febre amarela, quatro amostras de LCR de pacientes que evoluiram a ébito
foram positivas em RT-qPCR para YFV e apresentaram titulos de neutralizagao
de anticorpos contra o YFV. Também foram analisados os casos de oito
pacientes com possivel falha vacinal, que haviam sido vacinados ha pelo menos
um ano contra febre amarela. Todos os oito pacientes analisados tiveram a
infecc&o pelo YFV confirmada por RT-qPCR e seis ainda tiveram a detecg¢ao de
IgM anti-YFV e de anticorpos neutralizantes. Durante as analises da fase de
convalescenga da febre amarela, foi observado um grupo de pacientes que
apresentaram alteracbes em marcadores bioquimicos 60 dias apds o inicio dos
sintomas, quadro chamado de “hepatite tardia apds febre amarela”. Foram
analisados os valores dos marcadores de dano hepatico AST e ALT durante a
fase de convalescenga entre o grupo que desenvolveu o quadro clinico de



hepatite tardia e o grupo controle. Os valores s&o significativamente maiores no
grupo com o quadro clinico da hepatite tardia apos febre amarela. Desse grupo
de pacientes com o quadro de hepatite tardia, duas urinas coletadas na fase de
convalescenga foram RT-qPCR positivas para o YFV selvagem. De um paciente
do grupo de hepatite tardia, foi detectado o YFV selvagem na bidpsia de figado
coletada durante a fase de convalescenca. Esses dados sugerem a possivel
persisténcia dos sintomas da febre amarela, do genoma e possivelmente do YFV
na fase de convalescenga nesse grupo de pacientes. Grandes surtos trazem
oportunidades para se estudar e compreender melhor doengas, seus agentes
causadores e sua relagdo com a populagdo. Quando falamos de antigas
doengas, que ocorrem desde séculos passados, a quebra de paradigmas de faz
necessaria no mundo moderno. Os resultados deste trabalho poderao fornecer
dados para implementagao de politicas publicas, direcionando novas estratégias
de tratamento, prevencgdo e manejo da febre amarela.



ABSTRACT

At the end of 2016 and beginning of 2017, Brazil was surprised by cases of yellow
fever occurring in the Southeast region, outside the Amazon Basin, which is the
endemic region for the yellow fever virus (YFV). In 2018, a new wave of yellow
fever cases took place in that same region. These cases occurred mainly in the
state of Minas Gerais (MG). With this large number of yellow fever cases, the
opportunity arose to study clinical, epidemiological, virological aspects, and the
evolutionary dynamics of the YFV of the 2017 and 2018 outbreaks in MG, during
the acute and convalescent phase of the disease. After the yellow fever outbreak
in 2017 and 2018, the hypothesis arose whether the virus that caused the two
yellow fever epidemics in MG would be the same or if a new introduction of YFV
in the state had occurred. Epidemiological data together with sequencing data
from serum samples from patients with yellow fever showed that the circulating
YFV in MG had a unique origin, and are grouped with the South American |
genotype, which is the main circulating YFV genotype in Brazil. During the yellow
fever outbreak, through a collaboration with the Minas Gerais State Secretary of
Health, our research group was asked to genotype 21 suspected cases of
adverse events following vaccination with YFV-17DD. After standardization of a
genotyping tool based on RT-gPCR and sequencing, it was concluded that none
of the cases analyzed came from adverse events following vaccination with YFV-
17DD. When analyzing the socio-demographic profile of patients with yellow
fever, it was observed that the profile of these patients is in accordance with wild
yellow fever and that the accumulated mortality rate was 23.84%. After qualitative
and quantitative RT-qPCR analyzes, it was possible to detect YFV RNA from the
4th to the 25th day after the onset of symptoms, thus increasing the YFV
molecular detection window. After analyzes during the acute phase of natural
YFV infection, no differences in viral load values were observed between patients
who died or were discharged, and viral load was not a possible marker of disease
prognosis/severity. A group of patients was treated with the antiviral Sofosbuvir
during the acute phase of yellow fever. Statistical differences were found in the
viral load values between the untreated group with discharge and death
outcomes and the treated group. These values indicate a possible action of the
antiviral Sofosbuvir on the genomic load of YFV in the group of treated patients.
During analyzes of the acute phase of yellow fever, four CSF samples from
patients who progressed to death were positive on RT-qgPCR for YFV and had
antibody neutralization titers against YFV. We also analyzed the cases of eight
patients with possible vaccine failure, who had been vaccinated at least one year
ago against yellow fever. All eight patients analyzed had YFV infection confirmed
by RT-gPCR and six still had detection of anti-YFV IgM and had antibody
neutralization titers against YFV. During the analysis of the yellow fever
convalescence phase, a group of patients was observed who showed changes
in biochemical markers 60 days after the onset of symptoms, a condition called
"late-relapsing hepatitis after yellow fever". The values of the liver damage
markers AST and ALT during the convalescence phase were analyzed between
the group that developed the clinical picture of late hepatitis and the control group.
The values are significantly higher in the group with the clinical picture of late-
relapsing hepatitis after yellow fever. Of this group of patients with late hepatitis,
two urine collected during the convalescence phase were RT-qPCR positive for
wild-type YFV. From a patient in the late hepatitis group, wild YFV was detected
in the liver biopsy collected during the convalescence phase. These data suggest



the possible persistence of the symptoms of yellow fever, the genome and
possibly YFV in the convalescence phase in this group of patients. Major
outbreaks bring opportunities to study and better understand diseases, their
causative agents and their relationship with the population. When we talk about
old diseases, which have occurred since centuries past, the breaking of
paradigms is necessary in the modern world. The results of this work may provide
data for the implementation of public policies, directing new strategies for
treatment, prevention and management of yellow fever.
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1. INTRODUGCAO

O cenario epidemiologico brasileiro atual é preocupante, principalmente
ap6s o aumento da circulacéo e detecgao de diversos arbovirus no pais. Desde
a primeira detecgcédo do Yellow fever virus (YFV) no Brasil, em 1929 (DAVIS;
SHANNON, 1929), diversos outros arbovirus que causam doengas em humanos
ja foram descritos no pais. O termo arbovirus vem da abreviagao para a frase no
inglés arthropod-borne virus e representa virus que sao transmitidos a um
hospedeiro vertebrado através de um artropode hematofago (FIGUEIREDO,
2007; WEAVER e REISEN, 2010).

1.1.Os Flavivirus

Recentemente, o ICTV reordenou a nomenclatura de algumas familias virais.
Desse modo, atualmente a familia Flaviviridae, composta pelos géneros
Flavivirus, Pestivirus, Hepaciviruse Pegivirus (SIMMONDS et al., 2017) (Figura
1) esta incluida no super-reino Riboviria, reino Orthornavirae, filo Kitrinoviricota,
classe Flasuviricetes, ordem Amarillovirales (ICTV, 2020; SIMMONDS et al.,
2017).

O género Flavivirus, constituido por aproximadamente 50 virus, pertence ao
grupo de arbovirus de maior importancia global, responsavel por altas taxas de
morbidade e mortalidade, além de doengas graves como encefalites, febres,
febres hemorragicas e hepatites em humanos (ICTV, 2019; MACKENZIE;
GUBLER; PETERSEN, 2004; NOGUEIRA et al., 2005).

Os virions dos representantes do género Flavivirus s&o formados por um
envelope lipidico (~50 nm) e um capsideo contendo uma fita simples de RNA,
polaridade positiva, com aproximadamente 11.000 nucleotideos (nt). Esse RNA
funciona como mMRNA na célula, originado uma poliproteina que é
posteriormente clivada em trés proteinas estruturais (envelope (E), capsideo (C)
e membrana (M)) e sete proteinas n&o estruturais (NS) (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a NS4b e NS5) (PIERSON; DIAMOND, 2013) (Figura 2).
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Figura 1: Inferéncias filogenéticas dos Flavivirus. (A) Arvore filogenética da familia
Flaviviridae, baseada em sequéncias do gene NS5. A escala indica a substituicao de
aminoacidos por sitio. (B): Arvore filogenética dos virus do género Flavivirus
demonstrando a relagdo entre os virus e seus vetores. A escala indica a substituicdo de
aminoacidos por sitio. Fonte: LINDENBACH et al., 2013; PIERSON; DIAMOND, 2013.
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Figura 2: Representagdo esquematica do RNA e da poliproteina viral dos flavivirus.
Setas indicam os sitios de clivagem pelas proteases celulares (seta vermelha) ou pela
protease viral NS3 (seta verde) na poliproteina viral. Fonte: PIERSON; DIAMOND, 2020.

A replicagdo dos flavivirus se inicia com a ligagdo da proteina E do
envelope viral a um dos receptores da célula alvo no hospedeiro mamifero. Apos
essa interacgdo, os flavivirus entram na célula através de endocitose mediada por
clatrinas. O baixo pH da vesicula endossdmica induz a fus&o do envelope viral
com a membrana celular do endossomo e apdés o desnudamento do
nucleocapsideo, o RNA gendémico é liberado no citoplasma. O RNA gendémico
dos flavivirus codifica uma unica janela aberta de leitura, flanqueada por duas
regides nao-traduzidas responsaveis por coordenar a replicagao, tradugéo e por
regular a resposta imune do hospedeiro. O ciclo de multiplicagdo dos flavivirus
ocorre integralmente no citoplasma celular, associado com membranas
intracelulares. O genoma viral assume o papel de RNA mensageiro (mMRNA) para
traducao de todas as proteinas virais e também € utilizado como molde durante
a replicacdo do RNA, gerando uma fita de RNA com polaridade negativa
(antigenoma), que servira de molde para a replicagcao de novas fitas de RNA com
polaridade positiva (RNA gendmico). As proteinas virais sdo produzidas a partir
de uma unica poliproteina, que é clivada por uma combinagao da protease viral
e de proteases do hospedeiro. A replicacdo do RNA viral ocorre nas membranas
do hospedeiro reorganizadas através das agbes das proteinas virais n&o
estruturais. Essas estruturas de membrana induzidas por virus coordenam
espacialmente a replicacdo do RNA gendmico viral e a morfogénese do virus,

além de proteger os produtos de replicagdo dos sensores imunoldgicos inatos
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do hospedeiro. Particulas de virus se agrupam e brotam no reticulo
endoplasmatico e trafegam para fora da célula. A partir desse ponto, a progénie
segue pela via secretora da célula, a particula viral sofre conformagdes em sua
estrutura externa e o virion € liberado na superficie celular, por exocitose (Figura
3) (LINDENBACH et al., 2013; revisado por PIERSON; DIAMOND, 2020).

Virus attachment

DC-SIGN
Heparan
sulfate
v(:\,;; Signalling receptors
—
1 TR AXL
Mannose I CLECS5A
receptor Clathrin-mediated \

endocytosis

Endosome
pH-dependent /
fusion in the endosome J

Uncoating (L, ¢

”

Gy
\ e —
o — %x
Translation,

replication
and assembly

LY6E

Virus release @

_/

Furin

Virus
maturation

Translation
on membrane
of

ER

= 0
RNA— S
picaton el ) ¢ e

. \ |

Q=" % @\@ |\

|

Figura 3: Representagédo esquematica do ciclo de replicagao de flavivirus. Os flavivirus
infectam células de mamiferos por meio de interagbes com varios tipos de fatores de
fixagdo do hospedeiro. Os virions séo internalizados por mecanismos dependentes de
clatrina. A fusao viral com membranas hospedeiras ocorre no endossomo de maneira
dependente do pH. A maturagdo do virion, definida pela clivagem da prM por uma
protease do tipo furina, ocorre durante a saida. Fonte: PIERSON; DIAMOND, 2020.

1.2. Virus da Febre Amarela
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O virus da febre amarela (YFV) & considerado o protétipo da familia
Flaviviridae (SIMMONDS et al., 2017). O YFV é filogeneticamente classificado
em apenas um tipo, dividido em sete gendtipos, sendo cinco gendtipos africanos
(West/Central Africa , West Africa, East Africa, East/Central Africa e Angola) e
dois genotipos sul americanos (South-American | e [II) (MONATH;
VASCONCELOS, 2015). Analises filogenéticas demonstraram que os genétipos
sdo estritamente relacionados a localidade em que circulam e que o YFV foi
introduzido nas Américas através de navios de escravos vindos da Africa, por
volta do ano de 1600 (CARRINGTON; AUGUSTE, 2013; CATHEY; MARR,
2014).

O YFV causa a febre amarela, primeira doenca humana atribuida a um
virus (REED; CARROLL; AGRAMONTE, 1901). O virus infecta humanos e
primatas n&o-humanos (PNHs), sendo transmitido aos hospedeiros e
reservatorios pela saliva de mosquitos vetores, em dois ciclos de transmisséo,
silvestre e urbano. O ciclo silvestre do YFV envolve PNHs e mosquitos silvestres
dos géneros Haemagogus e Sabethes. Ocasionalmente, o virus pode ser
transmitido ao homem, que se torna um hospedeiro acidental. Em areas onde o
ciclo urbano do YFV é bem estabelecido, o virus é capaz de causar epidemias,
sendo transmitido para os humanos principalmente pelo mosquito A. aegypti
(MONATH, 2001b; PIERSON; DIAMOND, 2013). O YFV é endémico em regides
tropicais e subtropicais da Africa e da América do Sul. O YFV chega a causar,
anualmente até 200.000 casos de febre amarela em todo o mundo, com
aproximadamente 20%-60% de casos fatais (MONATH; VASCONCELOS,
2015).

Na Africa, os surtos de febre amarela ocorrem majoritariamente no oeste
africano, onde o YFV se mantém no ciclo urbano. Nas demais localidades da
Africa o YFV se mantém no ciclo silvestre, os surtos de febre amarela sdo mais
esporadicos e com menor nimero de casos. Nos anos de 2016-2017 a Africa
vivenciou o pior surto de febre amarela dos ultimos 30 anos, com casos
reportados majoritariamente na Angola, regido que n&o é considerada endémica
para o YFV, e na Republica Democratica do Congo. Foram relatados 884 casos
confirmados e 121 mortes (DOUAM; PLOSS, 2018; MAGUIRE; HEYMANN,
2016).
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Na América do Sul o YFV é endémico na regido da Bacia Amazdnica, que
compreende os paises Brasil, Peru, Bolivia, Equador, Colédmbia, Venezuela,
Guiana Francesa, Suriname e Guiana (ESPINOZA VILLAR et al., 2009;
MONATH, 2001b). O ciclo nessa regido é considerado silvestre, envolvendo
espécies locais de PNHs e principalmente mosquitos vetores dos géneros
Haemagogus sp. e Sabethes sp.. Os genotipos circulantes sdo o Sul Americano
| e Il, sendo que atualmente o gendtipo Sul Americano |l tem sua circulagao
descrita apenas na regido do Peru (BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007; MIR
et al., 2017; MONATH, 2001b).

Para deteccéo do YFV, o teste diagndstico mais utilizado nos Laboratérios
Centrais (LACEN) do Ministério da Saude é o teste soroldgico baseado em MAC-
ELISA, para deteccdo de IgM anti-YFV. Esse teste € recomendado a partir do 6°
dia de sintomas. E um teste realizado em algumas horas e que fornece um
diagnodstico presuntivo de febre amarela (PAHO/WHO, 2018). Essa técnica
possui limitagdes como a reatividade cruzada com IgM contra outros flavivirus,
além do fato de os niveis de IgM em uma segunda infec¢&o por flavivirus serem
baixos e produzidos apenas nos 2-3 primeiros dias da infec¢gdo, podendo estar
abaixo do limiar de detecgdo do teste (MONATH; VASCONCELOS, 2015).
Diagnaosticos moleculares sdo recomendados pela Organizagdo Pan Americana
de Saude (PAHO) no intervalo de até 10 dias apos o inicio dos sintomas, fase
em que ainda é possivel detectar o RNA no soro de pacientes infectados
(PAHO/WHO, 2018).

1.3. A febre amarela

Durante os séculos XVl e XIX, a febre amarela foi considerada uma das
piores doengas dos séculos, causando grandes surtos urbanos nas Ameéricas
(DOUAM; PLOSS, 2018). Com as campanhas de erradicagdo do mosquito vetor
Aedes aegypti no inicio do século XX, a febre amarela urbana foi erradicada de
muitos paises, inclusive do Brasil (revisado por SILVA et al., 2020). No Brasil, o
ultimo surto de febre amarela urbana foi reportado no estado do Rio de Janeiro,
em 1929. O ultimo caso de febre amarela urbana relatado no pais aconteceu em
1942, no estado do Acre (SOPER, 1942). No periodo de 1937 a 1967 e em 1672
casos humanos de febre amarela silvestre foram relatados no Brasil (FRANCO,
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1969; revisado por SILVA et al., 2020). Desde essa época o YFV é mantido em
um ciclo enzodtico silvestre na Bacia Amazoénica brasileira e surtos pequenos e
esporadicos de febre amarela s&o relatados fora dessa regido (CAMARA et al.,
2011; revisado por SILVA et al., 2020). No ano de 1999, o perfil da circulagdo do
YFV silvestre comegou a se alterar e o maior numero de casos em humanos
passou a ser reportado nos estados do Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil
(VASCONCELOS, 2003; revisado por SILVA et al., 2020). Durante o periodo
epidémico de 2000-2001, ocorreu um surto de febre amarela em Minas Gerais
(MG) e S&o Paulo (SP), com 98 casos confirmados em humanos. Na mesma
época, epizootias foram relatadas nos estados da Bahia (BA), Parana (PR) e Rio
Grande do sul (RS). Em 2008-2009, outro surto ocorreu na regido de RS, MG,
SP, BA e Rio Grande do Norte (RN), com 57 casos em humanos confirmados.
Epizootias foram confirmadas em MG, SP, RS e PR, neste mesmo periodo
(ARAUJO et al., 2011; MS-BR, 2018a). No periodo de 1980 a 2015, 792 casos
humanos de febre amarela silvestre e 421 mortes foram relatados no pais
(revisado por SILVA et al., 2020).

No periodo de 2016-2018 o Brasil vivenciou um grande surto de febre
amarela, sendo relatados ao menos 2251 casos e 772 mortes associadas ao
YFV, com a grande maioria dos casos no estado de MG, regido sudeste do Brasil
(MS-BR, 2017, 2018b, 2019) (Figura 4). Desde o surto de 2009 o estado de MG
nao registrava nenhum caso de febre amarela. Nos anos de 2016-2018, Minas
Gerais vivenciou o maior surto de febre amarela ja descrito desde o fim da
circulagao de febre amarela urbana no Brasil. Até janeiro 2019 foram relatados
1002 casos humanos confirmados com 340 mortes (MINISTERIO DA SAUDE,
2020; SES-MG, 2017, 2018a, 2019) (Figura 4), aproximadamente 45% do total
de casos do Brasil no mesmo periodo. Carcacas de PNHSs positivas para o YFV
foram detectadas desde 2017 até meados de 2018, inclusive em periodo nao
epidémico (SES-MG, 2017, 2018a).
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Figura 4: Casos humanos de febre amarela silvestre e epizootias no Brasil, de 2016 a
2019. O mapa apresenta os biomas da Amazédnia (em verde claro), Caatinga (em laranja
claro), Cerrado (em amarelo claro), Mata Atlantica (em verde escuro), Pampa (em
amarelo escuro) e Pantanal (em marrom claro) no Brasil. Os municipios s&o coloridos
de acordo com os casos de febre amarela em PNHs (em azul), em humanos (em cinza)
e tanto em humanos quanto em PNHs (em vermelho). Fonte: SILVA et al., 2020.

Cortesia Livia Sacchetto.

Nos humanos, a infecgao pelo YFV pode causar desde uma infecgao
assintomatica a uma grande variedade de sinais clinicos e sintomas, incluindo
casos fatais, com faléncia hepatica e renal (PIERSON; DIAMOND, 2013). Apos
a picada do mosquito vetor e o periodo de incubacido, os sintomas podem
aparecer abruptamente. Classicamente, a febre amarela € dividida em trés fases
principais da doenga: infecgdo, remissdo e intoxicagdo. A primeira fase,
conhecida como “fase de infeccdo”, pode durar de 3-6 dias e o paciente
apresenta sintomas inespecificos. Nessa fase o paciente apresenta-se virémico,
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com valores de titulos virais entre 10° e 108 cdpias RNA/mI (MONATH, 2001b).
Apos esse periodo, a pessoa infectada entra em um periodo que € conhecido
como “fase de remissdo”. Essa fase, que dura de algumas horas até 2 dias, é
representada pela melhora clinica do paciente, geralmente acompanhada da
soroconversdo. Apos esse periodo, o paciente pode evoluir para cura ou, em
aproximadamente 20%-60% dos casos, eles evoluem para a fase conhecida
como “fase de intoxicagcédo”. Essa é a forma grave da doencga, caracterizada por
febre hemorragica, ictericia e grave doenga viscerotropica, com faléncia hepatica
e renal. Com base na literatura, nesta fase os pacientes ja desenvolveram
resposta imune e ndo sao mais virémicos. Cerca de 50% dos pacientes que
evoluem para a fase grave, morrem (MONATH, 2001b; QUARESMA et al.,
2013). Os pacientes que sobrevivem a forma grave da doenga evoluem para a
fase de convalescenca da febre amarela. Estudos dessa fase da doenga indicam
a ocorréncia de hepatite prolongada associada a sintomas inespecificos, como
fadiga e fraqueza, que podem se prolongar por semanas e até meses, além de
alteragao nos valores de enzimas que indicam dano hepatico e renal (CASADIO
et al., 2020; DENIS et al., 2019; FRANCIS et al., 1972; MONATH, 2001b;
PIERSON; DIAMOND, 2013; REZENDE et al., 2020).

Com relagdo ao YFV silvestre e a fase de convalescenca, foi demonstrado
por REUSKEN et al. (2017) a presenga do genoma do YFV em soro de paciente
naturalmente infectado, 20 dias apds o inicio dos sintomas. Nesse mesmo
paciente, o genoma do YFV foi detectado na urina, 45 dias apos o inicio dos
sintomas (REUSKEN et al.,, 2017). Em outro estudo, o genoma do YFV foi
detectado no soro, sémen e urina de um paciente naturalmente infectado, 22
dias aos o inicio dos sintomas (BARBOSA et al., 2018). Esses estudos indicam
a persisténcia do genoma de YFV silvestre nestes pacientes na fase de
convalescenga da doenca.

Apos a picada pelo mosquito infectado, o YFV infecta células dendriticas
e se multiplica, aumentando a carga viral. O YFV alcanga a corrente sanguinea
periférica (viremia) até alcangar o figado. Em humanos, a febre amarela é
classicamente viscerotropica e o figado é o principal 6rgao acometido pelo YFV,
embora rins, baco, linfonodos e coracdo também possam ser acometidos
(LEMOS et al., 2020; MONATH, 2001b; MONATH; VASCONCELOS, 2015). No

figado, o YFV induz necrose e apoptose dos hepatdcitos, responsavel pelo dano
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hepatico durante a febre amarela (DOUAM; PLOSS, 2018; LEMOS et al., 2020;
MONATH, 2001b; QUARESMA et al., 2013).

Em um estudo recente, realizado com o objetivo de avaliar os danos
hepaticos que o YFV pode causar, foi analisado um grupo com 14 pacientes com
febre amarela e que necessitaram de transplante hepatico, internados em um
hospital da rede publica da cidade de Belo Horizonte/MG, no ano de 2018. Esse
estudo demonstrou que pacientes com insuficiéncia hepatica causada pelo YFV
apresentaram elevados valores de transaminases, ictericia, coagulopatia,
trombocitopenia e encefalopatia hepatica. Dados histologicos do figado
acometido desses pacientes demonstrou esteatose microvesicular e necrose
litica. Além disso, os hepatocitos comegaram a expressar a isoforma do tipo 3
do receptor trifosfato de inositol, que normalmente ndo € expresso em
hepatécitos (LEMOS et al., 2020).

Além da morte dos hepatdcitos pelo YFV, outro fator importante para a
patogénese da febre amarela é a tempestade de citocinas gerada pelo sistema
imune do hospedeiro. Elevadas concentracbes de TNF-a podem aumentar a
atividade citolitica de linfécitos TCD8, aumentando o dano hepatico. Em paralelo,
o grande numero de células Th3 TCD4 encontradas no figado em pacientes com
febre amarela fatal expressa altos niveis de TGF-B. O TGF-3 € uma potente
citocina anti-inflamataria e forte indutora de apoptose. Esses dados sugerem que
o desbalanco das citocinas anti e pro-inflamatorias produzidas pelas células
TCD4 pode ser um dos principais fatores da imunopatogénese na febre amarela
(revisado por DOUAM; PLOSS, 2018).

Apoés a infecgdo natural pelo YFV, é observada uma forte resposta de
células T antigeno-especificas e de células B de memoria, promovendo uma
imunidade duradoura contra o YFV. Sdo produzidas células T e células
secretoras de 1gG, que podem perdurar por décadas no individuo (revisado por
DOUAM; PLOSS, 2018). Mesmo com a produgao de IgG, os niveis de IgM apés
uma infecgéo pelo YFV podem persistir altos no soro por até mais de um ano
(MONATH; VASCONCELOS, 2015). Dessa forma, achados de IgM em
pacientes suspeitos de infeccao pelo YFV ndo podem ser o unico resultado
considerado para fechamento de casos suspeitos de febre amarela.

Como geralmente a fase de intoxicacdo da febre amarela esta associada

com o periodo n&o virémico, onde observa-se a soroconversdo do paciente,
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especula-se que a resposta imune possa contribuir para esse quadro clinico
(MONATH; BARRETT, 2003). Ter Meulen et al (2004) ja demonstraram que em
pacientes com febre amarela, o desbalango entre citocinas e quimiocinas pré e
anti-inflamatérias, com maiores niveis de citocinas e quimiocinas sendo medidos
em pacientes fatais da febre amarela, esta relacionado com o desfecho clinico
desses pacientes durante a faze de intoxicagéo da febre amarela (TER MEULEN
et al., 2004).

Alguns flavivirus apresentam a capacidade de invadir o sistema nervoso
central (SNC) e estabelecer uma infec¢gdo aguda no local (LINDENBACH et al.,
2013). No SNC, o YFV vacinal pode acometer o encéfalo e as meninges, levando
a quadros de encefalites e meningites (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Com
base na literatura cientifica acessada durante o desenvolvimento deste trabalho,
para o YFV, o neurotropismo € associado apenas ao YFV vacinal (DOKE et al.,
2016; FLORCZAK-WYSPIANSKA; NAWOTCZYNSKA; KOZUBSKI, 2017;
MARTINS et al., 2014; SILVA et al., 2010). Recentemente foi detectado o RNA
do YFV selvagem em liquido cefalorraquidiano (LCR) em um quadro de
meningite grave que evolui para obito, em uma crianga com 3 anos, vacinada
aos 9 meses de vida com (MARINHO et al., 2019).

Até o contexto do surto de febre amarela que acometeu o Brasil nos anos
de 2016-2018, os estudos que correlacionam fatores virais que podem
determinar o quadro clinico mais grave da febre amarela eram escassos e muitas
vezes foram feitos em experimentos com o virus vacinal YFV-17DD (KLITTING
et al., 2018). Alguns estudos sugerem que a viremia durante a fase aguda da
febre amarela é baixa quando comparada com outros flavivirus, podendo variar
de 102-107 cdpias RNA/mI (revisado por KLITTING et al., 2018; MONATH,
2001b; VAN DER STUYFT et al., 1999). Porém, a maioria das informagdes sobre
viremia sdo de relatos de caso ou foram estudos com o YFV 17DD. Em um
desses estudos, em modelo murino, ha a indicagdo que altos valores de carga
viral estdo associados a gravidade da febre amarela (FARM; STATION;
ALBANS, 1986). Estudos recentes com amostras do surto de 2016-2018
apontam que a carga viral pode ser um preditor de mortalidade para os casos de
febre amarela, quando os valores de carga genémica viral sdo maiores que 5,1
log1o copias/ml (KALLAS et al., 2019).

-30-



10

15

20

25

30

Um estudo realizado na Africa, com 23 pacientes demonstrou que a média
dos valores das transaminases em casos fatais da febre amarela era de
aspartato aminotransferase (AST) = 2766 U/L e alanina aminotransferase (ALT)
= 660 U/L, enquanto que nos casos de pacientes que curaram, mas
desenvolveram ictericia, a média dos valores era de AST= 929 U/L e de ALT=351
U/L (OUDART; REY, 1970). Alguns estudos indicam que um pior prognostico
ocorre quando ALT ultrapassa os valores de 1200 U/L e/ou AST atinge niveis
acima de 1500 U/L (MONATH, 2001b; MONATH; VASCONCELOS, 2015;
OUDART; REY, 1970).

Com os surtos recentes de febre amarela, foi possivel comegar a
responder algumas dessas questdes, como a investigacdo da correlagdo dos
valores de AST, ALT, bilirrubina total (BT), direta (BD) dentre outros marcadores
bioquimicos durante a fase aguda e a relagdo com o prognostico da doenca.
Valores alterados de AST, ALT, Bilirrubina, Creatinina (Cr) e RNI ja foram
associados ao pior prognostico da febre amarela, podendo ser preditores do
desfecho ébito (KALLAS et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019).

