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RESUMO

A febre amarela é uma doenca viral causada por um arbovirus de RNA da familia
Flaviviridae, endémica no continente Africano, na América Central e América do Sul (“World
Health Organization (WHO) - Yellow Fever Fact Sheet”, 2019). E transmitida pela picada do
mosquito Aedes aegypti infectado, e podem ocorrer grandes casos de epidemia da infecgéo
quando ha introduco do virus em uma regido populosa e com grande densidade do mosquito
vetor. A infeccdo pode ser assintomética ou os sintomas podem ser inespecificos, incluindo
febre, calafrios, dores de cabeca e no corpo, nduseas e vomitos (“Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) - Yellow Fever”, 2019). Sintomas mais graves como ictericia,
sangramentos e falhas de 6rgdos podem ocorrer e estdo associados a maior mortalidade. Como
forma de prevencdo, existe uma vacina composta de virus atenuado denominada 17D,
homénima & cepa do virus empregado na sua producdo, que vem sendo utilizada hé
aproximadamente 8 décadas (THEILER; SMITH, 1937a). Sabe-se que nos primeiros dias apds

a primeira dose da vacina ocorre uma elevacao no nimero de linfocitos B ativados, consistente
. . . . , . + + .
com o aumento de imunoglobulinas circulantes e de linfocitos T CD4 e CD8 ativados

(MARTINS et al., 2007). Além disso, ocorre também a inducdo de linfécitos T CD8™ de
memoria capazes de se autorrenovar e que podem se manter estaveis por até 25 anos (FUERTES
MARRACO et al., 2015). Observa-se também um perfil misto de citocinas pro e anti-
inflamatorias (SILVA et al., 2011), e a producéo de anticorpos neutralizantes que podem durar
até anos apos as duas doses (CAMPI-AZEVEDO et al., 2019)

No entanto, esse virus atenuado ¢ expresso em embries de galinha (THEILER; SMITH,
1937a), e isso limita a capacidade de sua producdo devido a necessidade de embrides livres de
patdgenos, cuja disponibilidade € limitada, e o baixo rendimento, se obtendo poucas doses por
embrido (de 100 a 300 doses). Além disso, apenas 4 produtores da vacina sao qualificados pela
Organizagdo Mundial de Saude (MONATH, 2005). Assim, houve a necessidade de se testar a
utilizacao de doses fracionadas para a vacinacdo de pessoas residentes em areas de risco. Essa
dose foi estabelecida em um quinto da dose regular da vacina comum (“World Health
Organization - Fractional dose yellow fever vaccine as a dose-sparing option for outbreak
response”, 2016). Comprovadamente, a dose fracionada foi capaz de induzir anticorpos
neutralizantes contra o virus da febre amarela e induziu uma reposta pro- inflamatoria muito
similar a gerada ap6s administracdo da dose regular da vacina (CAMPI-AZEVEDO et al.,
2014). Esses resultados, entdo, comprovam que a dose fracionada ¢ eficaz e passivel de ser

administrada.



Com esse projeto, pretendemos avaliar a capacidade da dose fracionada da vacina contra a
febre amarela de gerar células T e B efetoras, plasmocitos produtores de anticorpos e
subpopulacdes celulares de memdria que participam da resposta imune contra o virus. Temos
particular interesse no eixo células T auxiliares foliculares (Tfh) e células B. Esse estudo nos
permitira entender melhor a cinética da imunidade contra a febre amarela induzida pela vacina
e avaliar se a dose fracionada, que vem sendo amplamente utilizada em regides de risco, induz

memdria imunoldgica humoral e celular semelhante a dose plena.

Palavras-chave: Febre amarela. Vacina. Dose fracionada. Imunidade adaptativa.



ABSTRACT

Yellow fever is a viral disease caused by an RNA arbovirus in the family Flaviviridae,
endemic in the African continent, Central America and South America (“World Health
Organization (WHO) - Yellow Fever Fact Sheet”, 2019). It is transmitted by the bite of the
infected Aedes aegypti mosquito, and large cases of infection epidemics can occur when the
virus is introduced into a populous region with a high density of the vector mosquito. The
infection may be asymptomatic, or the symptoms may be nonspecific, including fever, chills,
headaches and body aches, nausea and vomiting (“Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) - Yellow Fever”, 2019). More serious symptoms such as jaundice, bleeding and organ
failure can occur and are associated with increased mortality.