Desde a década de 1930 existe uma vacina disponivel contra a febre
amarela. No Brasil, a vacina é produzida a partir da linhagem 17DD do virus
atenuado. A vacina contra a febre amarela é considerada umas das vacinas mais
seguras e eficazes ja produzidas. A vacina € capaz de conferir protegao contra
todos os gendtipos circulantes do YFV (revisado por KLITTING et al., 2018;
MONATH, 2005). Desde 2017, o Ministério da Saude preconiza a aplicagéo de
dose unica da vacina contra febre amarela , por considerar que apenas uma
dose é capaz de induzir imunidade protetora em 99.99% das pessoas que
receberam a vacina (MS, 2017).

Como a vacina YFV-17DD é produzida com o virus atenuado, eventos
adversos associados a vacinagao podem acontecer. O quadro clinico pode variar
desde reagdes locais leves até doencgas viscerotropica e neurotropicas graves,
podendo levar o vacinado a obito. No Brasil, desde 2005 os casos de reacao
adversa vacinal sdo de notificagdo compulséria e imediata (LUCENA et al.,
2020). A incidéncia dos casos graves de reacao adversa vacinal confirmados no
Brasil, € de 1 caso para cada 250.000 doses aplicadas da vacina YFV-17DD
(MS, 2014). No Brasil, no periodo de julho de 2016 a junho de 2017, 2540 casos

de reagao adversa vacinal foram notificados, sendo 135 considerados eventos
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adversos graves (EAG) (LUCENA et al., 2020). Observou-se maior incidéncia de
EAG no més de janeiro de 2017, coincidindo com o més de inicio da ampliagao
do bloqueio vacinal, com a ocorréncia de 1,3 caso por 100 mil doses aplicadas
(LUCENA et al., 2020).

Com relagao ao YFV vacinal, foi observada a presenga do YFV-17DD na
urina de vacinados em até 25 dias apds a data da vacinagdo. Os valores de
carga gendmica viral variaram de 3x10" a 5x10%. Esse achado evidencia a
persisténcia do genoma do YFV vacinal na urina de pacientes vacinados, com
valores de carga gendmica viral proximos aos encontrado no soro durante a fase
aguda da doenga (DOMINGO et al., 2011; MONATH, 2001b; VOLKOV et al.,
2020).

Apesar da infeccao natural pelo YFV conferir protegao eficaz por toda a
vida, ja foi demonstrado que ocorre a queda e até mesmo a completa falta dos
titulos de anticorpos neutralizantes e da imunidade celular dez anos apos a
aplicagado de uma unica dose da vacina YFV-17DD (BASTOS-CAMACHO et al.,
2014; COSTA-PEREIRA et al., 2018). Sendo assim, a aplicagdo de uma segunda
dose seria necessaria para evitar a queda de soropositividade contra YFV,
principalmente de pessoas que vivem em areas de risco (CAMPI-AZEVEDO et
al., 2016).

Nao existe um tratamento especifico para tratar os casos de febre
amarela, embora estudos estejam sendo conduzidos na procura por um antiviral
seguro e eficaz. Com o surto de ZIKV no Brasil, novas abordagens terapéuticas
comegaram a ser repensadas para as flaviviroses. O antiviral Sofosbuvir (3-d-2'-
deoxy-2'-a-fluoro-2'-3-C-methyluridine) ja € amplamente utilizado em infecgbes
pelo HCV, com efeito antiviral de acéo direta na proteina NS5 viral, que possui
funcdo de RNA polimerase (KEATING, 2015). O mesmo medicamento ja se
mostrou eficaz em infecgdes pelo ZIKV in vitro (SACRAMENTO et al., 2017a) e
in vivo (FERREIRA et al., 2017) e ja foi liberado pelo FDA-USA para utilizagdo
em infecgbes causadas pelo ZIKV (BULLARD-FEIBELMAN et al., 2017). Outros
estudos ja foram publicados demonstrando a atividade protetora do antiviral
Sofosbuvir contra o YFV em ensaios in vivo e in vitro (DE FREITAS et al., 2019;
MENDES et al., 2019).

Os ultimos surtos de febre amarela que ocorreram na Africa (KRAEMER

et al., 2017) e no Brasil (SES-MG, 2018a) demonstraram a necessidade de
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revisdo no diagnostico da febre amarela. Em alguns casos, os testes
diagnosticos sorologicos e moleculares podem ser usados de forma
complementar. Testes rapidos sao importantes para o melhor manejo de
pacientes durante o surto, em contrapartida da necessidade de um diagnostico
eficiente e assertivo para identificar areas de circulacdo do YFV, variantes
genéticas virais e auxiliar na implementagcado de medidas de controle do virus e
imunizagao da populagdo em areas de risco (KLITTING et al., 2018).

Embora a febre amarela seja uma doencga antiga, ainda existem muitas
lacunas sobre sua patogénese, sua clinica, além de nao existir um tratamento
especifico. Indicadores clinicos e laboratoriais podem dar um maior suporte para
o0 manejo dos pacientes e do estabelecimento do pior prognodstico da doenga. No
entanto, vale lembrar que a febre amarela evolui rapidamente e as
caracteristicas clinicas podem variar de acordo com fatores relacionados ao

hospedeiro e a fase da infecgao da doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

Ao final de 2016 e inicio de 2017, o pais foi surpreendido com casos de
febre amarela acontecendo na regido Sudeste do Brasil, fora da Bacia
Amazobnica, que € a regido endémica para o YFV. O virus encontrou uma
populagcdo néive e sem imunidade protetora nesta regido. Mesmo com a
existéncia de uma vacina contra o YFV, a cobertura vacinal na regido afetada
estava bem abaixo dos 95% recomendados pela Organizagao Mundial de Saude
(OMS). Em 2018 o YFV foi detectado majoritariamente nas regides de MG
diferentes daquelas em que circulou no ano de 2017. Essas areas, apesar da
intensa campanha de vacinagdo em 2017 ainda se encontravam com baixa
cobertura vacinal. O numero de casos de febre amarela no Brasil em 2016-2018
(2155 casos confirmados, com 745 obitos) ultrapassou o total de casos somados
desde 1980 até 2015 (871 casos confirmados) em todo o pais.

Apesar dos impactos negativos dos surtos recentes de febre amarela, a
ocorréncia desses traz uma oportunidade de estudo dessa doencga. Estudos do
curso natural da infeccdo durante a fase aguda e a fase de convalescenga da
febre amarela podem auxiliar no entendimento da patogénese da doenga, na
procura por marcadores de prognostico/gravidade, no manejo clinico dos
pacientes e no entendimento da clinica da doenca, uma vez que estudos com
esse intuito sdo escassos. O acompanhamento desses pacientes pode trazer
informagdes sobre a persisténcia do YFV, uma vez que esse fenbmeno ja foi
observado para o ZIKV e pouco se sabe sobre persisténcia e YFV. A
investigacédo da presenga do YFV durante fases mais tardias da febre amarela,
como fase de intoxicagdo e convalescenga, pode auxiliar no diagnostico
laboratorial, especialmente por técnicas moleculares, mesmo em fases mais
tardias da doenga. Além disso, a procura pelo genoma do YFV em amostras de
urina e saliva podem auxiliar em testes diagndsticos menos invasivos e também
avaliar a persisténcia do genoma do YFV nessas amostras.

Além dos estudos da infec¢ao natural pelo YFV, a busca de marcadores
de prognostico, como a carga viral, pode auxiliar no manejo clinico do paciente.
Os estudos do curso da infeccdo podem trazer importantes informacgdes n&o sé
sobre a carga gendmica viral, mas também sobre a carga de particulas
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infecciosas, uma vez que nao existem estudos que estabelegam a relagao entre
carga gendmica e particulas infectivas.

Devido a falta de tratamento especifico para a febre amarela, novas
abordagens terapéuticas devem ser consideradas, principalmente em épocas de
surtos. O uso do antiviral Sofosbuvir ja se mostrou promissor em estudo in vitro
e in vivo contra o ZIKV e o YFV e pode ser um importante aliado durante a
evolucdo da doenca. O antiviral pode ter impacto positivo nas infecgdes pelo YFV
e esse impacto pode ser mensurado através da carga viral e de marcadores
bioquimicos, como AST, ALT, BT, BD, dentre outros.

Durante grandes surtos, quando ha uma vacina disponivel, campanhas
de vacinagdo em massa sdo realizadas a fim de se tentar controlar a
disseminagao do agente causador. Ja se é conhecido que a vacina YFV-17DD
pode causar reagdes adversas apos a vacinacao. Durante um surto, realizar a
diferenciagao entre casos de doenca relacionados a vacina ou ao YFV silvestre
€ de extrema importancia para manejo clinico, uma vez que casos de reagéo
adversa vacinal podem estar associados a doenga neurotropica. Além disso,
esses dados sao importantes também para a epidemiologia da febre amarela.
Além da reacdo adversa vacinal, casos de pacientes que tiveram falha na
protecao contra YFV também podem ocorrer e esses casos sdo postos a prova
em épocas de grandes surtos, devendo ser mais bem compreendidos.

Diante disso, fica evidente a necessidade de um estudo de investigagao,
epidemiologia, acompanhamento e caracterizagdo genética do YFV, que causou
um grande surto no Brasil e mais especificamente em MG nos anos de 2017-
2018. Os resultados deste trabalho poderao fornecer dados para implementacao
de politicas publicas, direcionando novas estratégias de tratamento, prevencao,

controle e manejo dos pacientes.

-35-



10

15

20

25

30

3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar aspectos clinicos, epidemioldgicos, viroldgicos e dinamica evolutiva viral

de uma infecgao natural pelo YFV, durante a fase aguda e de convalescenca da

doenca, durante os surtos de 2017-2018 em Minas Gerais.

Os objetivos especificos, juntamente com respectivos topicos de metodologias,
resultados, discussao e conclusdes serao apresentados em capitulos como

indicado abaixo:

1. CAPITULO 1: Caracterizagao filogenética do YFV circulante e analise da
filodindmica viral, durante os surtos de 2017 e 2018.

2. CAPITULO 2: Padronizagéo de uma técnica de genotipagem de YFV e
analise da ocorréncia de febre amarela em pacientes com suspeita de

reacao adversa vacinal.

3. CAPITULO 3: Anélise de aspectos clinico-epidemiolédgicos e viroldgicos
de pacientes com febre amarela, durante a fase aguda da doenga,
atendidos no Hospital Eduardo de Menezes (HEM), em 2017-2018:

a. Anadlise de aspectos clinico-epidemiologicos de pacientes
atendidos no HEM, em 2017-2018;

b. Analise de casos de pacientes que foram vacinados e tiveram falha
na protecao contra o YFV, atendidos no HEM,;

c. Analise da presenca de RNA do YFV em amostras de LCR e urina;

d. Analise de marcadores de diagndstico de pacientes com febre
amarela atendidos no HEM,;

e. Analise se valores de carga genémica viral pode ser utilizado como
prognostico da febre amarela.

f. Analise da carga genOGmica viral durante a fase aguda da febre
amarela, em pacientes do HEM tratados com o antiviral Sofosbuvir.
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4. CAPITULO 4: Analise do curso natural da febre amarela durante a fase
de convalescenga da doencga, avaliando aspectos clinicos, bioquimicos e
persisténcia viral em diferentes amostras de pacientes com febre amarela

e desfecho alta e pelo menos um retorno ambulatorial no HEM.
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4. CAPITULO 1: Caracterizagao filogenética dos virus circulantes, durante

surtos de febre amarela e analise da filodinamica viral

Apos o surto de febre amarela em 2017 e sua continuagdo em 2018, surgiu
a pergunta se o virus causador das duas epidemias de febre amarela em MG
5 seria 0 mesmo ou se havia ocorrido uma nova introdugcdo do YFV em MG,

ocasionando a epidemia de 2018.

4.1.Fluxograma

De acordo com o fluxograma abaixo, o sequenciamento do gene do envelope
das amostras positivas foi a metodologia escolhida, seguido de analises
10 filogenéticas.

Surto febre
amarela 2017 e
2018

Amostras
humanos (2017
n=3, 2018 n=3)

MG Sequencia-

etal, 2014) - mento dideoxi
. Regido envelope |

Analises
filogenéticas
(Maximum
Likelihood e
Bayesiana)

15

4.2. Metodologia
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4.2.1 Deteccio molecular de YFV

Nesse capitulo foram utilizadas amostras de soro de seis pacientes (2017
n=3 e 2018 n=3) com confirmagao de infecgao pelo YFV e internados no HEM.

A extracdo de RNA total a partir de soro foi realizada a partir de 140 ul de
amostra, utilizando o kit Qlamp Viral RNA Minikit (QIAGEN, USA), seguindo as
instru¢des do fabricante. O RNA total extraido foi armazenado até o momento do
uso em ultra freezer a -70 °C.

Para sintese de cDNA, foi feita uma reacao de transcri¢cao reversa a partir de
500 ng do RNA total extraido, utilizando primers aleatérios e a enzima GoScript
(Promega, USA), seguindo as especificagdes.

Para deteccado e posterior sequenciamento do YFV nessas amostras, foi
realizada a técnica de nested-PCR descrita por JORGE et al. (2017). A primeira
reacao do PCR convencional foi realizada nas seguintes condigbes: a 10 ul de
tampéo 2x (GoTaq Colorless, Promega, USA) foram adicionados 0,5 ul de cada
iniciador (10 uM), 3,0 ul do cDNA e agua ultrapura q.s.p. 20 pl. A segunda reacgéo
de PCR convencional foi realizada nas seguintes condigdes: a 10 pl de tampé&o
2x (GoTaq Colorless, Promega, USA) foram adicionados 0,5 ul de cada iniciador
(10 uM), 2,0 pl do produto amplificado 12 PCR e agua ultrapura q.s.p. 20 pl. As
reagbes aconteceram em termociclador Verit (Applied Biosystemns), nas
seguintes condigdes: 95°C — 5 minutos e 40 ciclos: 95°C — 30 segundos / 55°C
— 30 segundos / 72°C — 90 segundos.

Os amplicons de interesse para sequenciamento foram purificados e
enviados para sequenciamento pelo método dideoxi (SANGER & NICKLEN,
1977). Antes da purificagéo, o produto de interesse foi separado por eletroforese
em gel de poliacrilamida 8%, posteriormente corado com SybrGold 1000X
(Invitrogen). Para a purificagdo, a banda de tamanho especifico, presente no gel
de poliacrilamida 8%, foi cortada com auxilio de bisturi e triturada como descrito
a seguir: o fragmento de acrilamida, contendo o amplicon desejado, foi colocado
em um microtubo de 0,6 ml com um furo no fundo (feito com auxilio de uma
agulha de seringa, 13 Ga) (Figura 5 A). Esse tubo foi tampado e inserido dentro
de outro microtubo, de 1,5 ml (Figura 5 B). Esse conjunto foi centrifugado por 1
min a 12.400 x g, 4°C (Figura 5 C). Nessa etapa a banda passa, devido a forga
centripeta, pelo furo do tubo de 0,6 ml e é triturada (Figura 5 D). O microtubo de
0,6 ml é entdo descartado. Ao tubo de 1,5 ml, foram adicionados 70 pl de agua
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ultrapura (Figura 5 E). O tubo foi agitado em vortex por 15 segundos e incubado
a 4°C, overnight (Figura 5 F). No outro dia, a solugéo foi centrifugada, o
sobrenadante foi aliquotado em um novo microtubo e armazenado a -20 °C até
a utilizagéo (Figura 5 F).

A B c
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v

O

D&\:Q E
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Figura 5: Esquema do protocolo para purificagdo in-house a partir de gel de
poliacrilamida, corado com Sybr Gold (Invitrogen). A: Furar um microtubo de 0,6 ml com
uma agulha de 13 gauge. Atentar para o furo ser feito na mesma direcao da dobradica
da tampa do microtubo. B: Colocar a banda cortada do gel de poliarilamida dentro do
microtubo de 0,6 ml. Fechar o microtubo e coloca-lo dentro de um microtubo de 1,5 ml,
devidamente identificado. C: Centrifugar esse conjunto a 13.000 x g por 1 minuto. D:
Com a centrifugagéo, a banda é triturada ao passar pelo furo feito com a agulha no
microtubo de 0,6 ml. Descartar o microtubo de 0,6 mL. E: Adicionar 70 uL de agua
ultrapura a banda triturada. Vortexar o tubo por 20 segundos e em seguida, dar um spin.
F: Incubar o microtubo a 4° C, overnight. Apos esse periodo, o DNA purificado deve ser

armazenado em freezer -20° C até o seu uso.

4.2.2 Sequenciamento e Inferéncias filogenéticas

Apos a purificagédo, 5 ng de DNA (aproximadamente 7,5 ul), juntamente com
0,5 M do iniciador especifico senso ou antissenso, foram utilizados para
sequenciamento pelo método dideoxi, descrito por SANGER e NICKLEN (1977).
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O sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico ABI 3700 (Applied
Biosystems). Cada amplicon foi enviado para sequenciamento pelo menos duas
vezes com cada iniciador especifico. Os demais passos para o sequenciamento
foram realizados no laboratério da Plataforma de Sequenciamento de DNA
Sanger/Fiocruz. O sequenciamento foi realizado em parceria com o0s
pesquisadores Jaquelline Germano de Oliveira e Pedro Augusto Alves, do
Instituto René Rachou — Fiocruz Minas.

Para as analises filogenéticas, as sequéncias de nucleotideos (nt) foram
alinhadas usando o software MAFFT (KATOH; ASIMENOS; TOH, 2009). Arvores
filogenéticas foram reconstruidas pelo método de maxima verossimilhanga
implementando no PhyML (GUINDON et al., 2010). O modelo de substituicdo de
nt foi selecionado usando SMS (LEFORT; LONGUEVILLE; GASCUEL, 2017).
Previamente as analises para estimar o ultimo ancestral comum (MRCA),
analises para checar o sinal temporal das sequéncias foram realizadas usando
o TempEst v.1.5.1 (RAMBAUT et al., 2016). As analises posteriores foram feitas
usando o pacote BEAST v.1.8.4 (DRUMMOND et al., 2012), utilizando os
algoritmos de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Os arquivos de entrada do
BEAST foram gerados no BEUAT v.1.8.2 (DRUMMOND et al.,, 2012). As
corridas foram realizadas usando diferentes modelos demograficos (paramétrico
e nao-paramétrico) e reldogio molecular estrito ou relaxado (uncorrelated
lognormal). A convergéncia dos parametros foram analisadas no Tracer v.1.7.1
(RAMBAUT et al.,, 2018), com 95% de confianga (95% Bayesian credible
intervals (BCI)). As arvores geradas foram sumarizadas usando o TreeAnotator
v.1.8.2 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2015). A arvore final foi visualizada e editada
no FigTree v.1.4.3 (RAMBAUT, 2016).

4 .3.Resultados e Discussao

Para melhor entendimento da origem e dinamica das epidemias recentes
causadas pelo YFV no Brasil, foram realizadas analises moleculares do YFV
associado a epidemias em humanos e PNHs em 2017-2018. Para isso, foi
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sequenciado parte do gene do capsideo e do envelope do YFV (1259 nt) a partir
do soro seis pacientes com febre amarela (2017 n=3 /2018 n=3). Estas
sequéncias foram analisadas conjuntamente com sequéncias de YFV
provenientes de dez carcacas de PNHs, recebidas no Laboratério de Zoonoses
da Prefeitura de Belo Horizonte, em 2017. As sequéncias de YFV provenientes
de primatas ndo humanos fazem parte da tese de doutorado de Livia Sacchetto
(dados né&o publicados).

A partir dessas analises, foi possivel demonstrar que as amostras
analisadas se agrupavam em um unico clado, juntamente com as amostras do
genotipo Sul Americano | (Figura 6), confirmando uma introdugéo unica do YFV
em MG, causando os surtos em 2017 e 2018. Os dados indicam a persisténcia
do virus, possibilitando sua reemergéncia em 2018. De fato, a persisténcia da
circulagcdo do YFV em PNHs foi demonstrada durante todo o ano de 2017, em
Minas Gerais, suportando estes resultados (SES-MG, 2018a; Livia Sacchetto —

dados néo publicados).
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Figura 6: Analise bayesiana do YFV sequenciado a partir de amostras de soro de

humanos e de figado de PNHs, em 2017-2018.A arvore foi estimada utilizando 60
sequéncias de nt (1.038 nt) de YFV da América do Sul. Os valores de probabilidade
posterior estdo representados por circulos desenhados em escala nos nés. Clados
contendo amostras brasileiras dos surtos de 2000—-01, 2008-09 e o atual (2016-2018)
estdo representadas em verde, azul e vermelho, respectivamente. Ramos terminais em
laranja, rosa e preto representam sequéncias da Venezuela, Bolivia, e Brasil,
respectivamente. Amostras Africanas estao colapsadas em cinza. Os ramos horizontais
estdo em escala de anos. ES: Espirito Santo, MG: Minas Gerais e SP: S&ao Paulo. O (*)
indica o clado de amostras de YFV obtidas de PNHs que apresentam duas substituicbes

de aminoacidos uUnicas, caracterizadas como sinapomorfias.

Analisando as sequéncias de YFV da regidao Sudeste do Brasil (MG, SP e
ES), foi possivel observar que o clado dessas amostras (regido Sudeste/2016-
2018) esta mais proximo a sequéncias da Venezuela. De fato alguns estudos
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sugerem que o YFV responsavel pelas ultimas epidemias foi introduzido no Brasil
a partir da Venezuela (GOMEZ et al., 2018; MIR et al., 2017; MOREIRA-SOTO
et al., 2018). Faria et al (2018) mostraram que as amostras de YFV do surto de
2017 ficaram mais préximas de um virus do estado de Roraima. Além disso, foi
possivel estimar o ancestral comum mais recente do clado formado pelas
amostras da regido Sudeste, no periodo de 2016-2018, datado em julho 2015
(95% Bayesian credible intervals (95%BCI) = de julho/2014 a janeiro/2016). Essa
data coincide com a época de reemergéncia do YFV em Goias. Possivelmente
o virus foi introduzido da regido Norte do Brasil, passando pela regido Centro-
Oeste, até alcangar a regido Sudeste. N&do foi possivel realizar analises
filogenéticas das amostras de Goias devido a falta de sequéncias de
nucleotideos dessas amostras. Apesar disso, dados epidemiologicos (local e
data de casos prévios em humanos e dados de epizootias) em conjunto com
esses resultados sugerem que essa linhagem conseguiu persistir infectando
humanos e PNHs na regido Sudeste do Brasil e causar as recentes epidemias
que ocorreram em MG, em 2017-2018.

Outros estudos estimaram que a linhagem que causou o surto de febre
amarela em 2017-2018 no estado de Minas Gerais iniciou sua disseminacao
nessa regiao ha pelo menos dois anos antes da detecgédo dos casos de febre
amarela (DELATORRE et al., 2019; FARIA et al., 2018). O virus provavelmente
possui origem na regido da Bacia Amazdnica e conseguiu alcangar a regido
Sudeste através da regido Centro-Oeste (DELATORRE et al, 2019),
corroborando os dados deste trabalho.

Diante dos casos fatais e de recuperagdo dos pacientes com ou sem
hepatite tardia, foi levantado o questionamento se caracteristicas virais poderiam
estar associadas a estes desfechos. Neste estudo, inicialmente, foram
determinadas as sequéncias de YFV provenientes de casos fatais e nao fatais
(n=6) de febre amarela, em 2017-2018. Essas amostras ficaram agrupadas em
um mesmo clado na arvore (Figura 6), indicando ndo haver diferengas nos virus
associados a casos fatais e nao fatais.

O fato dos virus todos se agruparem em um unico clado esta de acordo
com estudos que mostram a unica introdugdo do YFV, causando os surtos de
2017 e 2018. Outras hipdteses poderiam explicar os casos fatais e de hepatite

tardia, como a fase de infeccdo que o paciente recebeu atendimento e
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caracteristicas genéticas de cada paciente, bem como da resposta imune de

cada um.

Esses resultados foram publicados pelo periddico cientifico Plos Neglected
and Tropical Disease, no artigo “Persistence of Yellow fever virus outside the
Amazon Basin, causing epidemics in Southeast Brazil, from 2016 to 2018”, em
Junho/2018 (Anexo I).

4 .4.Conclusio

Foi possivel estimar o ancestral comum mais recente do clado formado
pelas amostras da regido Sudeste, no periodo de 2016-2018, datado em
julho 2015. Esses dados indicam uma unica introdugéo do YFV em MG e
sua manutengdo na regido Sudeste do Brasil ao menos até 2018.

5. CAPITULO 2: Padronizagdao de uma técnica de genotipagem de YFV e
Analise da ocorréncia de febre amarela em pacientes com suspeita de

reagao adversa vacinal apoés vacinagao.

Durante o surto de YFV nos anos de 2017-2018, através de uma
colaboragdo com a Secretaria de Estado de Saude do estado de MG (SES-MG),
foi solicitado ao grupo de pesquisa de estudos em Febre Amarela a genotipagem
de 21 casos suspeitos de reacdo adversa apds vacinacdo com YFV-17DD.
Esses casos suspeitos eram de pessoas que haviam se vacinado e apés 1-30
dias da vacinagédo apresentaram algum sintoma correspondente aos sintomas
causados pelo YFV. Para validacdo da nossa ferramenta de genotipagem do
YFV, foi selecionado um grupo de amostras pertencentes a diferentes grupos.
Esse grupo de amostras foi formado por 25 amostras de soro de pacientes
saudaveis e assintomaticos, com viremia confirmada do virus vacinal YFV-17DD
(ndo eram casos de suspeita de reagdo adversa vacinal) e 4 amostras de soro
de pacientes sabidamente infectados pelo virus selvagem, previamente
sequenciado.

Segundo a SES-MG, a infecg¢ao pelo YFV havia sido confirmada em todos
os 21 pacientes analisados, por testes sorologicos ou moleculares realizados no
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LACEN de MG (FUNED). Os pacientes analisados nesse trabalho apresentaram
sintomas de 1 a 13 dias apds a vacinacgao e reportaram febre, dor de cabeca,

dor muscular, vémito, dentre outros sintomas.

5.1. Fluxograma

De acordo com o fluxograma abaixo, iniciamos com uma analise in silico,

para analise da regido amplificada pelo RT-qPCR descrito por Patel et al (2013).
Seguidamente, a ferramenta de genotipagem do YFV foi otimizada com um
primeiro RT-gPCR para triagem das amostras (Domingo et al, 2012), seguido de

10 um segundo RT-gPCR (Patel et al 2013) para sequenciamento dideoxi e

posterior analises filogenéticas.

SES-MG: genotipagem
casos de reagao
adversa vacinal — 21
casos suspeitos

Analises in silico regiao
amplificada por Patel et
al (2013) — NS5

Validagao genotipagem:
primo-vacinados
saudaveis com viremia
YFV-17DD e pacientes
sabidamente infectados
com WT-YFV

Ferramenta de
genotipagem: RT-gPCR
Domingo et al (2012) —
regidao 3’ UTR, seguido
de RT-gPCR Patel et al

(2013)

Sequenciamento

dideoxi

15
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5.2. Metodologia
5.2.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA total a partir de soro foi realizada a partir de 140 ul de
amostra, utilizando o kit Qlamp Viral RNA Minikit (QIAGEN, USA), seguindo as
instru¢des do fabricante. O RNA total extraido foi armazenado até o momento do

uso em ultra freezer a -70 °C.

5.2.2 Ferramenta de genotipagem

Para genotipagem do YFV silvestre e vacinal nas amostras de soro de
pacientes com historico de vacinagao recente contra o YFV, foi padronizada uma
metodologia molecular. Amostras de grupos de pacientes deste estudo foram
inicialmente testadas segundo a metodologia de Domingo et al (2012). Apos
essa triagem, as amostras seguiram entdo para a amplificagcdo de parte do
genoma de YFV, e posterior sequenciamento, utilizando os iniciadores pan-
flavivirus descritos por Patel et al (2013). Apos a amplificacdo, as amostras
positivas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%. Os
fragmentos correspondentes ao tamanho esperado (260 pb) foram purificados,
como descrito no item 4.2.1.

Para as inferéncias filogenéticas, as sequéncias de nt do YFV obtidas neste
trabalho (n = 46) foram alinhadas com 111 sequéncias correspondentes ao YFV
silvestre e ao YFV vacinal ou com sequéncias de casos de reacdo adversa
vacinal, usando o programa Clustal W, implementado no MEGA7 (KUMAR;
STECHER; TAMURA, 2016). O modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura-
2-parametros com distribuicdo gama (K2 + G) foi selecionado utilizando o JModel
Test (DARRIBA et al., 2012) e utilizado para a reconstrugdo de arvores pelo
meétodo de ML, com 1000 replicatas de bootstrap, usando o MEGA7 (KUMAR,;
STECHER; TAMURA, 2016). As analises bayesianas foram realizadas em
paralelo usando o pacote BEAST v.1.8.4 (DRUMMOND et al., 2012) com os
algoritmos MCMC. Os arquivos de entrada do BEAST v1.8.4 foram criados com
o BEAUTI v.1.8.4. As analises foram realizadas usando modelos coalescentes
demograficos do tipo “Bayesian Skyline” com reldégio molecular relaxado. O
melhor modelo foi selecionado comparando as estimativas de verossimilhanca

marginal, usando o método de amostragem por caminhos (path sampling - PS)
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e métodos de amostragem por degraus (stepping-stone sampling - SS). Cem
milhdes de cadeias foram executadas e a convergéncia dos parédmetros foram
analisadas no Tracer v.1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018), com 95% de confianga
(95% Bayesian credible intervals (BCl)). As arvores foram amostradas a cada
10.000 etapas e, em seguida, resumidas em uma arvore de credibilidade maxima
de clados usando o TreeAnotator v.1.8.4 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2015). As
cadeias foram executadas por trés vezes independentes e os dados foram
combinados usando o LogCombiner v.1.8.4. A arvore final foi visualizada no
FigTree v.1.4.3 (RAMBAUT, 2016).

5.3.Resultados e Discusséo

Foi padronizada uma metodologia acessivel para genotipagem do YFV,
usando a amplificagcdo de parte do gene NS5, seguido de sequenciamento
nucleotideo pelo método de SANGER e analises filogenéticas.

Analises iniciais in silico foram realizadas utilizando parte da sequéncia de
nucleotideos do gene NS5 de sequéncias de virus vacinal e virus selvagem (266
nucleotideos, correspondentes a posi¢cao 8993 a 9258 do YF-17D, numero de
acesso GenBank: X03700). A regido analisada € a correspondente ao produto
amplificado pela RT-gPCR descrita por Patel et al (2013), e ja havia sido
demonstrado que essa regidao é capaz de distinguir diferentes gendtipos do YFV
(PATEL et al., 2013). As analises com 111 sequéncias parciais do gene NS5,
retiradas do GenBank, demonstraram que, com base na sequéncia de
nucleotideos do produto amplificado (PATEL et al., 2013) é possivel distinguir o
YFV vacinal dos demais gendtipos do YFV.

As 21 amostras provenientes de pacientes com suspeita de febre amarela
causada por vacina foram primeiramente testadas para a presenga do gene da
Beta-actina, um gene constitutivo que nos indica a integridade do RNA na
amostra atestada, e todas foram positivas, com Cqgs variando de 21 a 29.
Posteriormente, as 21 amostras com suspeita de reacdo adversa apoés
vacinacao foram testadas pela RT-qPCR descrita por DOMINGO et al (2012).
Das 21 amostras testadas, 19 foram positivas para o YFV.

Em seguida, as amostras de todos os grupos selecionados (amostras com

suspeita de reagao adversa vacinal, amostras de primo-vacinados saudaveis e
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amostras de infecgdo confirmada pelo YFV selvagem), foram ent&do testadas
pela RT-gPCR descrita por Patel et al (2013). Todas as amostras controles (25
amostras provenientes de pacientes saudaveis apds primo-vacinagao e 4
amostras de pacientes sabidamente infectados pelo WT-YFV) e 17 das 21
amostras com suspeita de reac&o adversa vacinal foram positivas (Figura 7). As
46 amostras positivas foram entdo sequenciadas pelo método Sanger
(SANGER; NICKLEN, 1977).
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Tabela 1: Investigacao de casos de reagdo adversa vacinal apds vacinagio contra febre amarela

Amostra testada

. . I?ataN Inicio ] -
Paciente Idade Género vacinagao . Dias ap0ds RT-gPCR (alvo) Gendtipo
YFv-17pD  Sntomas —— lgM
sintomas  Vacinacdo 5'-UTR? NS5 2
1 57 M 1/23/17 1/23/17 3 3 Positive Positive N/A WT
2 15 M 1/19/17 1/20/17 3 4 Positive Positive N/A WT
3 38 F 1/13/17 1/13/17 7 7 Positive Positive  Positive WT
4 49 F 1/23/17 1/23/17 4 4 Positive Positive N/A WT
5 51 M 1/14/18 1/16/18 2 4 Positive Positive Negative WT
6 61 M 1/15/18 1/15/18 2 2 Positive Positive Negative WT
7 22 M 1/23/17 1/23/17 5 5 Positive Positive N/A WT
8 39 M 1/16/17 1/16/17 3 3 Positive Positive N/A WT
9 42 M 1/16/17 1/17/17 3 4 Positive Positive N/A WT
10 36 F 1/10/17 1/18/17 5 14 Positive Positive  Positive WT
11 37 F 1/13/17 1/23/17 5 16 Positive Positive Negative WT
12 33 F 1/16/17 1/22/17 5 12 Positive Positive Negative WT
13 34 M 1/20/17 1/21/17 6 8 Positive Positive  Positive WT
14 62 F 1/14/17 1/17/17 5 9 Positive Positive Negative WT
15 57 M 1/20/17 1/21/17 8 9 Positive Positive N/A WT
16 60 M 1/10/17 1/22/17 3 16 Positive Positive Negative WT
17 42 M 1/15/17 1/17/17 6 9 Positive Positive Negative WT
18 27 M 1/12/17 1/16/17 7 11 Positive Negative N/A N/A
19 40 M 1/19/17 1/21/17 1 2 Positive Negative N/A N/A
20* 48 F 1/14/17 1/18/17 7 12 Negative  Negative Negative N/A
21** 32 F 1/14/17 1/25/17 4 16 Negative  Negative Negative N/A
22 47 M 2/16/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
23 54 F 2/16/18 ND ND 6 Positive Positive ND YFV-17DD
24 45 F 2/23/18 ND ND 6 Positive Positive ND YFV-17DD
25 48 M 2/23/18 ND ND 4 Positive Positive ND YFV-17DD
26 26 F 2/21/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
27 42 F 2/28/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
28 45 F 2/22/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
29 75 M 2/23/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
30 42 M 3/23/18 ND ND 6 Positive Positive ND YFV-17DD
31 51 M 2/26/18 ND ND 8 Positive Positive ND YFV-17DD
32 16 F 2/21/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
33 58 F 2/21/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
34 7 M 2/21/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
35 65 M 2/15/18 ND ND 4 Positive Positive ND YFV-17DD
36 24 M 2/16/18 ND ND 4 Positive Positive ND YFV-17DD
37 50 M 2/19/18 ND ND 4 Positive Positive ND YFV-17DD
38 54 M 3/1/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
39 39 F 3/1/18 ND ND 6 Positive Positive ND YFV-17DD
40 59 F 3/5/18 ND ND 4 Positive Positive ND YFV-17DD
41 55 M 3/9/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
42 60 M 3/19/18 ND ND 1 Positive Positive ND YFV-17DD
43 62 M 2/19/18 ND ND 4 Positive Positive ND YFV-17DD
44 48 M 2/23/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
45 55 M 2/21/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
46 28 M 2/22/18 ND ND 5 Positive Positive ND YFV-17DD
47 31 M ND 1/6/2018 4 ND Positive Positive ND WT
48 41 M ND 1/10/2018 7 ND Positive Positive ND WT
49 65 M ND 1/13/2018 4 ND Positive Positive ND WT
50 62 M ND 1/15/2018 3 ND Positive Positive ND WT
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Legenda: M: masculino. F: feminino. YFV: virus da febre amarela. WT: wild-type. ND:
n&o disponivel. ' Domingo et al (2012). 2 Patel et al (2013). * a infecgéo pelo YFV foi
posteriormente confirmada pela técnica de MAC-ELISA em amostra coletada na data
de 28/01/2017. ** a infecgao pelo YFV foi posteriormente confirmada pela técnica de
RT-gPCR em amostra coletada na data de 27/01/2017 pelo Laboratério de Referéncia
da SES-MG. Casos de suspeita de reagcao adversa apds vacinagdo com YFV-17DD
investigados nesse trabalho (pacientes 1 a 21) estdo em destaque cinza. Pacientes
saudaveis ap6s primo-vacinagao com YFV-17DD estdo numerados de 22 a 46 estdo em
destaque lilas e pacientes naturalmente infectados com YFV selvagem estéo
numerados de 47 a 50, em destaque verde.

Anadlises filogenéticas foram inferidas utilizando sequéncias geradas a
partir das 46 amostras positivas nesse trabalho (numero de acesso GenBank:
MNG613537-MN613582) e 111 sequéncias obtidas do GenBank. Analises
filogenéticas inferidas pelo método da Maxima Verossimilhanga demonstraram
o agrupamento esperado dos genotipos do YFV: gendtipos South American |,
South American |l, West-African |, West-African |l, e East/Central African em
clados com bom suporte estatistico (Figura 7). Além disso, as sequéncias
geradas a partir das 17 amostras de pacientes com suspeita de reagédo adversa
vacinal e dos 4 pacientes sabidamente infectados com o YFV selvagem,
agruparam com demais amostras do genotipo South-American | (Figura 7). As
sequéncias obtidas a partir dos 25 pacientes saudaveis e assintomaticos com
viremia do YFV-17DD agruparam com sequéncias no clado contendo amostras
de casos de reag&o adversa vacinal, no genotipo West-African Il (Figura 7)

Todas as 17 sequéncias de amostras com suspeita de reagao adversa
vacinal analisadas nesse estudo agruparam-se no clado contendo sequéncias
de YFV silvestre, ndo sendo detectado nenhum caso de reagao adversa vacinal
nas amostras aqui analisadas (Figura 7).

Das 21 amostras com suspeita de reacdo adversa vacinal testadas esse
trabalho, quatro foram negativas em pelo menos uma das PCRs usadas nessa
metodologia, sendo seu resultado considerado inconclusivo com a metodologia
empregada nesse estudo.
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Figura 7: Arvore de Maxima Verossimilhanca do virus da febre amarela. As inferéncias
filogenéticas inferidas usando 157 sequéncias do virus da febre amarela (YFV) (213 nt)
€ mostrada (correspondendo a posi¢ao 9020 a 9232 em comparagao com a sequéncia
de nucleotideos do YFV-17D, numero de acesso do GenBank: X03700). Os valores de
bootstrap estdo representados por circulos, em escala nos nés. Amostras do YFV
selvagem e as sequéncias de YFV-17DD geradas neste estudo sdo mostradas em
vermelho e rosa, respectivamente. O clado contendo amostras do gendtipo South-
American | esta representado em preto (algumas amostras do Brasil, Venezuela,
Suriname e Trinidad e Tobago de 2011 a 2010 estao foram colapsdas). Alguns ramos

representando diferentes gendtipos foram colapsados e coloridos da seguinte forma:
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South-American |l (verde), West-African | (azul claro), East/West-Afrincan (laranja) e
Angola (azul escuro), respectivamente. A arvore foi reconstruida usando o modelo de
substituicdo de nucleotideos Kimura 2 parédmetros com distribuicdo gama de 4
categorias. A analise foi realizada usando MEGA7 e a arvore visualizada e editada no
FigTree v1.4.3.

De maneira geral, os casos de reagdo adversa vacinal mais leves ocorrem
de 5-7 dias apoés a vacinagdo. Casos graves, como 0s casos de viscerotropismo
grave e neurotropismo, podem ocorrer em uma média de 11 dias apos a
vacinagao (intervalo de 2-23 dias) (MONATH, 2005). Porém, pelo protocolo da
OMS e do Ministério da Saude do Brasil, sdo testadas todos os casos em que o
paciente tomou a vacina e apresentou qualquer sintoma relacionado a infec¢ao
pelo YFV no prazo de até 30 dias ap6s a vacinacdo (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

Apesar dos possiveis casos de reagcao adversa vacinal, a vacina YFV-17DD
possui alta taxa de seguranga e efetividade e € a melhor forma de prevencéo
contra a febre amarela (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Segundo a OMS, a
proporcao de casos de reacido adversa vacinal € de 1:250.000 doses de vacina
aplicadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Em MG, desde 2007, ja foram
aplicadas aproximadamente 18 milhdes de doses da vacina YFV-17DD e essa
proporcdo de casos de reacdo adversa vacinal ndo foi observada nos casos
analisados (SES-MG, 2018a). No periodo de 2016 a 2018, a incidéncia de casos
suspeitos de reagdo adversa apos vacinagcado foi de 3,67 casos para cada
100.000 doses aplicadas.

Cabe ressaltar que em nenhum outro periodo da histéria de MG foram
aplicadas tantas doses da vacina contra febre amarela YFV-17DD em um
periodo tdo curto de tempo (SES-MG, 2018c). Apenas o aumento de doses
aplicadas ja seria suficiente para observar um aumento no numero de casos de
reacao adversa vacinal. Apesar disso, nesse estudo nado foram detectados
nenhum caso de reag&o adversa apos vacinagao com YFV-17DD e segundo a
SES-MG apenas um caso de reagao adversa apos vacinacgao foi confirmado em
um homem de 30 anos de idade, natural de Caxias de Sul/RS e que estava de
passagem pela cidade de Barbacena/MG. O home foi vacinado com a vacina
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YFV-17DD e trés dias apos apresentou febre, mialgia, cefaleia, vémitos e dor
abdominal. O paciente evoluiu para cura (SES-MG, 2018c).

No inicio de 2017, o Ministério da Saude passou a seguir a recomendagao
da OMS (WHO, 2005), do uso de apenas uma dose da vacina YFV-17DD, para
conferir protegao por toda a vida em 99% dos vacinados (SES-MG, 2017b).

Esses resultados foram publicados pelo periédico cientifico Vaccines, no
artigo “Yellow Fever Virus Genotyping Tool and Investigation of Suspected
Adverse Events Following Yellow Fever Vaccination”, em dezembro/2019 (Anexo

).

5.4.Conclusoes

. Foi padronizada uma nova ferramenta para genotipagem do YFV baseado
em RT-gPR e sequenciamento dideoxi.

. Analises in silico demonstraram que essa ferramenta de genotipagem
pode ser aplicada para diferenciar os sete genaétipos do YFV;

. Dos 21 casos suspeitos de febre amarela devido a possivel reagao
adversa vacinal, foi possivel genotipar o virus em 17 casos, sendo

encontrado o YFV selvagem.

6. CAPITULO 3: Analise de aspectos clinico-epidemiolégicos e virolégicos
de pacientes com febre amarela, durante a fase aguda da doenga,
atendidos no HEM, em 2017-2018

Com o inicio do surto de febre amarela em MG no ano de 2017, foi
estabelecida uma parceria entre o HEM, Laboratério de Virus, Instituto René
Rachou (Fiocruz Minas), Secretaria de Estado de Saude e Fundagéo Ezequiel
Dias com o objetivo de entender melhor o surto que estava acontecendo no
estado. Quando os casos de febre amarela em humanos retornaram em 2018,
essa parceria deu continuidade ao trabalho que ja estava sendo desenvolvido
desde 2017 e posteriormente deu origem ao Grupo de Estudos da Febre
Amarela. Esse grupo de estudos da febre amarela se encarregou de analisar

diversos parametros, no contexto do surto de febre amarela que aconteceu em
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MG, nos anos de 2017 e 2018, na tentativa de preencher lacunas sobre a doencga
e 0 YFV. Algumas dessas analises serdo apresentadas em subtopicos a seguir:

= Analise de aspectos clinico-epidemioldgicos de pacientes atendidos no
HEM, em 2017-2018;

= Analise de casos de pacientes que foram vacinados e tiveram falha na
protecdo contra YFV, atendidos no HEM, em 2017-2018;

= Analise da presenga de RNA do YFV em amostras de LCR e urina;

= Analise de marcadores de diagndstico de pacientes com febre amarela
atendidos no HEM, em 2017 e 2018;

= Anadlise se valores de carga genomica viral podem ser utilizdos como
prognostico da febre amarela;

*= Analise da carga genémica viral durante a fase aguda da febre amarela,
em pacientes do HEM tratados com o antiviral Sofosbuvir.

6.1. Fluxogramas
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a. Analise de aspectos clinico-epidemiolégicos de pacientes atendidos no
HEM, em 2017-2018

De acordo com o fluxograma abaixo, dados de prontuarios dos pacientes
atendidos no HEM e com confirmacéao de febre amarela foram coletados para

analise estatistica de algumas dessas variaveis.

Surto febre
amarela 2017 e
2018

Grupo de estudos
da febre amarela

Coleta dados
clinico,
demografico e
epidemioldgico
— dos prontuarios ha

Analises
estatisticas
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b. Analise de casos de pacientes que foram vacinados e tiveram falha na
protecao contra YFV, atendidos no HEM, em 2017-2018

De acordo com o fluxograma abaixo, amostras de pacientes com possivel
5 falha de imunizagdo apés vacinagdo com YFV-17DD ha pelo menos um ano,
foram investigadas quanto a presenca de RNA do YFV e IgM anti-YFV na
amostra mais recente disponivel. Em seguida essas amostras tiveram IgM e IgG
depletados. Os titulos de anticorpos neutralizantes do soro total e no soro
depletado sera calculado pela técnica de PRNT. O titulo de IgG anti-YFV sera

10  mensurado por ELISA.

|
Pacientes com

Surto febre possivel falha
amarela 2017 e vacinal da
2018 vacina YFV-
17DD

amostra de soro
mais recente

disponivel
\‘ \‘ \‘
Teste
Deplecéo IgM e imunocromato- ELISA IgG anti-
IgG grafico IgM anti- YFV
_ | YFV N\

PRNTg, soro
total e soro
depletado
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c. Analise da presenca de RNA do YFV em amostras de LCR e urina

De acordo com o fluxograma abaixo, as amostras de LCR e urina foram
utilizadas para investigagao da carga genémica do YFV.

Surto febre ,
Coleta LCR post Coleta urina
amarezlg12801 re mortem internacao
| |
Investigacdo RNA Investigacdo RNA
YFV RT-gPCR YFV RT-gPCR
(Domingo et al, (Domingo et al,
2012) 2012)
Teste
Carga viral imunocromatografic PRNTg,
o IgM anti-YFV
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d. Analise de marcadores de diagndstico de pacientes com febre amarela
atendidos no HEM, em 2017 e 2018
&
e. Analise se valores de carga genémica viral pode ser utilizado como

5 prognostico da febre amarela

De acordo com o fluxograma abaixo, as amostras de soro foram utilizadas
para diagnostico da febre amarela e estimativa de carga genémica viral. Esses
valores de carga gendmica viral foram usados em analises estatisticas na

10  procura por preditores de gravidade da febre amarela.

Coleta seriada de

Surto febre amarela amostras de soro
2017 e 2018 desde a internacdo
até o desfecho final

Diagnéstico febre
amarela — RT-gPCR
(Domingo et al,
2012)

Teste
Carga viral imunocromatografic
o IgM anti-YFV

Analise estatistica:
carga viral preditor
de desfecho
/gravidade da febre
amarela
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f. Analise da carga gendmica viral durante a fase aguda da febre amarela,
em pacientes do HEM tratados com o antiviral Sofosbuvir

De acordo com o fluxograma abaixo, optamos por mensurar a eficacia do
uso do antiviral Sofosbuvir através da carga gendmica do YFV. Os critérios
de inclusdo e exclusao no tratamento foi definido pela equipe médica do
HEM.

Pacientes tratados com
Surt200f1e 7b réezaorqgrela antiviral Sofosbuvir (uso
compassivo, off-label)

Grupo controle:
pacientes com

internagéo e coleta da 12 Critérios selegao uso Critérios exclusao uso
amostra analisada no Sofosbuvir (equipe Sofosbuvir (equipe
estudo com no maximo HEM) HEM):

cinco dias de sintomas
(desfecho alta e 6bito)

. RT-gPCR YFV
Coleta seggrdoa amostra (qualitativo e Analises estatisticas
quantitativo)
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6.2. Metodologia

6.2.1 Amostras bioldgicas:

As amostras de soro, saliva, urina, LCR, coagulo e RNA ja extraido de
pacientes com suspeita de febre amarela sdo provenientes de pacientes
atendidos no HEM. As amostras foram coletadas nos anos de 2017 e 2018, em
Minas Gerais. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto René Rachou (CAAE 72569317.2.0000.5091, CAAE:
65910317.0000.5071). Todas as amostras e os dados referentes aos pacientes
atendidos no HEM foram coletados em colaboracdo com a equipe do HEM,
principalmente a técnica de laboratorio Tayrine Araujo dos Santos e os médicos
Leonardo Soares Pereira, Maria Rita Teixeira Dutra e Dario Brock Ramalho.

As amostras coletadas foram aliquotadas em microtubos e armazenadas
em botijdo de nitrogénio liquido no HEM, com a colaboragdo da técnica de
laboratorio Tayrine Araujo dos Santos, até o transporte para o Laboratério de
Virus da UFMG. No Laboratério de Virus, essas amostras foram armazenadas

em freezer -70°C até o momento da utilizacao.

6.2.2 Analise de dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes

Os dados utilizados para essas analises foram coletados dos prontuarios
dos pacientes atendidos no HEM por bolsistas colaboradores desse projeto. Os
dados contemplam informagcbes como sexo, idade, local de procedéncia,
profissdo, histérico de vacinagao contra febre amarela, comorbidades, data de
inicio dos sintomas, desfecho, dados de reinternacdo e dados de exames
bioquimicos e laboratoriais durante a internagao, reinternagdo e o seguimento
ambulatorial dos pacientes.

Esses dados poderdo auxiliar na busca por relagées epidemioldgicas da
doenga com o paciente, melhor entendimento do grupo acometido pela febre
amarela e entendimento da circulagao viral em 2017-2018. No presente trabalho,
foi realizada uma descricdo quantitativa dos dados sdécio-demograficos dos

pacientes.
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6.2.3 Titulacao viral

Em placas de 6 pogos foram implantadas 4,0 x 10° células VERO/pogo. As
células VERO foram cultivadas por 24 horas, em meio MEM, suplementado com
5% de SFB. Diluigdes seriadas do virus na base 10 (10~' a 10”) foram feitas e
300 pl das diluigdes de 102 a 107 foram inoculadas nas monocamadas com
aproximadamente 90% de confluéncia. As duplicatas foram feitas em placas
“‘espelho”. Um dos pocos foi utilizado como controle celular. Apés uma hora de
adsorgdo, com homogeneizagdo a cada 10 minutos, foi adicionado meio
semissolido 199 1x (GIBCO, EUA) contendo 1% de carboximetilcelulose (CMC)
(SIGMA, EUA). As placas foram incubadas a 37 °C, em estufa com 5% de CO,
por 5 dias, para titulacdo do YFV. Apds o periodo de incubacédo, as células foram
fixadas em solugédo 10% de formaldeido por no minimo 90 minutos. Em seguida,
as monocamadas foram lavadas e coradas com solu¢do a 1% (p/v) de cristal
violeta por 30 minutos. O titulo foi expresso pelo numero de unidades formadoras
de placas (PFU), obtidas nas cadmaras cujas diluigbes apresentaram entre 30 e
300 placas de lise, multiplicado pelo inverso da diluicdo, e convertido para
PFU/mI (FIGUEIREDO, 2009).

6.2.4 Isolamento viral

Para o isolamento do YFV de amostras de pacientes, foram utilizadas
garrafas de 25 cm? semeadas com C6/36 e mantidas em meio L-15,
suplementado com 10% de SFB por 24 horas em estufa com demanda biolégica
de oxigénio (B.O.D.). No dia seguinte, com a monocamada apresentando 80%
de confluéncia, foram inoculados 500 ul da amostra, na diluigao de 1:10 em meio
L-15 (50 pl da amostra em 450 pl de meio L-15 sem SFB). As células foram
mantidas por 1 hora em agitador do tipo orbital (4 a 6 rpm), em temperatura
ambiente, para adsor¢ado do virus. Apds esse periodo, foi adicionado 5 ml de
meio L-15 suplementado com 2% de SFB. As células foram observadas
diariamente. Apos sete dias, caso o efeito citopatico n&o tenha sido observado,
o meio foi coletado e uma nova passagem cega foi realizada. Quando a
monocamada apresentou efeito citopatico, o sobrenadante foi coletado e
utilizado para extracdo de RNA total e reacdo de PCR para detecgao do YFV
(FIGUEIREDO, 2009).
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6.2.5 Deteccdo molecular de YFV

A extracao de RNA total a partir de soro, urina ou LCR foi realizada a partir
de 140 yl de amostra, utilizando o kit Qlamp Viral RNA Minikit (QIAGEN, USA),
seguindo as instru¢cdes do fabricante. A extragcdo de RNA a partir de coagulo foi
realizada utilizando TRIzol (Invitrogen, USA), seguindo as informag¢des do
fabricante. O RNA total extraido foi armazenado até o momento do uso em ultra
freezer a -70 °C.

Para prospecgao do YFV foi empregada a metodologia de RT-qPCR descrita
por DOMINGO et al (2012) nas amostras de soro, urina, LCR e coagulo. A reagéo
de RT-gPCR foi realizada nas seguintes condi¢des: a 10 yl de tampéao 2x (GoTaq
1step, Promega, USA) foram adicionados 0,5 yl de cada iniciador (10uM) 0,4 ul
YFV-probe-HEX (10uM), 0,5 pl da Transcriptase Reversa, 5,0 yl de RNA e agua
ultrapura g.s.p. 20 yl. A reagao ocorreu em termociclador StepOne (Applied
Biosystems), nas seguintes condi¢des: 42°C — 15 minutos, 95°C — 10 minutos e
40 ciclos: 95°C — 10 segundos / 60°C — 60 segundos. Amostras com
quantification cycle (Cq) abaixo de 38 foram consideradas positivas.

Para investigagdo do antigenoma do YFV, foi realizada a metodologia
descrita a seguir: 1x10° células Vero foram implantadas em placas de 24 pogos,
24 horas antes da infecgao. As células foram infectadas no dia seguinte, com o
YFV-17DD (Bio-Manguinhos, Brasil), MOI 0,01. Foram coletados o sobrenadante
e o0 raspado celular nos tempos de 12h, 16h, 24h, 36h, 48h e 72h. O RNA total
extraido a partir do sobrenadante e do raspado celular foi utilizado para sintese
de cDNA, utilizando o primer senso especifico, descrito por Patel et al (2013), e
a enzima transcriptase reversa GoScript (Promega), seguindo as instrugdées do
fabricante. Posteriormente o cDNA foi utilizado em qPCR, utilizando os
iniciadores descritos por Patel et al (2013). Amostras positivas foram purificadas
e enviadas para sequenciamento. Indiretamente, a detecgdo do antigenoma
indica a multiplicagdo viral na amostra testada. A reagdo de RT-PCR foi realizada
nas seguintes condigdes: a 10 pl de tampao 2x (GoTaq 1step, Promega, USA)
foram adicionados 0,5 ul de cada iniciador (10 uM), 3,0 yl de cDNA e agua
ultrapura g.s.p. 20 yl. A reagdo ocorreu em termociclador StepOne (Applied
Biosystems), nas seguintes condi¢des: 95°C — 10 minutos e 40 ciclos 95°C — 10
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segundos / 60°C — 60 segundos, seguido de curva de dissociagédo (Melt curve).
Amostras com Cq abaixo de 38 e temperatura de melt (Tm) correspondente ao
do controle positivo, foram consideradas positivas.

6.2.6 Inferéncias filogenéticas

Os amplicons de interesse para sequenciamento foram purificados, como
descrito no item 4.2.1 e enviados para sequenciamento pelo método de Sanger
(SANGER & NICKLEN, 1977).

Apo6s a purificagao (topico 4.2.1), 5 ng de DNA (aproximadamente 7,5 pl),
juntamente com 0,5 yM do iniciador especifico senso ou antissenso, foram
utilizados para sequenciamento pelo método dideoxi, descrito por SANGER e
NICKLEN (1977). O sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico
ABI 3700 (Applied Biosystems). Cada amplicon foi enviado para sequenciamento
pelo menos duas vezes com cada iniciador especifico. Os demais passos para
0 sequenciamento foram realizados no laboratério da Plataforma de
Sequenciamento de DNA Sanger/Fiocruz. O sequenciamento foi realizado em
parceria com os pesquisadores Jaquelline Germano de Oliveira e Pedro Augusto
Alves, do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas.

Os dados brutos do sequenciador foram analisados e as sequéncias finais
montadas e visualizadas utilizando os programas SeqTrace (STUCKY, 2012),
Phred (EWING et al., 1998; EWING e GREEN, 1998) e Phrap (GORDON et al,
1998), implementados na plataforma CENARGEN, da EMBRAPA

(www.cenargen.embrapa.br)), ou com o programa Geneious V9

(www.geneious.com). Para o estabelecimento das sequéncias finais, foram

consideradas as bases que apresentaram valor de Phred, ou valor
correspondente, de qualidade igual ou superior a 30.

Para inicio das analises, todas as sequéncias finais geradas foram
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank, utilizando os programas
BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990; www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Sequéncias de
nt relativas as regides analisadas dos genomas dos virus detectados nesta
pesquisa foram obtidas do GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov) para analises

comparativas. Os alinhamentos das sequéncias de nt foram feitos com o auxilio
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dos programas Clustal W implementado no pacote MEGA7 (KUMAR;
STECHER; TAMURA, 2016).

Os alinhamentos foram usados para construgdo de arvores filogenéticas.
Previamente as analises filogenéticas, o programa DAMBE (XIA; XIE, 2001) foi
utilizado para a verificagao de saturagao nas sequéncias e para a verificagao do
sinal filogenético, juntamente com o programa TreePuzzle v5.3.