As a form of prevention, there is a vaccine composed of attenuated virus called 17D,
homonymous with the strain of the virus used in its production, which has been used for
approximately 8 decades (THEILER; SMITH, 1937a) . It is known that in the first days after
the first dose of the vaccine, there is an increase in the number of activated B lymphocytes,
consistent with an increase in circulating immunoglobulins and activated CD4* and CD8* T
lymphocytes (MARTINS et al., 2007). In addition, there is an induction of memory CD8* T
lymphocytes capable of self-renewal, which can remain stable for up to 25 years (FUERTES
MARRACO et al., 2015). There is also a mixed profile of pro and anti-inflammatory cytokines
(SILVA et al., 2011) and the production of neutralizing antibodies that can last for many years
after the two vaccine doses (CAMPI-AZEVEDO et al., 2019).

However, this attenuated virus is expressed in chicken embryos (THEILER; SMITH,
1937a), and this limits its production capacity due to the need for pathogen-free embryos, whose
availability is limited, and the low number of doses that can be generated by each embryo (from
100 to 300 doses). In addition, only 4 vaccine manufacturers are qualified by the World Health
Organization (MONATH, 2005), generating the need to vaccinate people in risk areas with
fractional doses, which consist of vaccines with one fifth of the regular dose (“World Health
Organization - Fractional dose yellow fever vaccine as a dose-sparing option for outbreak
response”, 2016). It has been shown that the fractionated dose was able to induce neutralizing
antibodies against the yellow fever virus and induced a pro-inflammatory response very similar
to that generated after administration of the regular dose of the vaccine (CAMPI-AZEVEDO
etal., 2014). These results indicated that the fractional dose is effective and can be administered.

With this project, we intend to evaluate the capacity of the fractionated dose of the yellow

fever vaccine to generate effector T and B cells, antibody-producing plasma cells and memory



subpopulations that participate in the immune response against the virus. We are particularly
interested in the follicular helper T-cell (Tfh) and B-cell axis. This study will allow us to better
understand the kinetics of vaccine-induced immunity against yellow fever and to assess whether
the fractional dose, which has been widely used in risk regions, induces humoral and cellular

immunological memory similar to the full dose.

Keywords: Yellow fever. Vaccine. Fractional dose. Adaptive immunity.
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1. INTRODUCAO

1.1. A FEBRE AMARELA - HISTORIA E ORIGEM DO VIRUS

Os primeiros relatos documentados da febre amarela foram feitos no século XVII, sendo
que a primeira descri¢do de uma epidemia foi feita em 1648 na Peninsula de lucatd no México.
O historiador Diego Lopez de Cogolludo descreve uma doenca, nunca vista desde a conquista
das terras pelos espanhois, que atingiu a vila de Campeche em junho de 1648 e afetou quase
toda a cidade em menos de 8 dias, levando rapidamente a Obito as pessoas infectadas. Os
médicos ndo reconheciam a doenca, que causava dores de cabeca, dores no corpo e febres que
provocavam delirios, sendo que alguns pacientes vomitavam sangue, outros tinham fortes
diarreias, e poucos sobreviviam ap6s 3 dias do inicio dos sintomas (DE COGOLLUDO, 1867)

Em seguida, a doenca desconhecida se espalhou pelas Antilhas causando novas
epidemias, como em Cuba em 1649 (DE LA PEZUELA, 1868), Martinica em 1653
(BERENGER-FERAUD, 1878) e Guadalupe em 1665 (DU TERTRE, 1667). A partir de 1680,
essa doenga passou a se espalhar pela América do Sul, causando uma epidemia de grandes
proporcdes no Brasil em 1686 (DA ROCHA PITTA, 1730) nas cidades de Recife e Olinda, em
seguida se espalhando pela Bahia. Apenas em 1750 o termo febre amarela foi utilizado pelo
naturalista Griffith Hughes, ao descrever a febre que assolava a ilha de Barbados desde 1691 e
atingia outros paises localizados entre os Tropicos (HUGHES, 1750). Até o final do século
XVII, vérias epidemias de febre amarela foram relatadas na América Central, América do Sul
e nas ilhas do mar do Caribe. Como todos esses relatos apontavam uma alta mortalidade,
passou-se a acreditar que as populagdes das Américas, até entdo, nunca haviam sido expostos
a essa enfermidade, o que refutava a teoria de que a doenca havia se originado nessa regido.

Nesse momento, acreditava-se que a doenca desconhecida era transmitida pelo ar ou
pelas aguas contaminadas das novas terras recém-descobertas. No entanto, novas epidemias
comegaram a acontecer na Europa, com inicio em 1731 em Cé&dis na Espanha (DE VILLALBA,
1803), se espalhando para algumas cidades de Portugal e da Inglaterra. Epidemias também
foram relatadas na América do Norte, principalmente na Filadélfia em 1793 (CAREY, 1794),
Nova lorque em 1795 e Boston em 1798, ressurgindo durante o verdo por alguns anos. Com
IS0, a teoria de transmissé&o por inalacdo ou ingestdo comegou a ser desacreditada.