O melhor modelo evolutivo para cada conjunto de sequéncias de nt foi
selecionado através do programa JModel Test (DARRIBA et al., 2012). Em
seguida, arvores de maxima verossimilhanga (ML — maximum likelihood) foram
construidas com busca heuristica, partindo de uma arvore construida pelo
método de Neighbor-Joining (NJ). Perturbagbes foram feitas nas arvores, com o
objetivo de se encontrar a melhor arvore, usando o algoritmo TBR (“tree bisection
and reconnection”). Testes de bootstrap, com 1000 replicatas, foram realizados
de forma a checar a confiabilidade dos ramos das arvores. A arvore final foi
visualizada e editada no FigTree v.1.4.3 (RAMBAUT, 2016).

6.2.7 Deteccdo de anticorpos contra febre amarela

Com o objetivo de se conhecer o perfil sorolégico dos pacientes com
suspeita de febre amarela, foi realizado um teste imunocromatografico para uma
analise preliminar da presenga de anticorpos IgM anti-YFV (Febre Amarela IgM
ECO teste), seguindo as instrugdes do fabricante. Esses testes foram realizados
em soro e LCR dos pacientes. Os testes foram gentilmente doados pela empresa
ECO diagndstica. Em amostras de LCR testadas pelo teste imunocromatografico
e que foram IgM reagentes, foi realizado um ensaio de soroneutralizagdo e
titulacdo de anticorpos neutralizantes (WIETEN et al., 2016). Amostras de
pacientes com relato de vacinagao prévia contra febre amarela (ha pelo menos
um ano de vacinagdo) e com possivel falha de imunizagdo também foram
testadas pelo teste de soroneutralizagdo para analise da presenga ou auséncia
de anticorpos neutralizantes IgM e IgG anti-YFV. Para a soroneutralizagéo
desses pacientes, previamente foi feita a deple¢do de IgM total ou IgG total na
amostra de soro a ser testada.

A metodologia de soroneutralizagao e titulagdo de anticorpos neutralizantes
foi realizada segundo descrito por WIETEN e colab. (2016), com algumas
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modificagbes, descritas a seguir: Um total de 4,0 x 10° células Vero foram

semeadas em placas de 6 pocos, 24 horas antes da realizagdo do experimento.

Foi feita diluicdo seriada do soro a ser testado, na base 2, a partir da diluicao
1:20 até a diluicdo 1:1280. Foram utilizados 150 PFUs do virus vacinal YFV-

17DD por pogo. Trezentos microlitros foram utilizados para adsorgao, em cada

poco, amostras em duplicata, na monocamada de células Vero. No 5° dia, as

monocamadas de células foram fixadas com solug¢ao de formaldeido a 10%, por

90 minutos. O formaldeido foi descartado e as monocamada celular foi corada

com cristal violeta 1% (p/v), por 30 minutos e as placas de lise foram contadas.

6.2.8 Deplecao de IgM total e de IgG total

Protocolo adaptado por Ana Carolina Terzian —- FAMERP/SJRP.

Essa metodologia foi utilizada em amostras de soro de pacientes com
historico vacinal contra febre amarela ha pelo menos um ano, com o intuito
de analisar a presenga de anticorpos neutralizantes IgG (resultante da
vacinagado prévia contra febre amarela) ou IgM (resultante da infec¢ao
recente pelo YFV). Para essa técnica, foram utilizadas as amostras de soro

mais recentes desses pacientes (Tabela 2).

6.2.8.1 Deplecdo de IgM total

Agarose anti-lIgM humana (A9935, Sigma-Aldrich, EUA) foi usada para
deplecdo de IgM total da amostra de soro. Para o ensaio de deplegao de
IgM, lavou-se 210 ul de solugéo de agarose anti-lgM humana 5 vezes com
tampé&o PBS frio (pH 7,4) contendo Tween-20 a 0,05%. Uma sexta lavagem
foi realizada utilizando apenas tampao PBS frio (pH 7,4). Em cada lavagem,
centrifugou-se a agarose 10.000 x g, 5 min a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. Apds a centrifugagéao final, o sobrenadante foi removido e 200
pl de amostra de soro (diluido a 1:10 em tampao PBS) foram misturados
com a agarose. A mistura foi incubada a 4°C, durante a noite com rotag&o
orbital suave. No dia seguinte, a mistura agarose/amostra foi centrifugada
a 10.000 x g, 5 min, 4°C, e o sobrenadante (*200 ul, amostra IgM -) foi
coletado para titulagdo de anticorpos pela técnica de soroneutralizagao
(PRNTgo).
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6.2.8.2 Deplecdo de 1gG total

Para o ensaio de deplegao de IgG total da amostra de soro, incubou-se
15 yl de Dynabeads Protein G (Life Technologies, EUA) com 200 pl de
amostra de soro (diluida a 1:10 em tampao PBS) por 10 min a temperatura
ambiente, com rotagcdo orbital suave. O sobrenadante sérico (*200 ul,
amostra 1gG -) foi coletado para titulagdo de anticorpos pela técnica de

soroneutralizagdo (PRNTsgo).

Para a técnica de soroneutralizagdo (PRNTso) (WIETEN et al., 2016),
todas as amostras que tiveram anticorpos depletados (IgM - e IgG -) e o
soro total foram utilizados a partir da diluicdo 1:20 até a diluicao de 1:640,

como descrito no item 6.2.7

6.2.9 Determinacao de carga gendmica viral do YFV

Testes para quantificacdo genémica do RNA do YFV em amostras de
pacientes com febre amarela foram realizados com o kit Bio Gene Research
Yellow Fever PCR kit (Bioclin), seguindo as instrugdes do fabricante.

A carga genbmica viral (cg) foi calculada multiplicando-se o valor de
quantificacao informado pelo equipamento pelo volume de eluicdo do RNA, apos
a extragdo (em pl) e dividindo-se esse valor pelo volume (ou peso) total de

amostra utilizado para extragdo (em ml ou g), como descrito abaixo:

quantificacio (equipamento) x eluigio (ul)

= =cg/ml
volume total amostra utilizado na extracgao (ml) 9/

6.2.10 Parametros bioquimicos analisados

Diferentes marcadores bioquimicos podem ser utilizados para avaliar o dano
da infeccéo pelo YFV e o dano hepatico da febre amarela. A ALT € uma enzima
presente nos hepatdcitos, principalmente no citoplasma e seus niveis
sanguineos aumentam quando ha dano hepatico (GOWDA et al., 2009; LIMDI,
2003). Os valores normais de ALT variam de 10-40 U/L (ABIM, 2020). A AST

também esta presente nos hepatocitos, majoritariamente nas mitocéndrias, mas
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também é encontrada em outros 6rgaos (GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003). Os
valores normais de AST variam de 10-40 U/L (ABIM, 2020).

Outro marcador de dano hepatico é a bilirrubina, que € um produto produzido
da quebra da porgdo heme da hemoglobina. A bilirrubina é absorvida pelos
hepatdcitos, conjugada com albumina (bilirrubina indireta) e excretada pela bile.
Em caso de dano hepatico, essa funcao fica comprometida, ocasionando em
acumulo de bilirrubina no sangue, que pode gerar ictericia (GOWDA et al., 2009;
LIMDI, 2003). Os valores normais de BT variam de 0,3 a 1,0 mg/dl e os valores
de bilirrubina direta BD variam de 0,1 a 0,3 mg/dl (ABIM, 2020). Os valores de
BT sado calculados pela soma dos valores da bilirrubina indireta, que é a
bilirrubina insoluvel que chega até o figado, e os valores da BD, que € sua forma
soluvel, liberada na corrente sanguinea para eliminagao pelo corpo (GOWDA et
al., 2009; LIMDI, 2003).

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima com fungdo de remover grupos
fosfatos de diversas moléculas. E produzida no figado e esta presente nas
células ao redor dos ductos biliares do figado. Em casos de obstru¢cado desses
ductos, por colestase ou infiltrados, por exemplo, a concentracdo dessa enzima
no sangue ira aumentar (GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003). Os niveis normais
de ALP podem variar de 30-120 U/L (ABIM, 2020).

A Gama glutamil-transferase (GGT) € uma enzima envolvida na transferéncia
de aminoacidos através da membrana celular, presente nos hepatdcitos e vias
biliares. E um marcador razoavelmente especifico para medir danos hepaticos
(GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003).. Os valores normais de GGT variam de 9-
50 U/L (ABIM, 2020).

O teste de coagulacéo (avaliado pelo RNI — raz&o normalizada internacional)
€ uma medida para avaliagdo da via extrinseca de coagulagédo e também pode
ser indicador de les&o hepatica, ja que o figado é responsavel pela producéo de
fatores de coagulacdo (GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003). O RNI mensura a
velocidade de coagulagdo que se deseja avaliar, com o tempo de uma
coagulagdo normal. Valores maiores do que 1 indicam que a velocidade de
coagulagao esta mais lenta do que o esperado.

A ureia é formada no figado como um dos principais produtos finais do

metabolismo de substancias contendo nitrogénio e € excretada pelos rins
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(BAUM; DICHOSO; CARLTON, 1975). Os valores normais da ureia variam de 8
a 20 mg/dl (ABIM, 2020).

A Cr é um produto do metabolismo muscular, e como a ureia, é excretada
pelos rins. E um fator relativamente estavel e mais sensivel para medir dano
renal do que os niveis de ureia (BAUM; DICHOSO; CARLTON, 1975). Os valores
normais de creatinina variam de 0,7 a 1,3 mg/dl (ABIM, 2020).

Com o intuito de se procura por marcadores de prognostico/gravidade da
febre amarela, foram analisados marcadores bioquimicos durante a fase aguda
da infecgao.

Para avaliagdo de dano hepatico, foram analisados os marcadores ALT,
AST, BT, BD, ALP, GGT, RNI e também os marcadores de dano renal ureia e
Cr. Além dos exames bioquimicos, em alguns casos também foram avaliados
valores obtidos a partir de hemograma dos pacientes, como hemoglobina,
hematocrito, contagem de plaquetas, leucdcitos, neutrofilos, eosindfilos e
linfocitos.

6.2.11 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas deste trabalho foram realizadas utilizando os
programas SPSS v25 (ARMONK, 2017), GraphPad Prisma v7 e o software R,
considerando 95% de nivel de significancia.

Para analises entre grupos, foram realizados teste t (teste de Student). Essas
analises foram realizadas para determinagdo de progndstico da febre amarela
baseado na carga genbmica viral, eficacia do antiviral Sofosbuvir, também
mensurada pela carga genémica viral e na analise exploratorio de fatores de
risco da hepatite tardia apos febre amarela. Essa ultima analise foi realizada em
colaboragdo com o Dr. Marcelo Pascoal Xavier, do Instituo René Rachou —
Fiocruz/MG.

O teste de qui-quadrado foi utilizado para investigagcdo da relacdo de
presenca prévia de comorbidades e o desfecho na febre amarela.

Para analises de variaveis que ndo cumpriam a premissa de possuirem
distribuicdo normal, ou quaisquer outras premissas que impedissem a realizacao

de testes paramétricos, foram realizados testes nao-paramétricos para
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comparagao dos valores estabelecidos. Os testes n&do paramétricos utilizados
serao detalhados na sec¢ao de resultados e discussao.

6.3. Resultados e Discussio

a. Analise de aspectos clinico-epidemiolégicos de pacientes atendidos
no HEM, em 2017-2018

Com o inicio do surto de febre amarela em MG no ano de 2017, foi
estabelecida uma parceria entre o HEM e Laboratério de Virus com o objetivo de
entender melhor o surto que estava acontecendo no estado. Quando os casos
de febre amarela em humanos retornaram em 2018, essa parceria deu
continuidade ao trabalho que ja estava sendo desenvolvido desde 2017. Essa
parceria também envolveu o Instituo René Rachou e a Universidade de Stanford
e posteriormente deu origem ao Grupo de Estudos da Febre Amarela. Esse
grupo de estudos da febre amarela se encarregou de analisar diversos
parametros, no contexto do surto de febre amarela que aconteceu em MG, nos
anos de 2017 e 2018, na tentativa de preencher lacunas sobre a doenca e o
YFV.

No anos de 2017-2018, Minas Gerais foi cenario do maior surto de febre
amarela desde o final do ciclo urbano do YFV no Brasil, com o relato do ultimo
caso reportado em 1942 ( SES-MG, 2018a; SOPER, 1942). Durante os meses
de janeiro a abril de 2017, foram atendidos 94 pacientes com suspeita de febre
amarela no HEM. Do total de pacientes atendidos, a infecgdo pelo YFV foi
confirmada em 72 pacientes, através de exames realizados no Laboratorio de
Virus da UFMG e pelo LACEN/FUNED. O diagndstico laboratorial foi feito por
RT-gPCR, ELISA e/ou isolamento viral. Dos pacientes negativos para febre
amarela, dois foram confirmados com infecgdo pelo DENV e dois com CHIKV.
Os demais (18 pacientes) apresentaram outras etiologias ndo causadas por
arbovirus. Com relagdo ao surto de 2018, durante os meses de janeiro a junho,
380 pacientes foram internados no HEM com suspeita de febre amarela. Do total
de pacientes internados, a infecgao pelo YFV foi confirmada em 230 pacientes,
através de exames realizados pelo Laboratorio de Virus e pelo LACEN-MG
(FUNED). O diagnostico laboratorial foi feito por RT-qPCR e/ou ELISA.
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Em 2017 e 2018, do total de 302 pacientes atendidos no HEM com infecgao
confirmada pelo YFV, 21 pacientes foram transferidos para outros hospitais ou
evadiram do HEM e por isso n&o serdo considerados em algumas das analises
realizadas neste estudo.

No periodo epidemioldgico de 2016/2017 (julho/2016 a junho/2017), foram
registrados 475 casos de febre amarela em MG, com 162 6bitos. Ja para o
periodo epidemiologico de 2017/2018 (julho/2017 a outubro/2018), o numero de
casos confirmados foi de 527, com 178 ébitos. Considerando o total de casos
confirmados em MG de 2016-2018 (1002 casos e 340 6bitos), o grupo amostral
deste estudo corresponde a 30% do total de casos confirmados de febre amarela
no estado de MG, durante os ultimos surtos, sendo uma parcela significativa do
total de casos no estado (Figura 8).

Caos de febre amarela em MG - 2017 e 2018
1050

900
750
600
u Obito

450
malta

numero de casos

300

150

Es

SES-MG HEM SES-MG HEM SES-MG HEM
2016/2017 2017/2018 TOTAL
Figura 8: Numero total de casos de febre amarela em Minas Gerais. Comparagéao entre
o0 numero total de casos de febre amarela confirmados em MG, pela SES-MG e o

numero total de casos de febre amarela atendidos no HEM, durante o surto de febre
amarela entre os anos de 2017/2018, classificados por ano e desfecho.

Os pacientes com febre amarela em 2017 eram provenientes de 36
cidades de MG, localizadas nas mesorregides do Vale do Rio Doce, Vale do
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Mucuri, Zona da Mata, Sul/Sudoeste e Metropolitana de BH (Figura 9). Em 2018,
os 230 pacientes eram provenientes de 41 cidades de MG, localizadas nas
mesorregides Campo das Vertentes, Zona da Mata, Sul/Sudoeste, Oeste de
Minas e Metropolitana de BH (Figura 9).

De fato, durante o surto de 2017, o YFV estava circulando principalmente
nas mesorregides do Vale do Rio Doce e Mucuri e em parte da Zona da Mata e
Vale do Jequitinhonha (SES-MG, 2018b). Ja em 2018, a circulagdo do YFV se
manteve mais concentrada nas mesorregides Metropolitana de BH, Zona da
Mata, Campo das Vertentes, Oeste e Sul (SES-MG, 2018b), corroborando o
elevado numero de pacientes provenientes dessas mesorregides nos
respectivos anos.

No inicio 2017, a cobertura vacinal nas cidades de origem dos pacientes
de febre amarela variou de 19,73% a 67,61%. Apds o inicio do surto, a SES-MG,
juntamente com o Ministério da Saude, intensificaram a vacinagdo em todo o
estado de MG. Ao final de 2017, a cobertura vacinal nessas cidades aumentou
e variou de 46,91% a 86,74%.

Em 2018 a cobertura vacinal nas cidades de origem dos pacientes desse
ano variou de 35,45% a 86,74%. Mesmo com a intensa campanha de vacinagao
durante o surto de febre amarela, as cidades de MG ainda possuiam taxas de
cobertura vacinal abaixo dos 95% (ao fim de 2017 e inicio de 2018)
recomendados pela OMS, fato que pode ter favorecido a ocorréncia do surto em
2018. Além disso, durante o periodo nédo epidémico de 2017-2018, ocorreu a
deteccéo ininterrupta de PNHs infectados pelo YFV em MG, incluindo o periodo
nao-epidémico (SES-MG, 2018a; Livia Sacchetto - dados ndo publicados). A
confirmacéo dessas epizootias aponta para a manutencgao da circulagdo do YFV

em periodo ndo epidémico, em populacdes de PNHs de MG.
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Figura 9: Municipios com casos confirmados de febre amarela em Minas Gerais. A:
Municipios confirmados pela Secretaria de Estado de Saude em 2016-2018. Laranja:
municipios com casos de febre amarela confirmados no periodo epidemioldgico de
2016-2017. Vermelho: municipios com casos de febre amarela confirmados no periodo
epidémico 2017-2018. Fonte: SES-MG, 2018b. B: Municipios com casos de febre
amarela deste estudo, em 2017. C: Municipios com casos de febre amarela deste
estudo, em 2018.

Ainda com relagao ao perfil sécio-demografico dos pacientes, aqui seréo
apresentados conjuntamente os dados de 2017 e 2018 referentes a sexo, idade
e procedéncia dos pacientes atendidos no HEM. Dos 302 pacientes, 262
(86,75%) eram do sexo masculino e 40 (13,25%) do sexo feminino. O intervalo
de idades variou de 15 a 86 anos, com média e mediana de 46 anos. Cento e
trinta e um pacientes (43,47%) afirmaram trabalhar ou morar na zona rural, 92
(30,46%) na zona urbana e 3 pacientes (1%) afirmaram ter contato com zona

rural e zona urbana no seu dia-a-dia. Esses dados estdo de acordo com o
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esperado para a circulacdo de febre amarela silvestre no Brasil, com a maioria
dos casos ocorrendo em homens, com idade entre 40 a 49 anos e que mantém
contato com a zona rural de alguma forma (por viver ou trabalhar nesta area)
(MONATH; VASCONCELQOS, 2015). Perfil semelhante a esse foi descrito por
Ribeiro et al (2019), a partir de dados coletados de pacientes com febre amarela
internados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (SP) durante os meses de
janeiro a margo de 2018. Nesse estudo a maioria dos pacientes era do sexo
masculino (80,6%), apresentavam idade entre 30-59 anos (56,9%) e todos eles
viviam ou trabalhavam em area rural (RIBEIRO et al., 2019).

Corroborando esses achados sobre a possivel circulagao silvestre do YFV
nos ultimos surtos de febre amarela no Brasil, segundo Faria et al (2018), o perfil
de circulacdo do YFV durante a epidemia de 2017 em MG, foi
predominantemente silvestre. Segundo os autores, o perfil de pessoas
infectadas com o YFV em 2017 foi distinto de dois modelos de circulacdo de
arbovirus testados. O primeiro modelo (M1), propunha uma distribuigdo de casos
(idade entre 20-25 anos e acometimento dos sexos igualmente distribuidos)
segundo a transmissao hipotética de arbovirus com circulagdo urbana. Ja o
segundo modelo (M2) analisado foi baseado na distribuicdo de casos de CHIKV,
guanto a idade e sexo, em areas onde o YFV também estava circulando. Como
houve uma discrepancia entre os modelos analisados e a distribuicdo observada
do YFV, esses dados indicam que a circulagdo do YFV em 2017 foi
predominantemente silvestre. Além da analise desses modelos, as analises
filogenéticas ndo demonstraram um ramo da arvore formado somente por
sequéncias provenientes de humanos e outro apenas com sequéncias
provenientes de PNHSs, evidenciando a circulagao silvestre do YFV em 2017
(FARIA et al., 2018).

Quanto a sintomatologia, os pacientes reportaram principalmente febre
(88,25%), mialgia (71,88%), cefaleia (67,25%), ictericia (fisica ou bioquimica)
(48,39%), vbmitos (40,56%) e fraqueza (40,21%) (Figura 10). Esses dados est&o
em acordo com o descrito na literatura, em que os principais sintomas para febre
amarela séo febre, calafrios, dores de cabega, mialgia, prostracdo, nausea e
tontura (MONATH, 2001b). Estudos realizados com pacientes com febre
amarela do surto de 2018 demonstraram que os principais sintomas relatados

pelos pacientes internados foram febre, mialgia, dores de cabega, vomito,
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ictericia, dor abdominal, sangramento, calafrios, diarreia e artralgia (KALLAS et
al., 2019; RIBEIRO et al., 2019; revisado por SILVA et al., 2020), como visto
neste trabalho. Embora neste trabalho n&o tenha sido analisada a relacédo de
sintomatologia com o desfecho do paciente, alguns estudos demonstraram néao
haver diferengas na sintomatologia de pacientes com desfecho de cura ou 6bito
(KALLAS et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019).

Em relacdo as doencas de base apresentadas pelos pacientes, 114
(40,81%) dos pacientes apresentaram ao menos uma doenga de base no
momento da internagdo. Desse total, 89 pacientes (78%) evoluiram para cura e
25 (22%) para obito. As doencas de base mais comumente relatadas foram
tabagismo, hipertensdo arterial sistémica, etilismo e diabetes (Figura 11). E
importante ressaltar que um mesmo paciente pode ter apresentado mais de uma
doenga de base e no momento da admissdo no HEM. Dentre os pacientes
internados no HEM com mais de 60 anos (55 pacientes, 19,57%), 29
apresentaram algum tipo de doenga de base e nove desses evoluiram para obito.

Analises estatisticas (teste qui-quadrado) ndo mostraram evidéncias de
relacdo entre o desfecho alta ou ébito e a presenca de doencgas de base (p =
0,9). Essa falta de associag&o ocorreu em pacientes acima ou abaixo de 60 anos
(p =0,9). Em um estudo realizado no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (SP),
31,4% dos pacientes internados com febre amarela apresentaram algum tipo de
doenga de base no momento da admissdo no hospital. Essa prevaléncia
aumentou para 66,7% considerando apenas pacientes acima de 60 anos de
idade. Dentro de cada grupo, a prevaléncia do desfecho cura ou obito foi de
aproximadamente 50% (RIBEIRO et al., 2019). Apesar disso, em outro estudo
realizado com esse mesmo grupo de pacientes, foi demonstrado que ndo houve
diferenga significativa entre a existéncia prévia de alguma doenga de base e o
desfecho da febre amarela (KALLAS et al., 2019), assim como foi demonstrado

neste trabalho.
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Figura 10: Sinais e sintomas apresentados pelos pacientes com febre amarela atendidos no HEM no periodo de 2017-2018.
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Figura 11: Tipos de comorbidades apresentadas pelos pacientes com febre amarela

atendidos no HEM no periodo de 2017-2018. HAS: hipertensao arterial sistémica.

Os pacientes atendidos no HEM eram provenientes de diferentes regides
de MG, distantes de Belo Horizonte, onde fica o0 HEM (Figura 9). Assim, muitos
pacientes tiveram um atendimento inicial em suas cidades e alguns casos foram
tardiamente transferidos para o HEM. O periodo entre o inicio dos sintomas e
atendimento no HEM em 2017 variou de 2 a 21 dias, com média e mediana de
cinco dias (Figura 12). Nesse mesmo ano, os pacientes ficaram internados de 1
a 56 dias, com mediana de internacdo de cinco dias para os pacientes que
receberam alta ou evoluiram a obito.

Durante o surto de 2018, o periodo entre o inicio dos sintomas e
atendimento no HEM variou de 0 a 15 dias, com mediana de quatro dias. O
tempo de internagdo dos pacientes variou de 1 a 67 dias, com mediana de seis
dias para os pacientes que receberam alta e sete dias de internagdo para os
pacientes que evoluiram a obito (Figura 12). Isso pode ter ocorrido,
principalmente pelo fato do surto de 2018 ter acontecido mais préximo da regiao
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metropolitana de Belo Horizonte (Figura 9), facilitando o primeiro atendimento do

paciente no HEM.
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Figura 12: Distribuicdo do numero de dias de internagdo dos pacientes com febre

amarela internados no HEM, em 2017 e 2018.

Quando foi realizada a comparacao entre o dia do inicio dos sintomas e a
procura pelo atendimento médico, houve uma diminuicdo de 21 para 15 dias
entre a data de inicio de sintomas e a procura pelo atendimento no HEM quando
se compara o surto em 2017 com o surto em 2018. Além disso, em 2018 a
mediana de dias de internacédo até a data de alta ou ébito aumentou em um e
dois dias, respectivamente. A diferenca entre o total de dias de internagao de
2017 e 2018 foi maior em 2018 (teste n&o-paramétrico de Mann-Whitney,
p=0,008).

Com relagao ao desfecho, dos 72 pacientes com febre amarela em 2017,
53 recuperaram-se e 19 evoluiram para obito. A taxa de mortalidade foi de
26,38%. Dos 230 pacientes positivos para YFV em 2018, 53 evoluiram para
obito, 172 receberam alta e cinco foram transferidos para outros hospitais. A taxa
de mortalidade dos pacientes internados no HEM, em 2018, foi de 23,04%,
semelhante a taxa observada no mesmo hospital em 2017.

Além da chegada mais precoce dos pacientes ao HEM no ano de 2018
devido a proximidade do surto da regidao metropolitana de BH, a epidemia de
2017 serviu como experiéncia para toda a equipe da SES-MG e do HEM.
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Quando a febre amarela retornou em 2018, a logistica de diagndstico,
deslocamento, manejo e capacidade de atendimento dos pacientes no HEM
eram maiores e mais eficazes. Apesar dessa experiéncia e preparo durante a
epidemia de 2018, a taxa de letalidade em 2018 se manteve muito proxima a de
2017. Em um estudo realizado na cidade de SP, a média de dias de sintomas
dos pacientes atendidos no hospital estudado foi de oito dias, com média de sete
dias de periodo de internagcdo. Esses valores se aplicam a pacientes com
desfecho de cura ou 6bito e ndo foi observada diferenca estatistica entre esses
dados (dias de sintomas e periodo de internacao) e o desfecho da febre amarela
(KALLAS et al., 2019), o que poderia explicar a taxa de letalidade semelhante
entre os anos de 2017 e 2018 no estudo aqui apresentado.

No total acumulado de 2017-2018, a taxa de letalidade de febre amarela no
HEM foi de 23,84%. Os casos de o6bito ocorreram predominantemente em
homens (n=63; 87,5%), com média e mediana de idade de 48 anos (variando de
22 a 86 anos). Apenas 13 pacientes possuiam idade inferior a 40 anos,
demonstrando uma taxa de letalidade maior no grupo acima de 40 anos.
Segundo a SES-MG, em MG durante os anos de 2016-2018, a taxa de letalidade
da febre amarela chegou a 33,93%, sendo maior em homens acima de 40 anos
(SES-MG, 2018b). Neste mesmo surto, em SP foi descrita uma taxa de letalidade
de 29,2% em um hospital dessa cidade (RIBEIRO et al., 2019). A taxa de
letalidade descrita para os casos de YFV varia de 20% a 60%, dependendo da
regido onde ocorrem os surtos (MONATH; VASCONCELOS, 2015). No ultimo
surto de YFV que ocorreu na Africa, em 2016, a taxa de mortalidade foi de 13,7%
em Angola e de 21% na Republica Democratica do Congo (WHO, 2016). A taxa
de mortalidade na Africa tende a ser menor (20%) quando comparada com a
taxa de mortalidade na América do Sul (40%-60%). Algumas hipéteses foram
levantadas para explicar estes fatos, como a falta de diagndstico rapido e eficaz,
principalmente em areas remotas de ocorréncia da febre amarela, a
predisposi¢cdo genética do individuo e diferengas nas linhagens do YFV, que
circulam em cada regiao, que podem estar relacionadas com maiores taxas de
letalidade (DOUAM; PLOSS, 2018; MONATH; VASCONCELOS, 2015).

Segundo a SES-MG, 1002 casos foram confirmados em todo o estado de
MG, em 2017-2018. Esse total corresponde a ponta do iceberg das infecgbes de
febre amarela, que sdo as infecgbes sintomaticas e representa de 45% a 60%
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do total de casos (MONATH; VASCONCELOS, 2015; PIERSON; DIAMOND,
2013; QUARESMA et al., 2013). Com esses valores, pode-se inferir que o total
de pessoas infectadas pelo YFV, nesses anos, no estado de MG, variou de 1670
a 2260 casos.

b. Analise de casos de pacientes que foram vacinados e tiveram falha
na protecao contra o YFV, atendidos no HEM em 2017 e 2018

A vacina YFV-17DD é produzida com o YFV atenuado (YFV vacinal) e é
considerada uma das vacinas mais eficazes ja produzidas até a presente data
(PAHO, 2005; WHO, 2005). Desde a mudancga no protocolo de doses de vacina
contra febre amarela, quando Brasil passou a adotar a politica de dose uUnica
recomendada pela OMS (WHO, 2005), muito foi discutido sobre a real eficacia
de uma unica dose da vacina YFV-17DD em regides endémicas para a febre
amarela. Isso porque alguns estudos ja demonstraram que ha uma queda no
titulo de anticorpos neutralizantes apdés uma unica dose da vacina YFV-17DD
(BASTOS CAMACHO et al., 2014; COSTA-PEREIRA et al., 2018).

Por isso, nos anos de 2017 e 2018, durante o surto de febre amarela, decidiu-
se investigar os casos de pacientes que haviam sido vacinados com a vacina
YFV-17DD, com cartdo de vacinagao checado pela equipe médica do HEM (e
com registro fotografico do cartdo de vacinagao) ha pelo menos um ano e que
possivelmente tiveram falha na imunizagéo.

Quando analisados os cartdes de vacinagéo disponiveis de alguns pacientes
com febre amarela nos anos de 2017-2018, nove pacientes apresentaram
vacinagao preévia contra febre amarela, ha pelo menos um ano antes do inicio
dos sintomas (Tabela 2). Esses nove pacientes tinham idade entre 14 e 42 anos
quando ficaram doentes. Do total, seis pacientes eram do sexo masculino e trés
do sexo feminino, oito receberam alta e um evoluiu para obito (paciente com
detecgdo de RNA do YFV em LCR, descrito no item 6.3 c¢). Cinco pacientes
tomaram a vacina YFV-17DD antes de um ano de vida. Um dentre esses nove
pacientes tomou uma 22 dose da vacina aos 9 anos de idade (Tabela 2). Desses
nove pacientes, um paciente ndo possuia amostra de soro para analises

posteriores e por isso sera desconsiderado a partir deste momento.
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Dos oito pacientes restantes, foi realizado o teste de RT-qPCR, na amostra
mais precoce disponivel, para confirmacdo da infeccdo pelo YFV. Todos os
pacientes foram positivos para febre amarela. Para esses oito pacientes, foi
realizado também um teste preliminar, para verificar presencga de anticorpos IgM
anti-YFV, usando teste imunocromatografico (Febre Amarela IgM ECO Teste) na
amostra mais recente disponivel de cada paciente (1-10 dias apos o inicio dos
sintomas). Das amostras testadas, seis foram IgM reagentes e duas foram IgM
nao-reagentes. As amostras IgM reagentes eram do 2° ao 10° dia apds o inicio
dos sintomas, enquanto as amostras IgM nao-reagentes eram do 1° e do 2° dia
apos o inicio dos sintomas (Tabela 2). Foi realizado um ensaio de
soroneutralizagado (PRNT) com as amostras dos pacientes com falha vacinal. Foi
observado neutralizagdo do virus vacinal YFV-17DD, utilizado para a PRNT, em
seis pacientes testados (Tabela 2). Nao foi observada neutralizagdo viral a partir
das amostras de soro (0% de soroneutralizagdo) de pacientes IgM n&o
reagentes, indicando a real auséncia de anticorpos neutralizantes contra o YFV
nessas amostras (Tabela 2 e Figura 13).
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Tabela 2: Relagdo dos pacientes provenientes do HEM, durante o surto de febre amarela, em 2017-2018, com vacinagao preévia

contra febre amarela ha pelo menos um ano antes do inicio dos sintomas.

Tempo
Inicio Data Idade na entre Amostra Pgialzrgr)are IgM Resultado (in
ID . vacina } - vacina e testada - . anti- house MAC- PRNTgo Desfecho
sintomas gy _q7pp VACINAGA0  yoencq DPS (Domingo vy, ELISA)
et al, 2012)
(anos)
1 dose - Nao
011/2017 08/01/2017 2003 1 ano 15 2 pos neg IgM reagente detectado ALTA
2 doses —
20/2017 08/01/2017 2001e <1Ae9A 8 5 pos pos IgM reagente 1:320 ALTA
2010
1 dose - Nao
010/2017  09/01/2017 2011 17 A 7 1 pos neg IgM reagente detectado ALTA
251/2018  22/01/2018 | ggf? " 38A 1 6 pos pos ND 1:20 ALTA
55/2018 1000212018 ' S9°°7T  <1A 17 10 pos pos IgM reagente ~ >1:640  ALTA
192/2018  16/02/2018 | fggg T <A 19 2 00s pos ND 1:20 ALTA
109/2018  24/02/2018 | gggf © 7anos 17 9 pos pos ND >1:640  OBITO
256/2018  05/03/2018 | gggf " 25A 17 6 pos pos ND 1:20 ALTA

Legenda: DPS: dias p6s sintomas. ND: ndo disponivel. NR: Nao realizado. Pos: positivo. Neg: negativo.
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Figura 13: Placa ilustrativa de ensaio de soroneutralizacdo das amostras IgM n&o
reagentes (P010/2017 e P011/2017 —Tabela 2). Nos dois pacientes é possivel observar
que nao houve neutralizagdo do YFV-17DD. CV: Controle de virus. CC: Controle de

célula

A resposta imune humoral produzida pela vacina contra o YFV € a forma
mais eficaz para neutralizar e eliminar o virus durante uma infecgdo (WATSON;
KLIMSTRA, 2017). Como esses pacientes ja haviam sido vacinados, era
esperado que eles tivessem IgG de memdria logo no inicio da infecgao pelo YFV,
0 que auxiliaria no controle de uma infecgdo natural, impedindo o
desenvolvimento do quadro clinico da febre amarela.

Para analisar a auséncia de IgM e/ou IgG anit-YFV no soro desses
pacientes, foi feita a deple¢cado dos anticorpos totais IgM ou IgG da amostra de
soro mais precoce disponivel de cada paciente, seguido de ensaio de
soroneutralizagdo contra o YFV-17DD nas amostras depletadas e também na
amostra de soro total desses pacientes. A deplecgao iria ajudar a elucidar o perfil
soroldgico desses pacientes durante a infecgdo natural pelo YFV. Foi utilizada a
mesma amostra usada no teste imunocromatografico IgM anti-YFV e na PRNT
de soro total (Tabela 2). Esse experimento foi realizado na Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), em colaboragcdo com o Dr.
Mauricio Lacerda Nogueira e a Dra. Ana Carolina Terzian.

Os testes de deplegao de PRNT foram realizados da FAMERP, mas os
resultados da PRNT apresentaram algumas incongruéncias e por isso esse
experimento precisa ser repetido. Por esse motivo os resultados ndo estéo
apresentados neste trabalho. A repeticdo estava sendo conduzida no
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Laboratério de Virus quando se iniciou a pandemia do SARS-CoV-2, o que
impossibilitou sua continuagéo.

Além da repeticdo do ensaio de PRNT e titulagdo de anticorpos
neutralizantes, testes ELISA anti-IgG serdo conduzidos em parceria com o
Laboratério de Tecnologia Imunoldgica, Bio-Manguinhos -FIOCRUZ/RJ com o
objetivo de quantificar os anticorpos IgG anti-YFV nas amostras desses
pacientes.

Embora desde 2014 a OMS preconize que apenas uma dose de vacina
contra a febre amarela é capaz de conferir prote¢do por toda a vida (WHO,
2005), estudos ja demonstraram que ocorre a queda e até mesmo a completa
auséncia dos titulos de anticorpos e da imunidade celular dez anos apéds a
aplicagado de uma unica dose da vacina 17DD-YFV (BASTOS CAMACHO et al.,
2014; COSTA-PEREIRA et al., 2018). Sendo assim, a aplicagdo de uma segunda
dose seria necessaria para manter a resposta imune protetora contra YFV,
principalmente de pessoas que vivem em areas de risco (CAMPI-AZEVEDO et
al., 2016).

c. Analise da presenca de RNA do YFV em amostras de LCR e urina

Com o intuito de investigar a presenca do RNA do YFV em amostras
alternativas, foram testadas amostras de LCR de pacientes que evoluiram a ébito
e de urina, coletados durante a fase aguda da febre amarela.

E sabido que casos de reacdo adversa apds vacinagdo contra febre
amarela podem levar a casos de doencga neurotropica (DE MENEZES MARTINS;
DA LUZ FERNANDES LEAL; HOMMA, 2015; DOKE et al., 2016; FLORCZAK-
WYSPIANSKA; NAWOTCZYNSKA; KOZUBSKI, 2017; SILVA et al., 2010).
Apesar disso, os casos de infeccdo natural pelo YFV sdo geralmente associados
a doenga viscerotropica (DOUAM; PLOSS, 2018; MONATH, 2001b).

No contexto do surto de febre amarela em MG em 2017-2018, objetivou-se
analisar se o YFV do surto em questao poderia estar relacionado a infecgdo no
SNC em pacientes naturalmente infectados. Para isso, de 53 pacientes com
febre amarela que evoluiram para ébito em 2018, 14 tiveram LCR coletado post-
mortem. As amostras de LCR foram usadas para investigacdo molecular

qualitativa e quantitativa do YFV. Quatro dos pacientes testados foram positivos
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para a presenga de RNA do YFV no LCR, com Cqgs variando de 30 a 33 e carga
gendmica viral variando de 1,7x10% a 5,4x103 copias gendmicas/ml (Tabela 3).

Dos quatro pacientes com detecgdo de RNA do YFV no LCR, um deles
chegou ao HEM e morreu no mesmo dia, e por isso ndo foi realizada anamnese
ou coleta de sangue para realizagdo de exames bioquimicos. Os outros trés
pacientes apresentavam quadros graves de febre amarela, com valores
alterados das principais enzimas que avaliam dano hepatico e renal, e todos
foram internados no centro de terapia intensiva (CTIl). Os trés pacientes
apresentaram febre e vOmitos e um paciente apresentou confusdo mental e
convulsao (P1). Os pacientes, por apresentarem quadro grave de febre amarela,
poderiam estar desenvolvendo um quadro de encefalopatia hepatica, que é um
importante fator de morbidade em pacientes com dano hepatico
(SWAMINATHAN; ELLUL; CROSS, 2018).

Um dos pacientes com LCR positivo apresentou sinais de confusao mental,
relatado pelos médicos, durante a internacédo em CTl no HEM. Demais pacientes
nao apresentaram alteragdes neuroldgicas aparentes. Os sinais clinicos de uma
infecgdo no SNC por flavivirus podem se apresentar apenas como uma
meningite branda até os casos mais graves, de meningoencefalomielite
(MAXIMOVA; PLETNEYV, 2018). Apesar disso, a confusdo mental relatada pela
equipe médica também pode ser devido a internacdo em ambiente de CTI, que

por si s6 € mais estressante.
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Tabela 3: Informagbes dos pacientes com amostra de LCR positiva em RT-qgPCR para YFV.

deteccao .
Carga viral
Inicio . YFV _ .
ID Sexo Idade Historico vacinal . Obito’ (copias IgM anti-YFV?  PRNTso
sintomas (Domingo et o
genOmicas/mL)

al, 2012)
1 M 23 Vacinado - 2001 24/02/2018 05/03/2018 Detectado 3,85E+03 reagente 1:40
2 M 61 Sem vacina 09/02/2018 13/02/2018 Detectado 1,75E+03 nao reagente ND
3 M 44 Sem vacina 30/01/2018 05/02/2018 Detectado 4,47E+03 reagente 1:640
4 M 41 Sem vacina 08/01/2018 19/01/2018 Detectado 5,42E+03 nao reagente ND

' dia de coleta do LCR = data do 6bito. 2 Teste imunocromatografico IgM anti-YFV. Pos: positivo. Neg: negativo NR: n&o realizado.

ND: nao detectado.
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Esse caso de confusdao mental pode também estar relacionado ao
desenvolvimento de um quadro de encefalopatia hepatica causada pela febre
amarela. A encefalopatia hepatica pode ser definida como uma disfuncéo
cerebral causada por insuficiéncia aguda ou crénica do figado (HADJIHAMBI et
al., 2018). Os casos de encefalopatia hepatica podem ser divididos em trés
grandes grupos: (A) dano hepatico agudo; (B) manobras hepaticas
portossistémicas e (C) cirrose. Os pacientes deste trabalho estdo enquadrados
no tipo A, que geralmente € associado ao aumento da pressao intracraniana e
desenvolvimento de hérnia cerebral. A principal hipétese para o desenvolvimento
desse quadro clinico envolve a capacidade limitada do figado de remover
residuos de nitrogénio da corrente sanguinea, resultando em seu acumulo e
possiveis danos graves ao ceérebro (revisado por SWAMINATHAN; ELLUL;
CROSS, 2018). Esse quadro pode gerar casos de disturbios de consciéncia,
convulsées e coma (WIJDICKS, 2016). Citocinas inflamatorias que séo
produzidas durante a infecgdo aguda da febre amarela, que geralmente provoca
uma tempestade de citocinas no paciente infectado (MONATH, 2001a), podem
aumentar a neurotoxidade induzida pela ambnia, através do aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica (WIJDICKS, 2016). Todos esses
fatores poderiam explicar ndo s6é a confusdo mental de um dos pacientes, bem
como a possivel presenga do YFV no LCR, pelo aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefalica.

As 14 amostras de LCR foram utilizadas em teste imunocromatografico
para detecgéo de IgM anti-YFV. Dentre as 14 amostras testadas, duas amostras
foram IgM anti-YFV reagentes e 12 amostras foram IgM anti-YFV ndo-reagentes,
sendo que os dois pacientes com IgM anti-YFV reagentes tiveram detecgao de
RNA do YFV no LCR (Tabela 3). Trés dos quatro pacientes com detecgao de
RNA do YFV no LCR relataram nunca ter tomado vacina contra febre amarela.
Um dos pacientes apresentou cartdo de vacinagédo, com confirmacgao vacinagao
(vacina YFV-17DD) em 2001 (Tabela 3, P1). Esse paciente (P1) sera também
explorado no item 6.3b, que discursa sobre casos de possivel falha vacinal da
vacina YFV-17DD.

Os LCRs positivos no RT-gPCR foram utilizados em ensaios de
soroneutralizagdo (PRNTsp). Foram detectados anticorpos neutralizando até
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50% das particulas virais nas diluicdes 1:20 até 1:40 no P1 e da dilui¢cao 1:20 até
a diluicdo 1:640 no P3 (Tabela 3).

A deteccdo de IgM anti-YFV em LCR, até o momento so foi relatada em
casos de reacdo adversa vacinal (CHAVES et al., 2009; PIRES-MARCZESKI et
al., 2011). Neste estudo, IgM anti-YFV foram detectadas em amostras de LCR
de pacientes naturalmente infectados pelo YFV. Ja é sabido que as
imunoglobulinas do tipo M nao ultrapassam as barreiras hematoencefalicas,
indicando que essa imunoglobulina possivelmente foi produzida no local da
infeccdo pelo YFV, provavelmente a partir de células B que migraram dos
linfonodos para a zona de infecgado (GRIFFIN; METCALF, 2011).

Com relagdo ao YFV, ja se é conhecido que o YFV vacinal esta relacionado
a casos de doenga neurotrépica, com uma grande variedade de sintomas (DE
MENEZES MARTINS; DA LUZ FERNANDES LEAL; HOMMA, 2015; MARTINS
et al., 2014; SILVA et al., 2010). Até o momento, existe apenas um estudo que
indica que o YFV silvestre pode estar relacionado a um quadro de infec¢des no
SNC, descrito em uma crianga com suspeita de meningoencefalite (MARINHO
et al., 2019). Estudos recentes detectaram a presenca do RNA do YFV silvestre
em 10 amostras de cérebro coletadas post-mortem de pacientes com febre
amarela de um hospital da cidade de SP, porém sem estabelecer algum vinculo
de doenga neurotropica associada a esse achado (KALLAS et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2019). Aléem disso, outros flavivirus ja foram encontrados em
LCR de pacientes com quadros de infecgdo no SNC (CAROD-ARTAL et al.,
2013; LI et al., 2015; MAXIMOVA; PLETNEV, 2018; MINER; DIAMOND, 2017;
PUCCIONI-SOHLER; ROSADAS, 2015). Esses achados, conjuntamente com os
dados deste trabalho, corroboram uma possivel infeccédo do YFV em LCR de
pacientes naturalmente infectados.

Neste trabalho foram feitas tentativas de isolamento do YFV a partir das
amostras de LCR com Cq mais precoce e também tentativas de investigacéo do
antigenoma nessas amostras. Porém, em ambos os casos os resultados nédo
foram satisfatorios. Nao foi possivel isolar o YFV das amostras de LCR e a
padronizacdo da PCR para investigacdo de antigenoma ainda esta sendo
conduzida. Esses experimentos continuardo, para investigar a presenca de
particulas infecciosas no LCR e atividade de multiplicac&o viral nessas amostras.

Além disso, experimentos para avaliar a biologia do YFV que conseguiu alcangar
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o SNC podem ser conduzidos a fim de comparagdo com outras linhagens do
YFV.

Amostras de urina coletadas durante o periodo de internacdo na fase
aguda da infecgao, foram testadas por RT-qPCR. Das 57 amostras testadas, 15
foram positivas para RNA do YFV. Essas amostras foram coletadas do 2° ao 38°
DPS (Tabela 4).

Tabela 4: Amostras de urinas testadas por RT-qPCR e positivas, durante a internacéo.

, Data . .

ID . unnaN data coleta desfecho/ D!as apos

internacgao alta sintomas
1 pos 17/01/2018 25/01/2018 2
2 pos 17/01/2018 21/01/2018 3
3 pos 26/01/2018 30/01/2018 4
4 pos 01/02/2018 05/02/2018 4
5 pos 17/02/2018 22/02/2018 5
6 pos 08/02/2018 15/02/2018 7
7 pos 20/02/2018 21/02/2018 8
8 pos 15/01/2018 16/01/2018 9
9 pos 21/02/2018 22/02/2018 12
10 pos 06/02/2018 26/02/2018 21
11 pos 11/04/2018 23/04/2018 27
12 pos 05/03/2018 12/03/2018 38
13 pos 01/02/2018 ND ND
14 pos 19/02/2018 ND ND
15 pos ND ND ND

Legenda: ND: ndo disponivel. * Paciente apresentou o quadro de hepatite
tardia apos febre amarela (descrito no Capitulo 7)

A procura por amostras alternativas e menos invasivas, como amostras de
urina, podem facilitar o diagndstico em areas remotas, uma vez que a coleta é
menos laboriosa (ndo necessita de mao-de-obra especializada para coleta de
sangue e posterior separagao do soro), facilitando todo o processo de coleta.
Outros estudos ja demonstraram a persisténcia do RNA do YFV selvagem em
urina até 45 dias apos o inicio dos sintomas (BARBOSA et al., 2018; REUSKEN
et al., 2017).
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d. Analise de marcadores de diagnoéstico de pacientes com febre
amarela atendidos no HEM, em 2017 e 2018

Um grande numero de flavivirus s&o patogénicos ao homem e de forma
geral, causa desde infecgbes assintomaticas aquelas sintomaticas
caracterizadas por uma variedade de sinais clinicos e sintomas. Os sintomas
podem ser inespecificos como evoluirem para febres, febres hemorragicas e
encefalites (PIERSON; DIAMOND, 2013; VASCONCELOQOS et al., 2005). Devido
a essa sobreposicao e a falta de especificidades de sintomas, se faz necessaria
a confirmacgéo laboratorial diferencial, para o diagndstico das flaviviroses.

Durante o inicio do surto em 2017, o LACEN/FUNED ainda nao realizava o
teste diagnostico molecular para febre amarela, através de RT-gPCR. O
diagndstico era feito pela detecgéo de IgM anti-YFV, pela técnica de MAC-ELISA
caseiro. Do total de amostras testadas pelo LACEN/FUNED, em 34 foi
confirmada a infecgdo pelo YFV através do teste de MAC-ELISA caseiro para
detecgéo de IgM anti-YFV.

Com a necessidade de se realizar um teste mais rapido e sensivel para o
diagnostico da febre amarela, uma colaboragcéo foi estabelecida entre os
meédicos do HEM e o Laborat6rio de Virus/lUFMG. Em 2017, amostras do total
de 46 pacientes foram testados por RT-gPCR no Laboratério de Virus e 43
pacientes foram positivos. Com relagao a 2018, amostras de 44 pacientes foram
testados no Laboratdrio de Virus, através da técnica de RT-qPCR com intuito de
auxiliar no diagndstico laboratorial, e 42 foram positivos. As amostras testadas
no Laboratorio de Virus, com finalidade de diagndstico, foram escolhidas de
acordo com a demanda dos médicos colaboradores do HEM, sendo testadas as
amostras mais precoces disponiveis. Estes resultados foram repassados a
equipe médica do HEM, dentro de um periodo de até 48 horas, auxiliando no
diagndstico e manejo clinico dos pacientes de febre amarela durante o surto.

As amostras coletadas de forma seriada durante a internacdo foram
analisadas quanto a presenca do YFV e carga do genoma viral. As amostras de
soro testadas em 2017 (n=127, provenientes de 43 pacientes) foram coletadas
do 4° ao 25° dia apos inicio dos sintomas e testadas por RT-gPCR qualitativo.
As amostras positivas foram testadas pelo método quantitativo. Apoés a RT-
gPCR, foram detectadas amostras positivas para YFV do 4° ao 25° dia. Foi
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possivel estimar a carga genémica de RNA do YFV nestas amostras, com
valores de cargas virais variando de 15,75 copias gendémicas/ml a 3,9x108 copias
gendmicas/ml (Tabela 5).

De alguns pacientes de 2017, foi obtida informag&o do resultado do teste
sorolégico MAC-ELISA IgM anti-YFV, realizado pelo LACEN/FUNED. Os
pacientes internados no HEM em 2017, apresentaram IgM reagente, pela técnica
de MAC-ELISA, do 2° ao 23° dia apds o inicio dos sintomas (Tabela 5).

Dos pacientes de 2018, foi possivel testar por RT-gPCR qualitativo, 286
amostras de 68 pacientes, as quais foram coletadas do dia 1° ao 16° dia apos
inicio dos sintomas. Desse total, 211 amostras foram positivas. Essas amostras
foram coletadas do 1° ao 16° dia apds o inicio dos sintomas ( Tabela 6). Foi
possivel estimar a carga genémica de RNA do YFV nestas amostras, com
valores de cargas virais variando de 34,10 copias genémicas/ml a 5,8 x 10°
copias gendbmicas/ml ( Tabela 6).

Do total de amostras PCR positivas para YFV em 2018, 50 amostras
escolhidas aleatoriamente foram testadas pelo teste imunocromatografico Febre
Amarela IgM ECO Teste (ECO Diagnostica). Nove amostras foram IgM néo
reagentes. Essas amostras foram coletadas do 4° ao 7° dia apds inicio de
sintomas e os resultados indicam que nesses pacientes ainda nio foi detectada
a presencga de anticorpos IgM anti-YFV pela técnica utilizada. As 41 amostras
IgM anti-YFV reagentes foram coletadas no periodo de 3 a 13 dias apos o inicio

dos sintomas ( Tabela 6).
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Tabela 5: Valores de carga gendmica viral do YFV obtidos a partir de amostras de pacientes internados no HEM no ano de 2017.

INICIO

DATA

DATA

D GNTOMAS INTERNAGAO DESFECHO DESFECHO  4DPS 5DPS 6DPS 7DPS 8DPS 9DPS 10DPS 11DPS 12DPS 13DPS  14DPS 15DPS 17DPS 18DPS 19DPS 20DPS 21DPS  23DPS  24DPS  25DPS
1 16/01/2017  23/01/2017  30/01/2017 ALTA NEG 366E+02  NEG NEG

2 15012017  18/01/2017  25/01/2017 ALTA 6,25E402 2,94E+03 2,15E402 175E+402 2,15E402  NEG

3 130012017 19/01/2017  23/01/2017 ALTA NEG NEG  6,54E+02

4 230012017 270012017 31/01/2017 ALTA pos 1,51E404 1,11E+03

5 200012017 23/01/2017  31/01/2017 ALTA 7426404 2,88E+03 9,78E+03 1,70E+03 1,39E402  NEG

6 21012017  26/01/2017  30/01/2017 ALTA 1,16E+03 NEG

7 150012017 23/01/2017  26/01/2017 ALTA 1,87E+03 | 6,26E+02

8 13/01/2017  16/01/2017  24/01/2017 ALTA 4,25E403 5,96E+02 379E402 550E+02

9 120012017 18/01/2017  24/01/2017 ALTA 6,70E403 200E+02  NEG 2,00E+02 1,00E+02

10 08/01/2017  18/01/2017  24/01/2017 ALTA 2,12E+03

11 04/01/2017  10/01/2017  07/03/2017 ALTA 642E+02 NEG NEG
12 16/01/2017  19/01/2017  24/01/2017 ALTA 719E+04 575E+02 1,88E+02

13 10/01/2017  14/01/2017  23/01/2017 ALTA NEG  350E402 NEG  9,45E+02

14 21012017 25/01/2017  31/01/2017 ALTA 8,50E+02 1,50E+02 NEG

15 11/03/2017  15/03/2017  29/04/2017 ALTA NEG 3,23E+03 NEG

16 18/01/2017  23/01/2017  26/01/2017 ALTA 2,07E+04

17 09/01/2017  11/01/2017  19/01/2017 ALTA

18 19/01/2017  23/01/2017  26/01/2017 ALTA 1,96E+02

19 13/01/2017  18/01/2017  30/01/2017 ALTA 1,12E402 350E+02 1,35E402 4,36E+02 3,37E+03 5,50E+02

20 09/01/2017  12/01/2017  08/02/2017 ALTA 8,28E+03 9.87E+02 5,22E+03 6,34E+03 595E+402 1,13E+03
21 07/012017  12/01/2017  30/01/2017 ALTA NEG  177E403  NEG  4,57E+02 777E+02  3.45E+02 | 1,43E+03
22 06/012017  12/01/2017  18/01/2017 ALTA NEG  2,14E+02 158E+01  NEG NEG

23 25/01/2017  27/01/2017  02/02/2017 ALTA pos 1,80E402 1,00E+02

24 14/012017  18/01/2017  25/01/2017 ALTA 3,95E+02 9,00E+02 4,50E+02  7,00E+01

25 19/022017  23/02/2017  01/03/2017 ALTA  6,26E402 2,62E+02 3,15E+03 2,16E+03

26 07/012017  12/01/2017  17/01/2017 ALTA

27 19/01/2017  22/01/2017  28/01/2017 ALTA 1,22E404 581E+03 1,38E+03

28 27/02/2017  04/03/2017  05/03/2017 ALTA 3,92E+05 NEG

29 05/01/2017  11/01/2017  19/01/2017 ALTA s

30 06/01/2017  14/01/2017  20/01/2017 ALTA

31 08012017 120012017  17/01/2017 ALTA

32 15/01/2017  19/01/2017  26/01/2017 OBITO pos

33 22012017 24/01/2017 11022017 OBITO  1,91E+05 -
34 08012017  11/012017  14/01/2017 OBITO pos

35 01/012017  10/01/2017  12/01/2017 OBITO

36 27/02/2017  04/03/2017  05/03/2017 OBITO

37 05012017 11/01/2017  19/01/2017 OBITO 2,25E+04 [ ]

38 23/01/2017  28/01/2017  02/02/2017 OBITO  3,31E+03 578E+02 6,70E+01

39 27012017  01/022017  13/02/2017 OBITO 2,206402 ]
40 06/012017  11/01/2017  17/01/2017 OBITO 3,97E+02

41 06012017  10/01/2017  12/01/2017 OBITO pos

42 19/02/2017  23/02/2017  01/03/2017 OBITO 1,93E403 1,32E403

43 13/01/2017  18/01/2017  23/01/2017 OBITO 568E+05 4,18E+04 4,85E+404 2,94E+04

Legenda: NEG: resultado

negativo no RT-qPCR qualitativo para YFV. Azul: IgM anti-YFV reagente (ELISA-FUNED). Rosa: data da alta.
Vermelho: data do 6bito. Pacientes com data de alta ou 6bito apds 25 dias de sintomas, nao estao indicados na tabela.
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Tabela 6: Valores de carga genémica viral do YFV obtidos a partir de amostras de pacientes internados no HEM no ano de 2018.