Em 1881, o médico cubano Carlos Juan Finlay propds que a febre amarela era
transmitida pelo mosquito Culex cubensis (atual Aedes aegypti) que se alimentava de sangue

de um enfermo e transmitia a doenga para homens saudaveis (FINLAY, 1881). Essa teoria foi
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comprovada pela Comisséo de Reed, uma junta formada pelos Estados Unidos em 1899 para
entender a doenca que acometia seus soldados que ocupavam Cuba, na qual os médicos Walter
Reed, James Carrol e Aristides Agramonte confirmaram a infec¢do de pessoas saudaveis com
febre amarela ap6s picada de mosquito Aedes aegypti que previamente se alimentou de um
paciente infectado (REED; CARROLL; AGRAMONTE, 1901). A descoberta de que a doenca
era causada por um virus veio alguns anos mais tarde pelo patologista Adrian Stokes em 1927,
que conseguiu isolar uma cepa do virus de um paciente em Gana (STOKES; BAUER;
HUDSON, 1928b).

Entendendo melhor a forma da transmissdo da doenca e estudando as condicOes
climéticas e geograficas ideais para a proliferacdo do mosquito vetor Aedes aegypti, surgiu a
hipbtese de que a febre amarela havia sido originada no continente Africano, que além de
possuir as condi¢des ideais para 0 mosquito vetor, era constituido de populacdo negra que
apresentava alta resisténcia a infecgdo pela doenca, apresentando apenas sintomas leves
enquanto as populacfes das Américas apresentavam alta mortalidade. No entanto, os relatos
histéricos da colonizacdo da Africa sdo menos completos do que os das Américas, e 0s casos
de maléria no continente africano, que eram muito prevalentes e graves, dificultavam a
diferenciacdo entre pessoas acometidas por ela e pela febre amarela (HINDLE, 1932), sendo
um empecilho por muitos anos para o entendimento sobre a origem do virus. Atualmente,
estudos genéticos suportam a hipdtese de que o virus da febre amarela e 0 mosquito Aedes
aegypti tiveram sua origem no oeste africano, e que ele foi introduzido nas Américas héa cerca
de 550 anos atrds com o comercio de escravos feito pelos Europeus (POWELL; GLORIA-
SORIA; KOTSAKIOZI, 2018; STAPLES; MONATH, 2008).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

1.2.1. TRANSMISSAO

Existem trés tipos de ciclos de transmissdo da febre amarela. O primeiro ciclo é
conhecido como silvestre, no qual mosquitos hematdfagos de habitos diurnos, principalmente
do género Haemagogus, transmitem o virus entre primatas ndo humanos dentro das florestas
tropicais. No entanto, com a invaséo de humanos em areas selvagens para realizacdo de cacadas
ou desmatamento, inicia-se um ciclo de transmissdo intermediario, no qual mosquitos
hematofagos semidomesticos transmitem o virus de macacos selvagens para humanos. Por fim,
os individuos infectados no ciclo intermediério iniciam o ciclo de transmissdo urbano ao

retornarem as regides populosas que possuem mosquitos antropofilicos (Aedes aegypti) capazes
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de transmitir o virus entre humanos, levando ao surgimento de grandes epidemias (MONATH,
1999).
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Figura 1 — Ciclos epidemiolégicos de transmissdo da febre amarela. Fonte: Ministério da Saude (disponivel em:
http.//antigo.saude.gov.br/18alde-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao ~ e-prevencao).  Acesso  em
24/11/2020.

1.2.2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A febre amarela é uma doenca endémica das regides tropicais e subtropicais da Africa
e da América do Sul, que s&o as regibes com condicOes climéticas ideais para a proliferacdo
dos mosquitos transmissores do virus (NOGUCHI, 1919), além da presenca de primatas ndo
humanos que sdo essenciais no ciclo de transmisséo da doenca. Anualmente, sdo reportados
cerca de 200 mil casos de febre amarela em todo o mundo, sendo o continente africano
responsavel por cerca de 90% desses casos reportados, e uma média de 30 mil mortes.
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Yellow Fever, countries or areas at risk, 2008
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Figura 2 — Paises e areas de risco para transmissao de febre amarela. Fonte: World Health Organization (disponivel

em: https.//www.regentstreetclinic.co.uk/yellow-fever-vaccine-birmingham/). Acesso em 16/02/2021.