D Slmlg:&s INTEE!)R}:IT/Q;AO DE;':‘ETQHO DESFECHO 1DPS  2DPS  3DPS  4DPS  5DPS  6DPS  7DPS  8DPs  9DPS  10DPS 11DPS  12DPS 13DPS 14DPS 15DPS 16 DPS
T 140212018 1710212018 21/02/2018 ALTA T11E+04 1,20E+03 NEG

2 210012018  22/01/2018  10/02/2018 ALTA 342E+02 370E402 6,82E+02 2,67E+02

3 280012018 31/01/2018  05/02/2018 ALTA 514E403 1,16E403 8,79E+02

4 140012018  17/01/2018  21/01/2018 ALTA 815E405 B870E+404 3,39E402

5 25/01/2018 26012018  01/02/2018 ALTA 4256404 300E402  NEG

6 140012018  19/01/2018  26/01/2018 ALTA 4,90E+01 NEG  1,93E+02 230E402  NEG

7 130012018 17/01/2018  23/01/2018 ALTA 578E+02 | 7,16E402 575402

8 220012018  24/01/2018  31/01/2018 ALTA 1156403 7,71E402 NEG NEG

9 26/01/2018  28/01/2018  02/02/2018 ALTA 8,53E+04 2,06E+03 6,20E402 4,31E+04

10 160012018  17/01/2018  23/01/2018 ALTA 8,62E406 100E+404 4,72E+03 NEG NEG

11 30012018  04/02/2018  10/02/2018 ALTA 221E402  5.90E+02 6,67E402

12 170012018 19/01/2018  26/01/2018 ALTA 687E+05 5,15E403 553403 396E+02 301E402  NEG

13 190012018  21/01/2018  27/01/2018 ALTA 1,56E403 6,82E403 424E402 5,60E402

14 23012018  25001/2018  02/02/2018 ALTA 1,11E406 1,20E+04 312E402 4,03E402 3,57E+02

15 120022018 1500202018  21/02/2018 ALTA 256E+404 2,12E403 3,18E402 NEG  341E+01  NEG

16 15012018  16/01/2018  30/01/2018 ALTA 8,84E405 377E+01 105E402 NEG  3,90E401 7.41E401 3,57E401
17 310012018 010202018  0/02/2018 ALTA 3126403 3356402  NEG NEG NEG

18 15/01/2018  17/01/2018  25/01/2018 ALTA 793E+04 734E403  NEG NEG NEG NEG

19 160012018  20/01/2018  26/01/2018 ALTA 5,38E405 1,09E+03 8,93E+01 1,26E402

20 16/01/2018 18012018  22/01/2018 ALTA 1246405 | 382E403 | 7,09E402  NEG NEG

21 1501/2018  20/01/2018  26/01/2018 ALTA NEG NEG NEG NEG NEG NEG

22 110212018 13022018  20/02/2018 ALTA 1,04E403 2,19E+02 537E+401  NEG

23 120202018 13022018  19/02/2018 ALTA 3256403 4,02E404 5,82E404

24 1501/2018  19/01/2018  24/01/2018 ALTA 6,04E403 500E402 481E402  NEG

25  20001/2018 30012018  22/02/2018 ALTA 4256402 2,34E403 6,75E402 621E+02
26 18/01/2018 25012018  02/02/2018 ALTA NEG NEG NEG NEG
27 060202018 120022018  22/02/2018 ALTA 699E+02  NEG NEG NEG

28 22/01/2018 25012018  06/02/2018 ALTA 1156404 279E+03 1326403 1,36E403 4,01E402

20 13001/2018  17/01/2018  29/01/2018 ALTA 241E403 587E+02 5,76E+02 2,14E402

30 160022018  17/0212018  27/02/2018 ALTA NEG  1,07E+02 168E+02  NEG NEG

31 130172018 18/01/2018  06/02/2018 ALTA NEG 1,22E402 NEG

32 24/01/2018  26/01/2018  06/02/2018 ALTA 6,86E406 1,10E403 2,80E+04 6,83E+03

33 09/0212018 1400212018  21/02/2018 ALTA 1,61E+02 186E402  NEG NEG  1,64E402

34 11012018 1300112018  24/01/2018 ALTA 3,38E+403 1,05E+03 3,26E+402 121E402  3,48E+01 NEG

5

-93-



Tabela 6: continuacao

ID a£$gﬁls INTézﬂ:;AO Degrggho DESFECHO 1DPS  2DPS 3DPS 4DPS 5DPS 6DPS 7DPS  8DPs  9DPS 10DPS 11DPS 12DPS 13DPS 14DPS 15DPS  16DPS
35  05/01/2018  11/01/2018  02/02/2018 ALTA 6,42E+02 NEG  4,92E+02  NEG NEG NEG
36 15/01/2018  19/01/2018  20/02/2018 ALTA 2,65E404 873E+01  NEG NEG

37 10/01/2018  14/01/2018  21/01/2018 ALTA 147E+04 177E+04 1,54E+03 6,33E402 5 51E+02

38 18/01/2018  21/01/2018  05/02/2018 ALTA 1,05E405 2,13E+04 6,71E+03 1,17E+03 1,99E+02 1,20E+02

39 19/01/2018  22/01/2018  07/02/2018 OBITO 1,38E+05 4156402 1,34E+02 146E+02 3,05E+02 NEG

40 13/01/2018  16/01/2018  22/01/2018 OBITO 3,30E+07 3,68E403 3,19E+03 2,00E403

41 10/01/2018  15/01/2018  19/01/2018 OBITO 478E+09 | 5,86E+409 596E+08 1,31E+06

42 15/02/2018  18/02/2018  22/02/2018 OBITO 6,96E+04 3,02E+04

43 19/01/2018  23/01/2018  28/01/2018 OBITO 4,83E+06 6,49E+04 4,14E+04 858E+03 [

44 20/01/2018  23/01/2018  27/01/2018 OBITO 2,82E407 3 44E+04 1,87E+04

45 05/02/2018  08/022018  12/02/2018 OBITO 431E+404 431E+04 431E+04

46 17/01/2018  20/01/2018  27/01/2018 OBITO 528E+05 3,11E+05 1,42E+05 1,31E+05 2,09E+04 3,84E+03 [

47 02022018  05/02/2018  24/02/2018 ALTA/TRATADO 1,83E+404 2,04E404 4,50E+03 420E402 251E+402 1,44E+02

48 050022018  08/022018  15/02/2018 ALTA/TRATADO 584E+06  NEG NEG NEG NEG NEG

49 07/02/2018  10/02/2018  22/02/2018 ALTA/TRATADO 6,61E+03 4,80E+03

50  22/01/2018  29/01/2018  06/02/2018 ALTA/TRATADO

51 31/01/2018  03/02/2018  11/04/2018  ALTATRATADO 268E+04 254E403 2,08E+03 2,86E402 1,67E+02 NEG NEG NEG
52 24/01/2018  29/01/2018  08/02/2018  ALTATRATADO 6,00E+06 529E+04 9,95E+04

53 05/02/2018  07/02/2018  13/02/2018  ALTATRATADO NEG  440E+03 3,13E+04 1,17E+08

54 12/02/2018  16/02/2018  22/2/2018  ALTATRATADO 226E403 223E+03 1,37E+03 NEG NEG

55  28/01/2018  29/01/2018  07/03/2018  ALTATRATADO 261E+406 6,63E+403 2, 75E403 3,30E402

56 01/02/2018  04/02/2018  09/02/2018  ALTATRATADO 2,52E402 8,26E+01 NEG NEG NEG

57  26/01/2018  01/02/2018  10/02/2018  ALTATRATADO 5196402  NEG NEG NEG NEG NEG
58  25/01/2018  28/01/2018  05/02/2018  ALTATRATADO 2,78E405 6,55E+404 572E402 2,48E+02

59  15/03/2018  18/03/2018  23/04/2018  ALTATRATADO 475E404 3 57E+02 NEG

60  08/02/2018  09/02/2018  19/02/2018 ALTA/TRATADO 494E402  NEG

61  14/02/2018  17/02/2018  23/2/2018  ALTA/TRATADO 3,29E403

62 21/02/2018  23/02/2018  06/03/2018 ALTA/TRATADO 1,50E403  4,73E+04

63  03/02/2018  07/02/2018  16/02/2018 ALTA/TRATADO 8,35E401 NEG  9,60E+01 342E+02

64  13/02/2018  17/02/2018  22/02/2018 ALTA/TRATADO 1,63E+02 254E402  NEG NEG

65  11/02/2018  13/022018  19/02/2018 OBITO/TRATADO 1,23E405 3,18E404 6,62E404

66  20/01/2018  01/022018  06/02/2018 OBITO/TRATADO 6,06E405 1,22E+05 1,53E+04 2,85E+04

67  03/02/2018  06/02/2018  12/02/2018 OBITO/TRATADO |

68 28/01/2018  30/01/2018 _ 04/02/2018 OBITO/TRATADO 2,09E405 3,75E+04 821E+03  1,34E+04 [

Legenda: NEG: resultado negativo no RT-gPCR qualitativo para YFV. Azul: IgM anti-YFV reagente (teste Imunocromatografico). Rosa: data da

alta. Vermelho: data do 6bito. Pacientes com data de alta ou 6bito apds 16 dias de sintomas, ndo estdo indicados na tabela.
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Os testes diagndsticos devem ser realizados de acordo com a fase da
doenca em que o paciente se encontra. Na fase virémica da doenca, que dura
de 1-10 dias aproximadamente, testes devem ser priorizados visando a detecc¢ao
do genoma viral (PCR), do antigeno viral ou a detecg&o da particula viral através
do isolamento do virus. Apos a soroconversao, que pode acontecer a partir do
5° dia apds o inicio dos sintomas, o diagnostico deve preconizar a busca por
anticorpos através de testes sorologicos, como ELISA, testes rapidos
imunocromatograficos e ensaios de soroneutralizagdo (NORONHA et al., 2017).

Apesar do diagndstico molecular ser recomendado em pacientes com até 10
dias apds inicio de sintomas (PAHO, 2005), nesse trabalho foram detectadas
amostras positivas no PCR até o 25° dia apds o inicio dos sintomas, mesmo em
pacientes ja apresentando anticorpos contra o YFV (Tabela 5 e Tabela 6).
Muitos desses pacientes sdo provenientes de areas remotas e por isso eles
chegam mais tardiamente ao atendimento médico. Em alguns desses casos,
apenas o teste sorologico pode ndo ser suficiente para a resolugdo do
diagnodstico.  Principalmente em locais hiperepidémicos para dengue,
considerando que pode ocorrer reagao cruzada entre os anticorpos anti-DENV e
anti-YFV (HALSTEAD, 2007). Dessa forma, aliar o teste sorolégico com PCR,
mesmo em dias mais avangados da infeccdo, pode contribuir para um
diagndstico mais assertivo, para um manejo clinico adequado do paciente e para
uma melhor epidemiologia da febre amarela

e. Analise se valores de carga gendmica viral pode ser utilizado como

prognostico da febre amarela

Além das anadlises do curso natural da infeccdo pelo YFV para
entendimento do curso natural da febre amarela, buscou-se por marcadores de
prognostico/gravidade, através da realizacdo de RT-gPCR quantitativo, com o
objetivo de estimar a carga genémica do YFV em soro de pacientes de 2017 e
2018.

Para alcangar esse objetivo, foram utilizados os valores de carga genémica
do YFV calculados para os pacientes com diferentes desfechos dos anos de
2017 e 2018 (Tabela 5 e Tabela 6). Os pacientes foram separados em grupos,

de acordo com o desfecho alta ou Obito. Esses grupos foram constituidos por:
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(1) pacientes com desfecho alta e valores da transaminase AST menores que
2000 U/L no dia da internagao; (2) pacientes com desfecho alta e valores da
transaminase AST maiores que 2000 U/L no dia da internagdo e (3) pacientes
com desfecho o6bito. De cada grupo, foram selecionados pacientes que
possuiam o maior numero de amostras seriadas coletadas. Apds algumas
analises exploratérias iniciais desse grupo de dados percebeu-se que a
classificagdo anteriormente feita limitava o numero de pacientes dentro dos
grupos e em alguns casos 0s grupos inclusive nao cumpriam as premissas para
realizagdo de testes estatisticos paramétricos. Por isso, as analises
apresentadas nesse trabalho serdo baseadas apenas em dois grupos, divididos
pelo desfecho alta (70 pacientes) ou 6bito (20 pacientes).

Foram analisadas 312 amostras, provenientes de 90 pacientes com febre
amarela. Essas amostras foram coletadas do 1° ao 25° DPS. Os valores de carga
viral variaram de 15,75 copias genomicas/ml a 8x10° copias genémicas/ml
(Tabela 5 e Tabela 6). Os niveis de carga gendmica viral observados nas
diferentes fases (dias apos sintomas - DPS) estdo de acordo com o esperado,
uma vez que a literatura cientifica descreve cargas gendmicas 102 a 107 (copias
de RNA/ml) durante a fase virémica da doenca (KLITTING et al., 2018;
MONATH, 2001b).

Analises entre os dois grupos ndo mostraram diferenca estatistica (teste t,
p>0,05) nos valores de média de carga genémica do YFV entre os grupos que
evoluiram para cura ou 6bito, comparando valores por DPS. Nessas analises
foram considerados apenas os valores do 4° ao 10° dia apos o inicio dos
sintomas da febre amarela, por se tratar do periodo de dias que apresentaram
maior numero de carga gendmica viral de diferentes pacientes (Figura 14).
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Figura 14: Valores da média (em log1o) dos valores de carga genémica viral, em cada

grupo analisado, por dia de sintomas. DPS: dias pds sintomas.

Esses resultados demonstram que o valor de carga genémica viral n&o
pode ser utilizada como um marcador de gravidade da febre amarela durante a
internagdo do paciente. Apesar desses resultados, Kallas et al (2019)
demonstraram que valores de carga genOmica viral maiores que 5,1 log1o
copias/ml pode ser um fator de risco independentemente associado a
mortalidade de pacientes com febre amarela (KALLAS et al., 2019). Essa
diferenca nos resultados obtidos pode ser devido ao tipo de analise realizada e
também pela a fase da infeccdo analisada em cada estudo. Enquanto a média
de dia de sintomas dos pacientes analisado por Kallas et al (2019) era de 8 dias
(KALLAS et al.,, 2019), neste estudo foram analisados os valores de carga
gendmica viral de 4 a 10 dias apds o inicio dos sintomas da febre amarela. Cabe
ressaltar que a diferenca entre os desfechos alta e ébito podem estar associados

a outros fatores como a resposta imune do hospedeiro (QUARESMA et al., 2013;
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TER MEULEN et al., 2004) e a susceptibilidade genética do paciente (BLAKE;
GARCIA-BLANCO, 2014).

Uma vez que ja se tem os valores de carga gendmica do YFV nesses
pacientes, mais estudos sdo necessarios com a finalidade de investigar a
correlacdo desses valores, como estudos que correlacionem a estimativa de
genoma viral com particulas infecciosas do YFV. Além disso, pretende-se
realizar analises estatisticas considerando os valores de carga viral por paciente
e por dia apds sintomas e ndo apenas média e mediana desses pacientes.

f. Anadlise da carga gendmica viral durante a fase aguda da febre
amarela, em pacientes do HEM tratados com o antiviral Sofosbuvir

Varios estudos foram e estdo sendo conduzidos com o objetivo de
demonstrar a atividade antiviral do Sofosbuvir também em infec¢bes causadas
por flavivirus, como ZIKV e YFV (FERREIRA et al., 2017; MENDES et al., 2019;
SACRAMENTO et al., 2017b). Esse empenho se deve, principalmente, a alta
conservagao da regido do genoma que codifica para a RNA polimerase viral
entre os membros da familia Flaviviridae (PIPERNO et al., 2014). No sitio de
ligacdo do Sofosbuvir, existe apenas uma substituigdo de aminoacido entre HCV
e YFV (Phe:Trp) e ambos os virus compartilham residuos conservados e mesma
carga de aminoacidos na regido de interagdo com o antiviral Sofosbuvir
(MENDES et al., 2019).

Em 2018, dos 230 pacientes internados no HEM com infec¢do confirmada
pelo YFV, 46 foram selecionados pela equipe médica do hospital para utilizar o
medicamento Sofosbuvir, durante a fase aguda da infecgdo pelo YFV. Como
critério de sele¢cao ao uso do medicamento, os candidatos ao tratamento com
Sofosbuvir deveriam preencher um ou mais dos requisitos a seguir: estar com
niveis de AST superiores a 1.000 UI/L, apresentar quadro de encefalopatia
hepatica, estar com sangramento moderado a grave, niveis de RNI superiores a
1,5, niveis de creatinina maiores que 2 ou oliguria, desconforto respiratério e/ou
sinais de ma perfusdo tecidual. Os pacientes eram imediatamente excluidos se
ja estavam com mais de cinco dias de sintomas, se faziam uso de aminas
vasoativas e/ou se estavam em terapia dialitica. Amostras seriadas desses

pacientes foram coletadas durante o uso do antiviral Sofosbuvir. Esse estudo foi
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conduzido no modelo de uso compassivo off-label do Sofosbuvir, de forma nao
aleatdria. Todos os pacientes consentiram com a utilizagdo do medicamento pela
equipe do HEM.

Como o estudo foi ndo aleatorizado, o grupo utilizado como controle
apresenta limitagdes, principalmente por ser formado pelos demais pacientes
com febre amarela e nao tratados internados no HEM, sem uma selegéo prévia
dos pacientes. Foram testadas de 2 a 7 amostras de cada paciente, coletadas
do 1° ao 16° dia apds o inicio dos sintomas. As amostras testadas do grupo
tratado foram coletadas antes do inicio do uso do antiviral Sofosbuvir ou no dia
de inicio de uso do medicamento. Apds RT-qPCR, os valores de carga genémica
viral variaram de 34,10 copias genémicas/ml a 5,86x10° copias genémicas/ml
(Tabela 7 e Figura 15).

Tabela 7: Valores maximo e minimo de carga genémica viral do YFV em

cada grupo analisado, por dia de sintoma, a partir do 4° dia.

DPS/valor NT-A NT-O T

cg viral Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo Maximo

4°DPS 1,68x102 8,15x10°5 1,38x10°5 3,3x10°7 8,26x 101 6,06 x 105
5°DPS  3,77x10 5,38x10°5 4,15x10°2 4,83x 106 8,35x10°1 5,84 x 10°6
6° DPS 49x10" 2,65x104 1,34x102 4,78x 109 3,30x10°2 1,17 x10°8
7°DPS  537x10"M 1,77x104 1,46x10°2 5,86x 109 2,54 x10°2 5,29 x 1074
8°DPS 3,41x10™1 1,54x10°3 3,05x102 598x10°8 2,48 x10°2 9,95 x 1074
9°DPS 8,93x10™M 4,92x102 2,00x10°3 1,31x106 2,86 x10°2 4,29 x 10°2
10°DPS 3,48x 10" 6,33x10°2 3,84x10°3 7,23x10°5 9,60x 101 2,51 x 10°2

Legenda: DPS: dias apods sintomas. cg: carga gendmica. NT-A: grupo nao-

tratado, desfecho alta. NT-O: grupo nao-tratado, desfecho ébito. T: grupo tratado
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Figura 15: Valores de carga gen6mica viral, por grupo analisado e por dia de
sintomas. As barras indicam valores de maximo e minimo. NT-A: ndo tratado
alta. NT-O: Nao tratado 6bito. T: tratado.

Analises estatisticas mais robustas e aprofundadas ainda serao realizadas
com esses dados. Além disso, a possivel melhora do paciente também sera
correlacionada ao quadro clinico no decorrer da infecgcdo. Devido a isso, esses
resultados n&o serdo apresentados neste trabalho de tese.

6.4.Conclusoes

O perfil sécio-demografico e epidemiolégico dos pacientes com febre
amarela atendidos no HEM, em 2017 e 2018, estava de acordo com o
perfil de febre amarela silvestre no Brasil;

O tempo de internacdo dos pacientes com febre amarela foi
significativamente maior em 2018, quando comparado com 2017;

A taxa de letalidade de pacientes com febre amarela atendidos no HEM,
em 2017 e em 2018, foram semelhantes (com taxa de letalidade
acumulada de 23,84%);
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Amostras de nove pacientes com vacinagao prévia contra febre amarela
ha pelo menos um ano foram positivas para RNA do YFV;

Seis amostras apresentaram anticorpos IgM anti-YFV na amostra de soro
mais recente testada;

Amostras de soro IgM reagentes apresentaram anticorpos neutralizantes
contra o YFV;,

. Amostras de LCR de quatro pacientes de 6bito de 2018 foram positivas

em RT-gPCR para YFV, com carga genémica viral variando de 1,8 x 10* a
5,2 x 10%, indicando uma possivel presenga do YFV no LCR;

Duas amostras de LCR, coletadas posts mortem foram IgM anti-YFV
reagentes e apresentaram titulos de neutralizagdo de anticorpos até 1:40
em um paciente e até 1:640 em outro paciente;

. O RNA de YFV foi detectado em pacientes com febre amarela do 1° até o

25° dia apds o inicio dos sintomas.
Em alguns casos, a janela de detec¢gdo molecular de YFV ultrapassou 10
dias de sintomas, podendo auxiliar no diagnéstico laboratorial de febre

amarela, nesses casos.

. A deteccdo do genoma do YFV foi possivel em pacientes que ja

apresentavam IgM anti-YFV reagente.

. O RNA do YFV foi detectado na urina do 1° ao 32° de infec¢do, durante a

fase aguda da febre amarela.

Foram observados valores de carga genémica viral do YFV de 15,75
copias gendmicas/ml a 5,8 x 10° cdpias gendmicas/ml, em pacientes de
2017 e de 2018.

. Analises estatisticas ndo demonstraram diferenga nos valores de carga

gendmica do YFV entre pacientes com os desfechos de alta e obito.
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7. CAPITULO 4: Analisar o curso natural da febre amarela durante a fase
de convalescencga da doenga, avaliando aspectos clinicos, bioquimicos
e persisténcia viral em diferentes amostras de pacientes de febre
amarela com desfecho alta e pelo menos um retorno ambulatorial no
HEM

Devido a escassez de informacéo sobre a fase de convalescencga da febre
amarela, a equipe médica do HEM decidiu acompanhar os pacientes com febre
amarela atendidos no hospital em 2017 e 2018 apds a alta hospitalar. Com isso,
os médicos poderiam acompanhar a clinica dos pacientes apés a fase aguda da
febre amarela e os demais integrantes do grupo de estudos da Febre Amarela
poderia acompanhar aspectos virais, sorolégicos imunoldgicos, dentre outros,
durante a fase de convalescenga da doenca.

Os pacientes foram instruidos a retornarem ao hospital para seguimento
ambulatorial apds 15, 30, 45 e 60 dias da alta hospitalar. Os critérios para alta
hospitalar eram: completar ao menos sete dias de sintomas, estar sem febre por
pelo menos 48 horas, melhora clinica, auséncia de manifestagées hemorragicas,
RNI < 1,5, aminotransferases com valores abaixo de 1000 U/L ou em queda e

funcao renal normalizada.
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7.1. Fluxograma

De acordo com o fluxograma abaixo, os pacientes passaram por uma
nova anamnese e tiveram amostra de sangue (para posterior separagado do
5 soro), urina e saliva coletadas durante o retorno. Esses dados foram usados para

analises de marcadores dessa fase da doenca.

Surto febre Acompanhamento
amarela 2017 e ambulatorial apés
2018 alta hospitalar

Anamnese e coleta
de amostra: soro,

urina, saliva

Marcadores

ety in Marcadores
bioguimicos e virolégicos

clinicos
. RT-gPCR Sequenciamento e
oanalises PRNT,, e Elisa qualitatito e analises
quantitativo filogenéticas

10

-103 -



10

15

20

25

30

7.2Metodologia

7.2.1 Amostras bioldgicas

Pacientes atendidos no HEM e com pelo menos um retorno ambulatorial
apo6s a alta hospitalar tiver amostras de soro, urina, saliva e bidpsia coletadas
durante a fase de convalescencga da febre amarela.

7.2.2 Deteccao molecular de YFV

A extracdo de RNA total a partir de soro, urina, saliva ou LCR foi realizada a
partir de 140 yl de amostra, utilizando o kit Qlamp Viral RNA Minikit (QIAGEN,
USA), seguindo as instru¢des do fabricante. O RNA total extraido foi armazenado
até o momento do uso em ultra freezer a -70 °C.

A extracdo de RNA a partir de tecido foi realizada a partir de no maximo 30
mg de tecido, utilizando o kit RNeasy MiniKit (QIAGEN, USA), seguindo as
instru¢des do fabricante. O RNA total extraido foi armazenado até o momento do
uso em ultra freezer a -70 °C.

Para prospeccdo do YFV nas maostras coletadas durante a fase de
convalescenga da febre amarela, foi empregada a metodologia de RT-qPCR
descrita por DOMINGO et al (2012) nas amostras de soro, urina e tecido
coletadas. A reagédo de RT-gPCR foi realizada nas seguintes condigdes: a 10 pl
de tampéao 2x (GoTaq 1step, Promega, USA) foram adicionados 0,5 ul de cada
iniciador, 0,4 ul YFV-probe-HEX, 0,5 ul da Transcriptase Reversa, 5,0 ul de RNA
e agua ultrapura g.s.p. 20 yl. A reagdo ocorreu em termociclador StepOne
(Applied Biosystems), nas seguintes condi¢des: 42°C — 15 minutos, 95°C — 10
minutos e 40 ciclos: 95°C — 10 segundos / 60°C — 60 segundos. Amostras com
quantification cycle (Cq) abaixo de 38 foram consideradas positivas.

Para genotipagem do YFV nas amostras positivas na triagem descrita acima,
para amplificacdo de parte do genoma de YFV, para posterior sequenciamento,
foram utilizados os iniciadores pan-flavivirus descritos por Patel et al (2013).
Apo6s a amplificagdo, as amostras positivas foram separadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida 8%. Os fragmentos correspondentes ao tamanho esperado

(260 pb) foram purificados e sequenciados. As sequéncias finais geradas foram
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utilizadas em analises filogenéticas, para a conclusdo da genotipagem
(REZENDE et al., 2019).

7.2.3 Sequenciamento e Inferéncias filogenéticas

O sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico ABI 3700
(Applied Biosystems). Cada amplicon foi enviado para sequenciamento pelo
menos duas vezes com cada iniciador especifico. Os demais passos para o
sequenciamento foram realizados no laboratério da Plataforma de
Sequenciamento de DNA Sanger/Fiocruz. O sequenciamento foi realizado em
parceria com os pesquisadores Jaquelline Germano de Oliveira e Pedro Augusto
Alves, do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas.

Os dados brutos do sequenciador foram analisados e as sequéncias finais
montadas e visualizadas utilizando os programas SeqTrace (STUCKY, 2012),
Phred (EWING et al., 1998; EWING e GREEN, 1998) e Phrap (GORDON et al,
1998), implementados na plataforma CENARGEN, da EMBRAPA

(www.cenargen.embrapa.br)), ou com o programa Geneious V9

(www.geneious.com). Para o estabelecimento das sequéncias finais, foram

consideradas as bases que apresentaram valor de Phred, ou valor
correspondente, de qualidade igual ou superior a 30.

Para inicio das analises, todas as sequéncias finais geradas foram
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank, utilizando os programas
BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990; www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Sequéncias de
nucleotideos (nt) relativas as regides analisadas dos genomas dos virus
detectados nesta pesquisa foram obtidas do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
para analises comparativas. Os alinhamentos das sequéncias de nt foram feitos
com o auxilio dos programas Clustal W implementado no pacote MEGA7
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

Os alinhamentos foram usados para construgdo de arvores filogenéticas.
Previamente as analises filogenéticas, o programa DAMBE (XIA; XIE, 2001) foi
utilizado para a verificagao de saturagao nas sequéncias e para a verificagao do
sinal filogenético, juntamente com o programa TreePuzzle v5.3.

O melhor modelo evolutivo para cada conjunto de sequéncias de nt foi
selecionado através do programa JModel Test (DARRIBA et al., 2012). Em
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seguida, arvores de maxima verossimilhanca (ML — maximum likelihood) foram
construidas com busca heuristica, partindo de uma arvore construida pelo
método de Neighbor-Joining (NJ). Perturbagbes foram feitas nas arvores, com o
objetivo de se encontrar a melhor arvore, usando o algoritmo TBR (“tree bisection
and reconnection”). Testes de bootstrap, com 1000 replicatas, foram realizados
de forma a checar a confiabilidade dos ramos das arvores.

7.2.4 Deteccao de anticorpos contra febre amarela

Com o objetivo de se conhecer o perfil sorolégico dos pacientes com
suspeita de febre amarela, foi realizado um teste imunocromatografico para uma
analise preliminar da presenga de anticorpos anti-YFV IgM (Febre Amarela IgM
ECO teste), seguindo as instrugdes do fabricante. Esses testes foram realizados
em soro e LCR dos pacientes. Os testes foram gentilmente doados pela empresa
ECO diagnostica.

A metodologia de soroneutralizagao e titulagado de anticorpos neutralizantes
foi realizada segundo descrito por WIETEN e colab. (2016), com algumas
modificagbes, descritas a seguir: Um total de 4,0 x 10° células Vero foram
semeadas em placas de 6 pocos, 24 horas antes da realizagdo do experimento.
Foi feita diluicdo seriada do soro a ser testado, na base 2, a partir da diluicao
1:20 até a diluicdo 1:1280. Foram utilizados 150 PFUs do virus vacinal YFV-
17DD por pogo. Trezentos microlitros foram utilizados para adsorgao, em cada
poco, amostras em duplicata, na monocamada de células Vero. No 5° dia, as
monocamadas de células foram fixadas com solug¢ao de formaldeido a 10%, por
90 minutos. O formaldeido foi descartado e as monocamada celular foi corada
com cristal violeta 1% (p/v), por 30 minutos e as placas de lise foram contadas.

7.2.5 Deteccao de IgG anti-YFV pela técnica de ELISA

Esta técnica foi realizada em parceria com as pesquisadoras Ana Paula
Dinis Ano Bom, Andrea Marques Vieira da Silva e Camilla Bayma Fernandes no
Laboratério de Tecnologia Imunolégica, Bio-Manguinhos, Fundagdo Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro. Este ELISA in-house foi realizado nas amostras
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do paciente do relato de caso da sindrome hepatica tardia apds febre amarela,
descrito no capitulo 7.

Os anticorpos IgG anti-YFV foram investigados usando soros coletados
nos dias 8, 36, 78, 83, 197 e 396 apds o inicio dos sintomas pela técnica de
ELISA in-house. A placa de 96 pogos foi revestida com 2,5 uyg/ml de YFV-17DD
diluido em 50 pl/pogo de tampdo de revestimento (tamp&o de carbonato-
bicarbonato, pH=9,6) e incubada durante a noite a 4° C. Depois, a placa foi
lavada mecanicamente cinco vezes com 300 pl/pogo usando tampao de lavagem
(PBS pH=7,4 acrescido de Tween-20 0,05% — PBS/T). Todas as etapas de
lavagem subsequentes foram realizadas como descrito acima. A placa foi entéo
bloqueada com 100 ul/pogo usando solugéo de bloqueio/diluente (BDS) (PBS/T,
BSA a 0,05%, SFB a 3% e leite em p6 desnatado a 5%), durante 1 hora a 37° C.
As amostras de soro foram diluidas de 1:20 até 1:160. Para a curva padrao, o
anticorpo Anti-Yellow Fever Serum (YF - NIBSC) foi diluido em duas dilui¢gdes
seriadas usando BDS, variando de 1 a 0,015 Ul/ml. Apés 1 hora a temperatura
ambiente, a placa foi lavada e incubada com 100 pl/pogo com anticorpo
comercial HRP Anti-IlgG Humano (BD Bioscience) diluido 1:3000 em BDS e
incubado por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi lavada e foram
adicionados 100 pl/poco de solugédo de substrato (TMB mais TM). A placa foi
incubada por 15 min a temperatura ambiente e, em seguida, foram adicionados
100 pl /pogo de solugéo de parada (H2SO4 2M). As medigbes dos parametros
foram realizadas a 450 nm, utilizando espectrofotobmetro. Os valores de
absorbancia das diluigdes da amostra de soro foram plotados na curva padréao.
Os titulos de anticorpos foram calculados utilizando o software SoftMax Pro® por
regressao logistica para quatro parametros e expressos em Ul/ml, em relag&o

ao antissoro de referéncia.

7.2.6 Parametros bioquimicos analisados

Diferentes marcadores bioquimicos podem ser utilizados para avaliar o dano
da infeccéo pelo YFV e o dano hepatico da febre amarela. A ALT € uma enzima
presente nos hepatdcitos, principalmente no citoplasma e seus niveis
sanguineos aumentam quando ha dano hepatico (GOWDA et al., 2009; LIMDI,
2003). Os valores normais de ALT variam de 10-40 U/L (ABIM, 2020). A AST
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também esta presente nos hepatocitos, majoritariamente nas mitocéndrias, mas
também é encontrada em outros 6rgaos (GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003). Os
valores normais de AST variam de 10-40 U/L (ABIM, 2020).

Outro marcador de dano hepatico é a bilirrubina, que € um produto produzido
da quebra da porgdo heme da hemoglobina. A bilirrubina é absorvida pelos
hepatdcitos, conjugada com albumina (bilirrubina indireta) e excretada pela bile.
Em caso de dano hepatico, essa funcao fica comprometida, ocasionando em
acumulo de bilirrubina no sangue, que pode gerar ictericia (GOWDA et al., 2009;
LIMDI, 2003). Os valores normais de BT variam de 0,3 a 1,0 mg/dl e os valores
de bilirrubina direta BD variam de 0,1 a 0,3 mg/dl (ABIM, 2020). Os valores de
BT sado calculados pela soma dos valores da bilirrubina indireta, que é a
bilirrubina insoluvel que chega até o figado, e os valores da BD, que € sua forma
soluvel, liberada na corrente sanguinea para eliminagao pelo corpo (GOWDA et
al., 2009; LIMDI, 2003).

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima com fungcdo de remover grupos
fosfatos de diversas moléculas. E produzida no figado e esta presente nas
células ao redor dos ductos biliares do figado. Em casos de obstru¢cado desses
ductos, por colestase ou infiltrados, por exemplo, a concentracdo dessa enzima
no sangue ira aumentar (GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003). Os niveis normais
de ALP podem variar de 30-120 U/L (ABIM, 2020).

A Gama glutamil-transferase (GGT) € uma enzima envolvida na transferéncia
de aminoacidos através da membrana celular, presente nos hepatdcitos e vias
biliares. E um marcador razoavelmente especifico para medir danos hepaticos
(GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003).. Os valores normais de GGT variam de 9-
50 U/L (ABIM, 2020).

O teste de coagulacéo (avaliado pelo RNI — raz&o normalizada internacional)
€ uma medida para avaliagdo da via extrinseca de coagulagcédo e também pode
ser indicador de les&o hepatica, ja que o figado é responsavel pela producéo de
fatores de coagulacdo (GOWDA et al., 2009; LIMDI, 2003). O RNI mensura a
velocidade de coagulagdo que se deseja avaliar, com o tempo de uma
coagulagdo normal. Valores maiores do que 1 indicam que a velocidade de
coagulagao esta mais lenta do que o esperado.

A ureia é formada no figado como um dos principais produtos finais do

metabolismo de substancias contendo nitrogénio e € excretada pelos rins
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(BAUM; DICHOSO; CARLTON, 1975). Os valores normais da ureia variam de 8
a 20 mg/dl (ABIM, 2020).

A Cr é um produto do metabolismo muscular, e como a ureia, é excretada
pelos rins. E um fator relativamente estavel e mais sensivel para medir dano
renal do que os niveis de ureia (BAUM; DICHOSO; CARLTON, 1975). Os valores
normais de creatinina variam de 0,7 a 1,3 mg/dl (ABIM, 2020).

Com o intuito de se procura por marcadores de prognostico/gravidade da
febre amarela, foram analisados marcadores bioquimicos durante a fase aguda
da infecgao.

Para avaliagdo de dano hepatico, foram analisados os marcadores ALT,
AST, BT, BD, ALP, GGT, RNI e também os marcadores de dano renal ureia e
Cr. Além dos exames bioquimicos, em alguns casos também foram avaliados
valores obtidos a partir de hemograma dos pacientes, como hemoglobina,
hematocrito, contagem de plaquetas, leucdcitos, neutrofilos, eosindfilos e
linfocitos.

7.2.7 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas deste trabalho foram realizadas utilizando os
programas SPSS v25 (ARMONK, 2017), GraphPad Prisma v7 e o software R,
considerando 95% de nivel de significancia.

Para analises entre grupos, foram realizados teste t (teste de Student). Essas
analises foram realizadas para determinagdo de progndéstico da febre amarela
baseado na carga genbmica viral, eficacia do antiviral Sofosbuvir, também
mensurada pela carga genémica viral e na analise exploratorio de fatores de
risco da hepatite tardia apos febre amarela. Essa ultima analise foi realizada em
colaboragdo com o Dr. Marcelo Pascoal Xavier, do Instituo René Rachou —
Fiocruz/MG.

Para analises de variaveis que nao cumpriam a premissa de possuirem
distribuicdo normal, ou quaisquer outras premissas que impedissem a realizacao
de testes paramétricos, foram realizados testes nao-paramétricos para
comparagao dos valores estabelecidos. Os testes n&do paramétricos utilizados
serao detalhados na sec¢ao de resultados e discussao.
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7.3 Resultados e Discussao

Dos 54 pacientes que receberam alta do HEM em 2017, 49 (90,74%)
pacientes compareceram em pelo menos um retorno ambulatorial. Em 2018, dos
173 pacientes que receberam alta hospitalar, 144 (83,23%) retornaram a pelo
menos um acompanhamento ambulatorial apds a alta hospitalar.

Nos primeiros retornos (15, 30 e 45 dias apos a alta hospitalar), os
pacientes apresentaram melhora clinica e diminuicdo dos valores de AST e ALT
(Figura 16). Porém, quando os pacientes voltaram para o retorno ambulatorial
de aproximadamente 60 dias apos a alta, os médicos do HEM observaram que
um grupo de 38 pacientes (2017 n=9 e 2018 n=29), correspondente a
aproximadamente 12% do total de pacientes atendidos no HEM em cada ano,
reportou piora clinica, relatando intensa fadiga e fraqueza, além de 13 pacientes
terem apresentado ictericia na data do retorno. Esses pacientes apresentaram
valores das enzimas AST e ALT > 500 UI/L (Figura 16), os valores de RNI
estavam alterados em alguns pacientes, mas esses valores nao ultrapassaram

1,66, além de apresentarem alteragdes em outros marcadores de dado hepatico

e renal.

TGO/AST 2017 e 2018 TGP/ALT 2017 e 2018

OTGO/AST HT

O TGP/ALT HT
"®F

© TGO/AST A3 O TGP/ALT

Ui/

Figura 16: Valores de AST e ALT dos pacientes atendidos no HEM em 2017-2018.
Comparacao entre os niveis de AST e ALT em pacientes com quadro clinico de hepatite
tardia apos febre amarela e os pacientes que néo apresentaram esse quadro clinico. E
possivel observar os elevados valores de AST e ALT dos pacientes com o quadro clinico

da hepatite tardia apos febre amarela (circulo verde), proximo aos 60 dias apds a o inicio
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dos sintomas. DPS: Dias pés sintomas. HT: hepatite tardia apos febre amarela. TGO:

transaminase glutdmico oxalacética. TGP: transaminase glutdmico-piruvica.

Dentro da rotina hospitalar, os pacientes fizeram testes para exclusdo de
outras possiveis causas de hepatite, como exames para agentes virais
hepatotropicos (hepatites A, B e C), citomegalovirus, HIV, Epstein-Barr virus,
Herpes Simplex virus, Herpes Zoster virus, toxoplasmose e para doencas
autoimunes. Todos os pacientes com esse quadro clinico foram negativos nos
exames indicativos de fase aguda de infeccdo, sendo descartada outra fonte
causadora da hepatite observada 60 dias apds alta hospitalar. Esses dados
indicaram que o dano hepatico poderia estar vinculado ao quadro de febre
amarela apresentado por esses pacientes.

Devido a alteragdes de enzimas hepaticas, este quadro clinico foi
denominado de “Hepatite Tardia Apdés Febre Amarela”. Segundo a equipe
meédica do HEM, os critérios para inclusdo no quadro clinico de hepatite tardia
apo6s febre amarela eram: transaminases acima de 500 UI/L ap6s a melhora
clinica e laboratorial (redugao de AST abaixo de 250 UI/L), ALT > AST e elevacéo
das transaminases acima de 4x o valor mais baixo durante a fase de
convalescéncia da febre amarela. Outro trabalho que analisou pacientes do surto
de 2018-2019 no estado de SP e com quadro clinico semelhante a esse, definiu
hepatite tardia como um aumento dos valores das transaminases até seis meses
ap6s a melhor clinica ou normalizacdo da funcdo hepatica dos pacientes
(CASADIO et al., 2020).

Como os valores de AST e ALT dos pacientes com hepatite tardia eram
visivelmente maiores durante a fase desse quadro clinico, foi feita uma analise
estatistica entre esses valores nos grupos de pacientes. Valores de AST e ALT
durante a fase da hepatite tardia (fase de convalescenga) eram maiores no grupo
que apresentou esse quadro clinico do que no grupo com pacientes que n&o
desenvolveram o quadro clinico da hepatite tardia (p=0,003).

Na busca por fatores de progndstico para hepatite tardia ainda durante a
fase aguda da febre amarela, foi realizado um estudo exploratorio das variaveis
bioquimicas em pacientes que desenvolveram ou ndao o quadro clinico da
hepatite tardia apos febre amarela. Para isso, foram considerados os valores
coletados nos primeiros seis dias de internagcao dos pacientes, das variaveis
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bioquimicas AST, ALT, ALP , GGT, BT, BD, hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht),
leucdcitos, neutréfilos, plaquetas, RNI, PTTA, ureia e Cr de dois grupos de
pacientes: (1) pacientes que evoluiram para o quadro de hepatite tardia apos
febre amarela (HT) e (2) pacientes que ndo apresentaram o desenvolvimento
desse quadro clinico Como foram considerados todos os pacientes internados
com febre amarela no HEM, nos anos de 2017 e 2018, que evoluiram para cura
e que preencheram o critério de possuir a0 menos quatro valores para as
variaveis analisadas, dentro dos seis dias analisados.

Para analise das variaveis, foi calculada a mediana dos valores obtidos de
cada variavel, dentro de cada grupo, por dia de sintoma (Quadro 1). A partir
desses valores foram realizados teste t, considerando as variaveis bioquimicas
dentro de cada grupo (HT e GC) e por dia de internagdo (D1 a D6). Para cada
variavel foi plotado um grafico, em que o eixo x representa os dias de sintomas
e 0 eixo y representa os valores das medianas para a variavel correspondente
(Figura 17).
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Quadro 1: Valores de medianas, por dia de internagdo, das variaveis bioquimicas

analisadas no estudo de fatores de prognédstico durante fase aguda da febre amarela

para desenvolvimento da hepatite tardia apods febre amarela.

Variavel Desfecho D1 D2 D3 D4 D5 D6
AST SEM HT 2061 1688 1526 1297 958 882
(10-40U/L) HT 1651 1568 1609 1404 1104 762
ALT SEM HT 1323 1236 1166,9 10344 883,9 791,6
(10—40U/L) HT 1440 1455 1421 1219 1040 896
febre amarela | SEM HT 113 109,74 117,46 11942 128,38 132,33
(30—120U/L) [HT 120,3 1147 161,7 128,8 133 138,8
GGT SEM HT 548 342 375,4 450,4 505,2 517,3
(9-50U/L) HT 319,2 327,5 385,6 798 598,6 558,3
BT (0,3-1,0 SEM HT 1,939 1,942 2,16 2,611 2,871 3,159
mg/dl) HT 1,596 1,648 2,125 2,416 2,882 2,96
BD (0,1-0,3 |SEMHT 1,566 1,546 1,738 2,113 2,358 2,634
mg/dl) HT 1,252 1,33 1,738 1,978 2,404 2,485
Hemoglobina |SEM HT 14,695 14,156 14,285 13,999 13,725 13,641
(14-18 g/dl) HT 14,697 14,261 14,435 14,162 14,189 14,352
HT (42 - 50%) SEM HT 42612 41174 41174 40,591 39,076 38,48
HT 43,011 41,533 41,806 41,25 41,241 41,49
Leuco (4.000 - | SEM HT 3357 3877 4287 5066 5842 5999
11.000 mm3®) |HT 3486 3576 4148 6589 5007 5319
Linfécitos SEM HT 1104,5 1556,8 1733,9 1946,3 2226  2037,2
(30% - 45%) [HT 1201 1384 1517 1766 2068 1962
Plaq (150.000- | SEM HT 105477 104013 104252 111994 126031 137704
450.000 mm3) [HT 101889 104606 100377 105188 117296 123341
RN SEM HT 2,349  1,1249 1,157 1,941 1,1388 1,161
HT 1,1046  1,1994 11026 1,0743  1,0661 1,0317
PTTA SEM HT 31,355 31,17 33,57 30,79 33,86 30,73
HT 29,64 28,73 32,26 28,14 28,36 27,96
Ureia SEM HT 36,76 31,23 29,04 30,22 30,96 31,83
(8-20 mg/dl) [HT 29,95 26,2 26,79 26,77 26,45 26,23
Cr (0,7- SEM HT 1,194 1,1 1,0661 1,147  1,1171 1,147
1,30mg/dl) HT 0,8297 0,969 0,939 0,91 0,914 0,945
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Legenda: D = dia. GC = grupo controle. HT = grupo hepatite tardia apos febre amarela. Plaq
= plaquetas. Leuco = leucdcitos. Linfo = linfocitos. Cr = creatinina. Valores de referéncia

apresentados em unidades do sistema internacional (Sl), a seguir: Creatinina: 0,7—-1,30 UI/L
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Figura 17: Gréficos plotados a partir dos valores das medianas das variaveis
consideradas na analise de fatores de prognodstico para hepatite tardia apds febre

amarela (eixo Y), por dia de sintomas (eixo x).
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Legenda: as medidas dos valores dos eixos y sdo: AST, ALT, ALP e GGT = UI/L;
BT, BD, ureia e creat = mg/dL; Hb = g/dL; Ht e Linfo = %; Leuco e Plag = mm?. D = dia.
0 = grupo controle. 1 = grupo hepatite tardia apds febre amarela. Palq = plaquetas.
5 Leuco = leucdcitos. Linfo = linfocitos. Creat = creatinina.
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Foi encontrada diferenga entre os grupos HT e GC quando comparadas as
medianas dos valores de Cr por dia de sintoma (p=0,031). Apesar dos grupos
GC e HT apresentarem diferenca estatistica nos valores de Cr, o valores da
mediana calculados ainda se encontram dentro da faixa de valores normais, que
varia de 0,7 — 1,30 UI/L (ABIM, 2020).

Apesar da sindrome aguda renal ja ter sido associada com o quadro grave
da febre amarela, ndo se tem dados sobre sua frequéncia, fatores de risco e
imunopatogénese (revisado por BURDMANN; JHA, 2017). Alguns estudos
indicam que esse 6rgao € afetado durante a infecgdo pelo YFV, sendo um sitio
de multiplicagdo viral (MONATH, 2001b). Um estudo nos EUA descreveu quatro
casos de febre amarela apds vacinagdo com a vacina YFV-17D-204. Os quatro
pacientes analisados apresentaram disfuncao renal e evoluiram a obito. Nesses
pacientes, os valores de creatinina estavam elevados e foram os seguintes:
362,4 umol/L, 123,8 ymol/L, 114,9 umol/L, 141,4 umol/L (MARTIN et al., 2001).
Apesar da doenca ter sido provocada pelo YFV vacinal, o quadro clinico de febre
amarela nesses pacientes foi similar a uma infec¢do natural causada pelo YFV
silvestre. Esses dados mostram uma possivel insuficiéncia renal causada pelo
YFV, com aumento dos valores de creatinina durante a fase aguda da febre
amarela. Outros estudos, como analise multivariada dos dados dos dois grupos
de pacientes, sao necessarios para melhor entendimento desse novo quadro
clinico descrito pelo nosso grupo de estudos da febre amarela em MG.

Para avaliagdo de presenga do genoma viral e analise de marcadores
bioquimicos de dano hepatico dos pacientes com febre amarela internado no
HEM em 2017 e 2018, no retorno ambulatorial dos pacientes era coletada nova
amostra de sangue (para posterior separacdo de soro) e urina. A urina era
geralmente coletada no 1° retorno do paciente. Amostras de soro e urina de 17
pacientes de 2017, incluindo oito pacientes do quadro de hepatite tardia, foram
testadas por RT-gPCR. Foi possivel detectar o genoma do YFV em amostras de
urina de dois pacientes coletadas 68 e 66 dias apds inicio dos sintomas,
respectivamente, durante a hepatite tardia apos febre amarela, (Tabela 8). Os
dois pacientes haviam sido vacinados em janeiro de 2017 (14/01/2017 e
16/01/2017).
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Tabela 8: Amostras de soro e urina testadas por RT-gPCR para YFV. Pacientes com
amostra de urina e/ou soro coletadas durante o seguimento ambulatorial, durante surto

de febre amarela em 2017

urina Soro Dias apo6s

ID data coleta . AST ALT
retorno  retorno sintomas
1* pos neg 24/03/2017 68 ND ND
2% pos neg 29/03/2017 66 671 1489
3* neg neg 24/03/2017 66 613 1112
4* neg neg 24/03/2017 79 744 862
5* neg neg 17/03/2017 68 889 1427
6* neg neg 24/03/2017 76 381 584
7 neg neg 24/03/2017 77 448 440
8* neg neg 17/03/2017 68 633 1435
9 neg neg 24/03/2017 80 NR NR
10 neg NR 24/03/2017 72 77 147
11 neg NR 10/03/2017 54 73 132
12  neg NR 17/03/2017 63 83 99
13  neg NR 17/03/2017 49 NR NR
14  neg NR 24/03/2017 76 57 46
15 neg NR 24/03/2017 62 94 234
16 neg NR 10/03/2017 44 NR NR
17  neg NR 24/03/2017 61 NR NR

* Pacientes classificados no quadro de hepatite tardia. Neg: resultado negativo no RT-
gPCR qualitativo para YFV. Pos: resultado positivo no RT-gPCR qualitativo para YFV.

ND: n&o disponivel. NR: n&o realizado.

Além das amostras urina, foram testadas amostras de coagulo dos nove
pacientes do grupo de hepatite tardia apos febre amarela em diferentes fases da
infecgao da febre amarela. Sete amostras testadas foram positivas para o RNA
do YFV. Os coagulos positivos sdo provenientes de amostras de sangue
coletadas do 1° ao 32° DPS (Tabela 9).
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Tabela 9: Amostras de coagulo testadas por RT-qPCR para YFV, do grupo que

apresentou o quadro clinico da hepatite tardia apds febre amarela.

RT_SPCR data coleta DPS
coagulo

1 pos 03/02/2017 19
2 pos 30/01/2017 10
3 pos 10/02/2017 23
4 pos 10/02/2017 32
5 pos 03/02/2017 25
6 pos 03/01/2017 1
7 neg ND ND
8 pos 03/02/2017 25
18 neg 31/03/2017 69

Legenda: DPS: dia apés sintomas. Neg: resultado negativo no RT-gPCR qualitativo para
YFV. Pos: resultado positivo no RT-gPCR qualitativo para YFV ND: n&o disponivel. A

numeracgao da ID é correspondente com a tabela 11.

Para investigar se o RNA viral encontrado na urina era de virus vacinal ou
selvagem, foi realizado o protocolo de genotipagem do YFV, seguindo a
metodologia descrita neste presente estudo (tépico 6.2, REZENDE et al., (2019)
(anexo llIl). A analise das sequéncias de nucleotideos indicou que a sequéncias
agruparam com outras sequéncias do YFV silvestre, no clado Sul-Americano |
(Figura 18), indicando a presenga do YFV silvestre nas amostras de urina
analisadas.

A persisténcia do RNA do YFV ja havia sido indiretamente demonstrada em
pacientes naturalmente infectados que tiveram RNA detectado na urina até 45
dias apds o inicio dos sintomas, durante a fase de convalescenca da febre
amarela (BARBOSA et al., 2018; REUSKEN et al., 2017). Amostras de urina
coletadas dos pacientes de 2018 ainda serdao testadas, para avaliagcdo da
presenca e persisténcia de RNA de YFV em pacientes com e sem hepatite tardia.
Apesar de estudos sobre investigagdo de RNA do YFV em coagulos serem
escassos, a presenca do RNA de DENV ja foi demonstrada em coagulos de
doadores de sangue previamente positivos para DENV (ANEZ et al., 2016).

Embora a doenga causada pelo YFV seja caracterizada por um periodo
agudo de infecgdo seguido pela fase de convalescéncia, nesse grupo de 38
pacientes foi observado a hepatite tardia, representando 12,5% do total de casos

de pacientes atendidos durante a fase aguda no HEM, em 2017 e 2018.
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Figura 18: Inferéncias filogenéticas de YFV (213 nt) de amostras sequenciadas a partir
de soro, urina e bidpsia de paciente atendidos no HEM em 2017.As analises foram feitas
pelo método de Maxima Verossimilhanga e modelo de substituicdo Tamura Nei, usando
o programa ClustalW, implementado no MEGA7. A arvore foi editada usando o
programa FigTree. As amostras de urina YFV positivas estdo representadas em
vermelho. A amostra da bidpsia YFV positiva esta representada em laranja. O clado das
amostras sequenciadas neste trabalho esta indicado em rosa. Os clados das demais
amostras brasileiras estao indicadas em preto. O clado das sequéncias vacinais foi
colapsado e esta representado em verde. Amostras africanas estéo indicadas em azul.
Valores de bootstrap estdo representados pelo tamanho dos circulos. A escala

representa a taxa de substituicao de nt por sitio.

Dentre os pacientes que desenvolveram o quadro clinico da hepatite tardia,
foi possivel avaliar melhor o quadro clinico, um fragmento de bidpsia hepatica e
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biomarcadores da resposta imunoldgica de um deles. O paciente 4 (Tabela 10)
apresentou o inicio dos sintomas da febre amarela em 5 de janeiro de 2017,
sendo admitido no HEM no dia 11 de janeiro de 2017. Neste dia (7° DPS), o
paciente apresentava-se ictérico, com elevados niveis de bilirrubina, AST e ALT
(Figura 19 e Tabela 10). Este paciente foi apresentando melhora clinica
progressiva e teve alta no dia 19 de janeiro de 2017 (15° DPS). Dois dias antes
da alta, o paciente apresentava diminui¢gao dos niveis de bilirrubina, AST e ALT
(Figura 19 e Tabela 10).
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Figura 19: Valores de AST e ALT do paciente 4, durante o curso da infecgdo e do
seguimento ambulatorial apos a alta hospitalar. O eixo X representa os dias apds o inicio
dos sintomas do paciente. O eixo Y representa os valores de AST e ALT em U/L. Os

bonecos em amarelo representam quando o paciente apresentou ictericia.
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Tabela 10: Evolugao temporal do quadro clinico durante febre amarela aguda e fase da

hepatite tardia apés febre amarela do paciente 4.

Testes Laboratoriais (seguido pelos valores normais /unidade) #
Timeline AST ALT BT BD ALP GGT RNI Ureia Cr CK

Més/ 0,3- 0,9- 30- 0,7-
10-40 1040 9-50 8-20 55-170
DPS 1,0 0,3 120 1,30
U/L U/L u/L* mg/dl u/L*
mg/dl mg/dl  U/L mg/dI*
4 4560 3710 ND ND ND ND ND 118 2,17 ND
7A 781 999 9,8 8,9 139 495 1 85,1 2 42

88 537 674 9,5 8,4 144 855 0,88 47 1,3 ND
Jan 9 434 571 9,1 8 154 9399 ND 53,6 1,4 ND
10 375 508 8,3 7,2 145 1057 1 39,1 1,2 38
11 297 456 6,7 5,8 159 1103 ND ND ND ND
12 235 401 5,2 44 173 1074 ND 40,2 1,4 ND
14¢ 253 371 5,1 4,2 149 869 1 39,7 1,2 ND
Fev 36° @ 233 353 1,5 0,9 147 530 1,02 33,5 1,5 ND
64 677 797 104 65 142 355 1 44 1,3 ND
70 655 819 13,9 7 485 401 1,06 51 1,2 ND
Mar | 788 744 862 7,2 6,2 210 431 1,03 43,5 1,4 ND
80F 660 1007 6,5 5,5 164 624 1 ND ND ND
82¢ 793 973 6,4 5,5 163 447 1,24 ND ND ND
83" 903 1235 6,1 5,2 171 572 ND ND ND
85' 987 1285 57 4,9 182 448 ND ND ND
Abr 87 1002 1666 6,5 5,4 193 444 ND ND ND
89 883 1252 59 4,9 192 525 48 1,4 ND
92 769 904 3,8 3.3 207 554 51,4 1,4 ND
93 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
95 743 863 3,6 3,1 229 547 ND 45 1,3 ND
Mai 124 78 108 1,3 1 139 199 1 34,9 1,2 ND
Jul 186 21 28 0,84 0,2 ND 71 ND 44 1,05 ND
197% 27 39 1 0,4 65 72 1 43,1 1,2 ND
Nov 306- 22 26 0,8 0,2 72 ND 1,12 371 1,1 ND

=) A Al A A

DPS: dia apds primeiros sintomas da febre amarela. ND: ndo disponivel. AST: aspartato
aminotransferase, ALT: alanina aminotransferase, ALP: fosfatase alcalina, GGT: gamma
glutamil transferase, BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina direta, Cr: Creatinina, CK: Creatina
quinase, RNI: razdo normalizada internacional para tempo de protrombina. Os dias que o
paciente ficou hospitalizado estdo em destaque azul. O periodo que o paciente apresentou
valores elevados de AST e ALT estdo em destaque verde e periodo que o paciente
apresentou ictericia estdo destacados de amarelo. A: anti-HIV-1 e anti-HIV-2 n&o reagente.
B: anti-YFV IgM e IgG reagente; anti-DENV IgM nao reagente. C: anti-YFV IgM reagente.
Alta hospitalar. D: anti-YFV IgG reagente. E: Soro e urina foram testados por RT-gPCR para
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YFV (DOMINGO et al., 2012) e os resultados foram negativos. Soro foi testado e foi negative
para DENV (ALM et al., 2015; SANTIAGO et al., 2013), CHIKV (PASTORINO et al., 2005),
e pan-flavivirus (PATEL et al., 2013). Anti-YFV IgM e IgG reagente. Anticorpos neutralizantes
anti-YFV foram detectados por PRNTso (até a diluigdo 1:80) (WIETEN et al., 2016). Paciente
foi rehospitalizado e exames de tomografia computadorizada indicaram discreta
hepatomegalia, sem obstrugao biliar. F: Testes ndo reagentes para anti-smooth muscle, anti-
mitochondrial, anti-nuclear HEP2, anti-neutrophil cytoplasm antibodies (P-ANCA and C-
ANCA). Total IgG = 962 mg/dL (6417.6 pmol/L) (normal range: 800-1500 mg/dL),
erythrocyte sedimentation rate = 41 mm/hour (normal range for male: 0 — 15 mm/hour),
serum copper=138 ug/dL (21.72 pmol/L) (normal range= 100-200 pg/dL), tree T4=0.98
ng/dL (12.61 pmol/L) (normal range: 0.8-1.8 ng/dL), thyroid-stimulating hormone =2.53
pU/mL (normal range: 0.5-4.0 pU/mL), ferritin 7.46 ng/mL (16.76 ug/L) (normal range for
male: 24-336 ng/mL), and ceruloplasmin= 29,1mg/dL (2.17 ymol/L) (normal range: 2543
mg/dL). G: Testes ndo-reagentes para: anti HIV-1 e HIV-2; anti-HCV; anti-HAV IgM e IgG;
anti-Epstein Barr ndo-reagente IgM e IgG; anti-toxoplasma IgM. Reagente para anti-
toxoplasma IgG. H: Anti-YFV IgM e IgG reagente. Anticorpos neutralizantes anti-YFV foram
detectados por PRNTso (até a diluicdo 1:80) (WIETEN et al., 2016). I: Ultrassonografia
indicou aumento inespecifico da ecogenicidade periportal e hepatomegalia leve. J: Testes
ndo-reagentes para IgM anti-HBc, total anti-HBc, e HBsAg. A ressonancia magnética de
Colangio indicou esplenomegalia leve. K: anti-YFV IgG reagente. L: anti-YFV IgM e IgG
reagente. # Os valores de referéncia normal sdo apresentados de acordo com os valores de
referéncia de testes de laboratério da American Board —janeiro 2020 (ABIM, 2020). *valores
de referéncia para o sexo masculino. Valores de referéncia estao apresentados em unidades
do sistema internacional (Sl), calculado pela multiplicagdo de valores em unidades
convencionais por fator de conversao (CF), a seguir: AST: 10—40 UL x 0.0166 (CF) = 0.17-
0.66 microkatal units/L, ALT: AST: 10—40 UL x 0.0166 (CF) = 0.17- 0.66 microkatal units/L,
Tbil: 0.3—1.0 mg/dL x 17.1 (CF) = 5.13- 17.1 ymol/L, Dbil: 0.1-0.3 mg/dL x 17.1 (CF) = 1.71
—5.13 pmol/L, AP: 30—120 U/L x 0.01667 (CF) =0.5 — 2.0 microkatal units/L, GGT: 9-50 U/L
x 0.016667 (CF) = 0.15 — 0.83 microkatal units/L, Urea: 8-20 mg/dL x 357.146 (CF) =
2857.14 — 7142.86 pmol/L, Creatinine: 0.7-1.30 x 88.42 (CF) = 61.89—-114.95 pmol/L, CK:
55-170 U/L x 0.01667 (CF) = 0.92—2.83 microkatal units/L, total IgG:800—-1500 mg/dL x 6.67
(CF) =5336.9 — 10,006.7 ymol/L, ferritin: 24—336 ng/mL x 1.0 (CF)= 24-336 ugl/L, free T4=
0.8-1.8 ng/dL x 12.86 (CF) = 10.29 — 23.16 pmol/L, ceruloplasmin= 2543 mg/dL x 0.6667
(CF) = 1.86 — 3.20 umol/L, serum copper: 100-200 ug/dL x 0.157 (CF)= 15.74 — 31.47
pumol/L).
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Tabela 11: Contagem de hemoglobina e células sanguineas durante febre amarela

aguda e hepatite tardia apos febre amarela do paciente 4.

Testes Laboratoriais (seguido pelos valores normais /unidade) #*
Tirn eline Plaquetas  Hemoglobina  Hematacrito Leucocitos  Neutrofilos Linfécitos
VEsiBPS | (150.000- (4.000 - (2.000 -
4?n0r.r?3(;0 (14-18 g/dI*) (42 - 50%*) 11.000 mm?)  8.250 mm?) (30% - 45%)

4 73.000 17 50 4250 2.550 34,0

7 88.000 13,7 41,8 2.900 1.711 21,0

8 136.000 13,1 40,2 4.800 2.688 28,0

9 142.000 12,6 ND 4.700 ND ND

Jan 90 143.000 12,3 38,1 4.600 2.944 31,3
11 152.000 11,8 36,7 4.400 2.860 27,0

12 174.000 11,8 36,5 5.500 3.850 24,0

14 178.000 12,5 39,6 6.300 4.473 21,0

Fev 36 158.000 11,6 34,8 4.700 2820 29,0
64 171.000 14,2 ND ND ND ND

70 189.000 14,8 ND ND ND ND

Mar | 78 189.000 13,4 39,3 4.900 3.479 25,0
82 144.000 12,9 38,5 5.100 2.805 35,0

89 153.000 14 41,1 7.400 5.180 20,0

Abr | 92 131.000 12,2 35,1 3.400 1.938 31,0
93 105.000 13,5 38,8 3.700 2.183 32,0

95 164.000 13,2 38,6 4.900 2.989 30,0

Mai 124 185.000 13,3 37,9 7.000 4.690 26,0
Jul 186 150.000 16,5 46,8 7.280 ND 28,8
197 159.000 17,7 52,3 7.600 5.092 26,0

Nov 306 145.000 17,4 49,9 7.000 4.760 25,0

DPS: dia ap6s primeiros sintomas da febre amarela. ND: n&o disponivel. Os dias que o

paciente ficou hospitalizado estdo em destaque azul. O periodo que o paciente apresentou
5 valores elevados de AST e ALT estdo em destaque verde e periodo que o paciente

apresentou ictericia estdo destacados de amarelo. *Os valores de referéncia normal séo

apresentados de acordo com os valores de referéncia de testes de laboratério da American

Board —janeiro 2020 (ABIM, 2020). *valores de referéncia para o sexo masculino. Valores

de referéncia estdo apresentados em unidades do sistema internacional (Sl), calculado pela
10  multiplicagéo de valores em unidades convencionais por fator de converséo (CF), a seguir:
platelet: 150,000-450,000 mm?3 x 0.001 (CF) = 150-450 x 10%L, hematrocrit: 41-53% x
0.01 (CF) = 0.41-0.53 fraction, leukocyte: 3,500 - 10,000 mm?* x 0.001 (CF) = 3.5 -10 x
10° cell/L, and neutrophil: 1,600 — 8,000 mm? x 1.0 (CF) = 1,600 — 8,000 cell/pl.

15

No momento em que o paciente 4 teve alta hospitalar, o diagndstico da

febre amarela se baseava apenas no quadro clinico. Como o paciente morava
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em uma area com surto de febre amarela, o paciente foi orientado e vacinado
com a vacina YF-17DD (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ), no dia seguinte apds a alta
hospitalar (15° DPS). Os testes de diagnostico de rotina realizados pelo
LACEN/FUNED confirmaram posteriormente a infeccdo pelo YFV através da
deteccdo de IgM anti-YFV e isolamento viral seguido de teste de
imunofluorescéncia indireto. Essa amostra de soro foi ndo reagente para IgM
anti-DENV (Tabela 10).

No 36° DPS, o paciente 4 retornou ao HEM. Os exames laboratoriais
hepaticos indicaram a persisténcia de niveis elevados de AST, ALT, ALP (niveis
semelhantes aos observados na alta hospitalar), GGT, BT, BD, ureia e Cr
(Tabela 10 e Tabela 11). O paciente recebeu alta e foi aconselhado a retornar
ao HEM dentro de um més. No 64° DPS, o paciente procurou atendimento
médico em um hospital local (Caratinga). Os exames laboratoriais indicaram
lesdo hepatica, com aumento acentuado dos niveis de AST, ALT, BT e BD
(Tabela 10 e Tabela 11). No 78° DPS o paciente foi encaminhado para
internagdo no HEM. Durante o tempo em que o paciente foi reinternado no HEM
(78° a 96° DPS), ele apresentou ictericia persistente, ALT, AST, ALP, GGT, BT
e BD alterados (Tabela 10 e Tabela 11). Como o paciente apresentou melhora
no perfil clinico (Tabela 10 e Tabela 11), ele recebeu alta no 96° DPS e foi
aconselhado a retornar em 15 dias.

Quando o paciente 4 foi reinternado no HEM, soro e urina coletados 78
DPS foram testados para presenca de YFV e foram negativos (Tabela 10 —
paciente 4). Foi realizada a coleta de bidpsia hepatica 93 DPS e um fragmento
dessa biopsia hepatica foi utilizado para investigar a presenga de RNA do YFV.
A amostra testou positivo para a presenca de RNA de YFV por RT-qPCR
qualitativo e quantitativo (364 copias gendmicas/gramalfigado). Foram feitas
tentativas de padronizagdo de uma PCR para investigagdo de antigenoma na
amostra de bidpsia desse paciente. Porém os resultados n&o foram satisfatérios.
Foram utilizadas diferentes metodologias, combinagdes de iniciadores e de
ciclos de PCR, e ainda assim nao foi detectada amplificagdo no controle positivo
utilizado (raspado células de células infectadas com o YFV-17D). Por esse
motivo o PCR para investigagcado de antigenoma nao foi realizado com o RNA da

bidépsia desse paciente.
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A andlise filogenética do sequenciamento de nucleotideos (com base na
sequéncia parcial do gene NS5) indicou o agrupamento do virus dentro dos
genotipos sul-americanos, demonstrando a presencga do YFV silvestre na bidpsia
de figado do paciente 4 (Figura 20).
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Figura 20: Analise filogenética das sequéncias de RNA do YFV na biépsia hepatica
coletada no 93° dia ap6s o inicio dos sintomas de febre amarela. E mostrada uma sub-
arvore da arvore de maxima verossimilhanca inferida usando sequéncias do YFV (211
10  nucleotideos). As linhagens de YFV dos genétipos sul-americanos sdo mostradas em
azul. O YFV detectado na bidpsia hepatica (destacado em azul) é agrupado no clado
sul-americano, além das cepas da vacina e das cepas relacionadas a vacina (vermelho).
As linhagens do YFV pertencentes aos gendtipos africanos sdo mostradas em preto,
exceto as amostras vacinais e as amostras relacionadas aos casos de reagao adversa
15  vacinal, que estdo coloridas em vermelho. As linhagens do YFV estéo identificadas pelo
numero de identificagdo do Genbank e pelo ano em que foram detectadas. Os valores
de bootstrap sao representados por circulos desenhados em escala, nos nés. A escala
indica substituicdo de nucleotideos por sitio. A arvore foi reconstruida usando o modelo

de substituicdo de nucleotideos Kimura-2 parametros, com distribuicdo gama (quatro
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categorias), e as analises foram realizadas usando MEGA7 (KUMAR; STECHER,;
TAMURA, 2016).

Essa mesma bidpsia foi enviada para o colaborador do grupo de estudos
da febre amarela, Dr. Marcelo Pascoal Xavier, que realizou analises histologicas
e imunohistoquimicas. As analises histolégicas revelaram infiltrado mononuclear
lobular, predominantemente nas zonas 2 e 3 dos acinos hepaticos e
degeneragdo vacuolar. As analises imunohistoquimicas demonstraram
reatividade hepatica ao anti-YFV em pequenos focos, principalmente nas zonas
2 e 3 dos acinos hepaticos (REZENDE et al., 2019). Analises de bidpsia de
figado de nove pacientes com febre amarela atendidos no Hospital da Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e que apresentaram
quadro clinico semelhante ao descrito neste trabalho foram analisadas durante
a fase da hepatite tardia e também apresentaram alteragdes histolégicas. Essas
bidpsias mostraram necroinflamagao lobular, com muitos focos de necrose
irregular, apoptose e degeneracao de hepatdcitos hidropicos em todas as zonas
lobulares, juntamente com extensa hipercelularidade e hipertrofia das células de
Kupffer (CASADIO et al., 2020). As mesmas amostras foram positivas para o
antigeno do YFV nas analises imunohistoquimicas, principalmente no citoplasma
das células de Kupffer (CASADIO et al., 2020).

A analise de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento séricos foram
realizadas pelo grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Andréa Teixeira,
também colaborador do grupo de estudos da febre amarela. As analises
sugeriram um aumento macigo de muitos mediadores soluveis no 36° DPS da
febre amarela e uma reducéao relevante na maioria dos biomarcadores na ultima
fase (a0 mesmo tempo em que os niveis de transaminases e bilirrubinas
atingiram a normalidade). Esses resultados podem indicar que perfis alterados
de mediadores reguladores inflamatorios circulantes estao associados ao quadro
clinico descrito (REZENDE et al., 2019).

Amostras de soro do paciente 4 coletadas nos 8°, 78° 83° e 306° DPS
foram testadas e positivas para a presenca de IgM anti-YFV (teste
imunocromatografico). Amostras de soro coletadas nos 8°, 36°, 78°, 83°, 197° e
306° DPS foram testadas e positivas para a presenca de IgG anti-YFV (ELISA)
(Figura 21). Os soros coletados no 8°, 78° e 83° DPS foram testados por PRNT.
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Os soros coletados no 78° e 83° DPS também apresentaram resultados positivos
quanto a presencga de anticorpos neutralizantes anti-YFV: PRNTgo até diluicdo
de soros 1:80.

1.000
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400 -
300 -
200 -
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8 36 78 83 197 306
Days Post Symptoms Onset (DPS)

Anti-YFV 1gG (IU/mL)

Figura 21: Niveis séricos de IgG anti-YFV do paciente 4. Os anticorpos 1gG anti-YFV
foram investigados por ELISA in-house, utilizando diferentes amostras de soro
coletadas no 8°, 36°, 78°, 83°, 197° e 306° dia apds o inicio dos sintomas. Os titulos de
anticorpos foram calculados usando o software SoftMax Pro® por regressao logistica

para quatro parametros e expressos em Ul/ml em relacdo ao antissoro de referéncia.

Apo6s 30 dias da alta médica da segunda internacéo (124° DPS os exames
laboratoriais indicaram uma diminuigao significativa nos niveis de AST, ALT, ALP
, GGT, BT e BD, e o paciente 4 foi aconselhado a retornar em 45 dias (Tabela
10 e Tabela 11). Os testes hepaticos realizados no 186° DPS em um hospital
local (Caratinga) indicaram niveis normais ou levemente elevados de
marcadores de lesdo hepatica (Tabela 10). O paciente retornou ao HEM (197°
DPS) e relatou a persisténcia de sintomas e dificuldades para trabalhar, mas
apresentou niveis normais de AST e ALT (Tabela 10). O paciente foi liberado,
retornou no 306° DPS ao HEM e os exames hepaticos estavam normais. Dada
a melhora do estado clinico (Figura 19, Tabela 10 e Tabela 11), o paciente
recebeu alta hospitalar.
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Esse estudou relatou um caso de um paciente com febre amarela aguda
tipica, seguida de hepatite tardia apos febre amarela. Este caso foi caracterizado
por niveis mais elevados de ALT em relagdo aos niveis de AST, com valores
semelhantes ou até mais altos do que os observados durante a primeira
hospitalizagdo (6° DPS da febre amarela), indicando um dano elevado e
persistente nas células hepaticas. Em contraste com dois casos anteriores de
hepatite tardia dois meses apds o inicio da febre amarela (DENIS et al., 2019),
0 paciente descrito aqui era sintomatico, apresentou aumento nos valores de
bilirrubina total e direta e, diferente dos casos de hepatite tardia descritos por
Casadio et al. (2020), o paciente neste trabalho também apresentou ictericia.
Quando o paciente foi reinternado, alguns testes foram realizados para investigar
a causa da hepatite tardia apos febre amarela. Os testes de laboratoério
descartaram a ocorréncia de hepatite autoimune, doencas inflamatoérias do
figado, doenga metabdlica do figado ou novas infec¢gbes por agentes
hepatotropicos. Foi possivel analisar uma bidpsia hepatica (coletada no 93°
DPS) e foi detectado antigenos do YFV (REZENDE et al., 2019) e RNA do YFV
silvestre. Infelizmente, foi possivel realizar sequenciamento do genoma completo
do YFV ou realizar testes para detectar particulas infecciosas na bidpsia
hepatica, devido a escassez de amostra biologica. No entanto, os resultados até
o momento sugerem a persisténcia do YFV no figado até trés meses apds o
inicio da febre amarela. A auséncia de RNAmia (indicando a falta de viremia) e
a presencga de IgM e IgG anti-YFV a partir do 8° dia dos primeiros sintomas s&o
consistentes com o padréao esperado para febre amarela , com IgM aparecendo
apos uma semana do inicio da doenga (MONATH, 2001b) e os niveis de IgG
aumentando alguns dias depois (WAGGONER; ROJAS; PINSKY, 2018).

Os dados do presente estudo, juntamente com outros estudos (CASADIO
et al., 2020; DENIS et al., 2019; FRANCIS et al., 1972), reforgam a ocorréncia
de hepatite tardia apdés a infeccdo pelo YFV. Aqui, esse quadro clinico foi
concomitante ao aumento das transaminases séricas (ALT e AST) e bilirrubina,
o reaparecimento da ictericia, a persisténcia de antigenos do YFV e RNA do YFV
no figado e caracteristicas histopatolégicas indicando dano continuo nas células
hepaticas. Apesar do rebote, as transaminases e a bilirrubina permaneceram
elevadas por pelo menos 124 dias apds o inicio dos sintomas da febre amarela.
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Além disso, a ocorréncia de hiporexia, astenia e adinamia foi relatada por pelo
menos 197 dias apds o inicio da febre amarela.

Esses resultados trazem novos dados sobre o curso clinico da febre amarela
e destacam a necessidade de um acompanhamento prolongado do paciente,
especificamente em relagdo aos cuidados de suporte hepatico e ao
monitoramento da fungcdo hepatica. Sdo necessarios mais estudos, incluindo os
demais pacientes que apresentaram o quadro clinico da hepatite tardia apos
febre amarela, para melhor entendimento da patogénese da hepatite tardia, para
investigar o papel da possivel persisténcia viral e respostas imunes que podem
causar a hepatite tardia apos a febre amarela. O isolamento e sequenciamento
de virus a partir de amostras de pacientes com e sem o quadro da hepatite tardia
podem trazer informagdes sobre a genética, a biologia e a dinamica evolutiva do

YFV nesses pacientes.
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8 CONCLUSOES FINAIS

Aqui serdo apresentadas, de forma conjunta, todas as conclusdes finais do
trabalho.
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. O RNA de YFV foi detectado em pacientes com febre amarela do 1° até o

25° dia apds o inicio dos sintomas.

. Em alguns casos, a janela de detec¢cdo molecular de YFV ultrapassou 10

dias de sintomas, podendo auxiliar no diagnéstico laboratorial de febre

amarela, nesses casos.

. A deteccdo do genoma do YFV foi possivel em pacientes que ja

apresentavam IgM anti-YFV reagente.

. O RNA do YFV foi detectado na urina do 1° ao 32° de infecgdo, durante a

fase aguda da febre amarela.

. Foram observados valores de carga gendmica viral do YFV de 15,75

copias gendmicas/ml a 5,8 x 10° cdpias gendmicas/ml, em pacientes de
2017 e de 2018.

. Analises estatisticas ndo demonstraram diferenga nos valores de carga

gendmica do YFV entre pacientes com os desfechos de alta e obito.

. Amostras de LCR de quatro pacientes de 6bito de 2018 foram positivas

em RT-gPCR para YFV, com carga genémica viral variando de 1,8 x 10* a
5,2 x 10%, indicando uma possivel presenga do YFV no LCR.

. Duas amostras de LCR, coletadas posts mortem foram IgM anti-YFV

reagentes e apresentaram titulos de neutralizagdo de anticorpos até 1:40
em um paciente e até 1:640 em outro paciente.

. Dentro do grupo de pacientes tratados com o antiviral Sofosbuvir, foram

encontradas diferengcas nos valores de carga gendmica viral, entre os
grupos NT-Ax T, NT-O x T e NT-A x NT-O.

. Foram observados maiores valores de carga genémica viral até o 6° DPS,

quando comparado com os valores a partir do 7° DPS, para todos os
grupos analisados de pacientes tratados com o antiviral Sofosbuvir.

. Nas comparagdes de pacientes tratados com o antiviral Sofosbuvir, entre

grupos e DPS, o grupo NT-O apresentou maiores valores que o grupo NT-
A em todos os DPS analisados. Na comparacdo NT-O e T, maiores valores
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do grupo NT-O foram observados no 4° DPS, 7° DPS, 8° DPS e 9° DPS.
Na comparagao entre os valores NT-A e T, maiores valores do grupo T
foram observados no 5° DPS e 6° DPS.

Dentro de um mesmo grupo de pacientes tratados com o antiviral

Sofosbuvir, houve diminui¢do da carga genémica viral a partir do 7° DPS.

. Analises dos pacientes durante a fase de convalescenga, mostraram que

uma parte dos pacientes (12,5% em 2017 e 12,17% em 2018)
apresentaram um quadro clinico denominada “hepatite tardia apos febre
amarela", por volta de 60 dias apds o inicio dos sintomas. Estes dados
indicam a indicam a persisténcia dos sintomas da febre amarela, durante
a fase de convalescenga da doencga.

Houve diferenca estatistica dos valores de AST e ALT durante a fase de
convalescenga da febre amarela, comparando os grupos com o quadro
clinico da hepatite tardia e o grupo que nédo desenvolveu esse quadro,
sendo os valores das transaminases maiores naquele grupo.

Houve diferenca estatistica nos valores de creatinina durante a fase
aguda, entre o grupo controle e o grupo que desenvolveu hepatite tardia

apos febre amarela.

. A detecgdo de YFV selvagem na urina de dois pacientes com hepatite

tardia, durante a fase de convalescenga (66 e 68 dias apds sintomas)
indica uma possivel persisténcia viral nestes pacientes, durante este
periodo.

Houve a deteccdo do RNA de YFV em coagulo de oito pacientes com o
quadro clinico da hepatite tardia, coletados em diferentes fases da febre
amarela, indicando a presenga desse RNA em coagulo em diferentes dias

apos os sintomas

. A deteccado de antigenos do YFV e RNA do YFV silvestre na biopsia de

figado de um paciente com hepatite tardia, durante a fase de
convalescencga (93 dias apds sintomas) indica uma possivel persisténcia

viral neste paciente, durante esse periodo.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar dos impactos negativos, a ocorréncia dos surtos recentes de febre
amarela no Brasil trouxe uma oportunidade impar de estudo da febre amarela.
Apo6s o surto de febre amarela em MG nos anos de 2017 e 2018, grandes
perguntas puderam comegcar a ser respondidas sobre a origem do virus desse
surto, sobre o curso natural da infec¢gdo durante a fase aguda da doenca, sobre
possiveis marcadores de prognostico/gravidade da doenga, sobre novas
abordagens terapéuticas e até o relato de observacdo e analise de um novo
quadro clinico durante a fase de convalescenca.

Mas ainda assim, sempre fica muito trabalho a ser feito. Estudos que
investiguem a correlagdo entre carga genOmica viral e particula infecciosa
precisam ser conduzidos, para esclarecimento dessa lacuna existente sobre a
titulagdo do YFV em pacientes naturalmente infectados.

A presenca do YFV no LCR de pacientes que evoluiram a ébito mostrou que
o YFV selvagem provavelmente conseguiu romper a barreira hematoencefalica
e causar infecgao no SNC. Para comprovar essa hipétese, é preciso tentar isolar
o virus das amostras de LCR e também investigar a presenga do antigenoma
viral nessas amostras, o que indicaria uma replicagdo do genoma viral e possivel
multiplicagao viral neste sitio. Modelos in vivo e in vitro para melhor entendimento
da biologia do YFV que conseguiu alcangar o SNC também devem ser
conduzidos.

Estudo de falha de indugao de resposta protetora pela vacina YFV-17DD séao
€SCassos e por isso, essas amostras devem ser mais exploradas. A repeticdo da
PRNT das amostras IgM e IgG anti-YFV depletadas e a titulacdo de 1gG anti-
YFV poderdo trazer um melhor entendimento sobre essa falha vacinal. Além
disso, cabe avaliar também o fato da maioria dos pacientes com falha vacinal
terem sido primo-vacinados com menos de um ano de idade (5/9), e apenas um
deles ter recebido uma dose refor¢o da vacina YFV-17DD.

A eficacia da nova abordagem terapéutica durante esse surto, com o uso do
antiviral Sofosbuvir em pacientes graves internados no HEM, precisa ser melhor
estudada usando dados clinicos de pacientes em conjunto com analises
estatisticas mais completas, considerando modelos multivariados, curva de

ROC, dentre outros.
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E, finalmente, mais estudos sobre o no quadro clinico descrito pelo grupo de
estudos da febre amarela, denominado Hepatite Tardia Apds Febre Amarela
devem ser conduzidos focando na busca de fatores predisponentes durante a
fase aguda da febre amarela, patogénese, persisténcia viral, marcadores da
resposta imune dentre tantos outros questionamentos que ainda poderao surgir
com os desdobramentos deste trabalho.

Essa tese foi o inicio de um longo trabalho que ainda se tem pela frente, na
busca para melhor entender uma antiga doencga.
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12 ANEXOS

Anexo |: Persistence of Yellow fever virus outside the Amazon Basin, causing epidemics
in Southeast Brazil, from 2016 to 2018.
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Abstract

Background

Yellow fever (YF) is endemic in the Brazilian Amazon Basin, and sporadic outbreaks take
place outside the endemic area in Brazil. Since 2016, YF epidemics have been occurring in
Southeast Brazil, with more than 1,900 human cases and more than 1,600 epizooties of
non-human primates (NHPs) reported until April 2018. Previous studies have demonstrated
that Yellow fever virus (YFV) causing outbreaks in 2017 formed a monophyletic group.

Methodology/Principal findings

Aiming to decipher the origin of the YFV responsible for the recent epidemics, we obtained
nucleotide sequences of YFV detected in humans (n = 6) and NHPs (n = 10) from Minas
Gerais state during 2017—-2018. Next, we performed evolutionary analyses and discussed
the results in the light of epidemiological records (official numbers of YFV cases at each Bra-
zilian Federative unit, reported by the Brazilian Ministry of Health). Nucleotide sequences of
YFV from Southeast Brazil from 2016 to 2018 were highly conserved and formed a mono-
phyletic lineage (BR-YFV_2016/18) within the genotype South America |. Different clusters
were observed within lineage BR-YFV_2016/18, one containing the majority of isolates
(from humans and NHPs), indicating the sylvatic transmission of YFV. We also detected a
cluster characterized by two synapomorphies (amino acid substitutions) that contained YFV
only associated with NHP what should be further investigated. The topology of lineage BR-
YFV_2016/18 was congruent with epidemiological and temporal patterns of the ongoing

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006538  June 4, 2018
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Anexo Il: Yellow Fever Virus Genotyping Tool and Investigation of Suspected Adverse

Events Following Yellow Fever Vaccination.
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Abstract: The yellow fever (YF) vaccine consists of an attenuated virus, and despite its relative
safety, some adverse events following YF vaccination have been described. At the end of 2016,
Brazil experienced the most massive sylvatic yellow fever outbreak over the last 70 years and an
intense campaign of YF vaccination occurred in Minas Gerais state in Southeast Brazil from 2016 to
2018. The present study aimed to develop a genotyping tool and investigate 21 cases of suspected
adverse events following YF vaccination. Initial in silico analyses were performed using partial NS5
nucleotide sequences to verify the discriminatory potential between wild-type and vaccine viruses.
Samples from patients were screened for the presence of the YFV RNA, using 5'UTR as the target,
and then used for amplification of partial NS5 gene amplification, sequencing, and phylogenetic
analysis. Genotyping indicated that 17 suspected cases were infected by the wild-type yellow fever
virus, but four cases remained inconclusive. The genotyping tool was efficient in distinguishing the
vaccine from wild-type virus, and it has the potential to be used for the differentiation of all yellow
fever virus genotypes.

Keywords: yellow fever virus; YFV-17DD; adverse event; arbovirus; yellow fever; vaccination;
immunisation; vaccine; genotyping; wild-type virus
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Abstract: One patient presented hyporexia, asthenia, adynamia, and jaundice two months after
acute yellow fever (YF) onset; plus, laboratory tests indicating hepatic cytolysis were rebounded by
alanine and aspartate transaminases, and total and direct bilirubin levels. Laboratory tests
discarded autoimmune hepatitis, inflammatory or metabolic liver disease, and new infections
caused by hepatotropic agents. Anti-YFV IgM, IgG and neutralizing antibodies were detected in
different times, but no viremia. A liver biopsy was collected three months after YF onset and tested
positive for YFV antigens and wild-type YFV-RNA (364 RNA-copies/gram/liver). Transaminases
and bilirubin levels remained elevated for five months, and the arresting of symptoms persisted for
six months after the acute YF onset. Several serum chemokines, cytokines, and growth factors were
measured. A similar immune response profile was observed in the earlier phases of the disease,
followed by more pronounced changes in the later stages, when transaminases levels returned to
normal. The results indicated viral persistence in the liver and continual liver cell damage three
months after YF onset, and reinforced the need for extended follow-ups of YF patients. Further
studies to investigate the role of possible viral persistence and the immune response causing
relapsing hepatitis following YF are also necessary.

Keywords: yellow fever virus; yellow fever; liver damage; viral persistence; hepatitis; liver biopsy;
persistent infection; relapsing hepatitis; emerging virus; flavivirus
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