1.2.3. SINTOMAS E DIAGNOSTICO

O quadro clinico da doenca se inicia apds um periodo de incubaco de 3 a 6 dias apos a
inoculacdo do virus pela picada do mosquito, quando ocorre o pico da viremia, € 0 aparecimento
de sintomas graves é repentino. Os principais sintomas sdo febres, dores de cabeca e
musculares, nauseas, bradicardia, tonturas e prostracdo. Os primeiros indicios em exames
laboratoriais sdo leucopenia e neutropenia, acompanhados de aumento da relagdo AST/ALT
(leséo hepatica) e proteinuria (lesdo renal). Apos esse intervalo de tempo, a doenca entra em
um periodo de remissdo que dura cerca de 24h, no qual ndo se detecta viremia e sao encontrados
anticorpos no sangue. A partir dessa fase, 0 paciente pode resolver a infeccdo e se recuperar
sem mais sinais ou sintomas, ou entrar no chamado periodo de intoxicacao.

Nessa fase as lesbes em 6rgdo como figado, rins e coracéo ja estdo avangadas, dando
inicio a sintomas mais severos como vomitos, ictericia, oliglria ou anuria, hemorragias,
hipotensdo, choque e delirios, podendo o paciente inclusive entrar em coma. Os achados
laboratoriais incluem trombocitopenia e leucocitose, hipoglicemia, acidose, relacdo AST/ALT
aumentada e proteindria. Cerca de 30% dos pacientes no periodo de intoxicacdo morrem apds
7 ou 10 dias da piora dos sintomas, e 0s pacientes que sobrevivem precisam realizar sessdes de

didlise para contornar a necrose tubular renal. A Gltima fase da doenga, de convalescéncia, é
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regida por fraqueza prolongada e fadiga extrema, além de funcdo hepética prejudicada por

longo periodo.
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Figura 3 - Principais achados clinicos e laboratoriais nos diferentes estagios da febre amarela. Fonte: Monath, T
P. “Yellow fever: an update.” The Lancet. Infectious diseases vol. 1,1 (2001): 11-20. doi:10.1016/S1473-
3099(01)00016-0. Acessado em: 01/03/2021.

Atualmente, o teste considerado mais adequado para o diagndstico da febre amarela € a
deteccdo de anticorpos IgM especificos para o YFV através de ELISA (MONATH,;
NYSTROM, 1984). No entanto, esse teste possui uma limitacdo importante, que € uma reacao
cruzada com anticorpos para outros flavivirus, principalmente do virus da dengue (DOMINGO
etal., 2018). Como o quadro clinico de dengue hemorragica e febre amarela sdo parecidos, essa
reacdo cruzada dificulta o diagnostico preciso e atrasa o tratamento eficaz. Além disso, em
casos de reinfeccBes por febre amarela, o IgM especifico apresenta pico de producdo em um
periodo muito curto, de 2 a 3 dias ap0s a infec¢do, e em titulos baixos (GIBNEY et al., 2014).

O desenvolvimento nos ultimos anos de técnicas de diagnostico moleculares com alta

sensibilidade e especificidade, como gRT-PCR, foi essencial para facilitar o controle de novos
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surtos, principalmente porque essas técnicas permitem diferenciar infecgdes causadas pelo
virus selvagem das causadas pela cepa da vacina (DOMINGO et al., 2012), devido a diferencas
encontradas na sequéncia de nucleotideos, principalmente nas proteinas do envelope viral, entre
0 virus selvagem e as cepas atenuadas provenientes de 17D, que sdo as cepas utilizadas para a
producéo da vacina (HAHN et al., 1987). Novas técnicas também permitem a deteccdo do virus
em amostras de tecidos conservadas em parafina (NUNES et al., 2011), e metodos portateis de
detec¢cdo em tempo real j& foram desenvolvidos para uso em locais onde ndo ha a possibilidade
de armazenamento adequado de amostras, sendo necessario realizar o teste na hora da coleta
(ESCADAFAL et al., 2014). Mas mesmo com todas essas técnicas disponiveis para 0
diagnostico, é essencial a realizacdo correta da coleta da amostra e seu armazenamento
adequado para permitir o isolamento do virus, e dessa forma garantir que a caracterizagdo da

cepa seja feita de maneira precisa.

1.2.4. TRATAMENTO E PREVENCAO

Atualmente, terapias antivirais e imunoterapias que sejam eficazes contra a febre amarela
estdo em desenvolvimento para que existam tratamentos com capacidade de diminuir a alta
mortalidade da doenca, principalmente durante ocorréncias de surtos em areas com baixa
cobertura vacinal. Estudos com imunomoduladores ja foram realizados em primatas e eles
mostraram eficacia no controle da tempestade de citocinas, mas apenas quando administrados
rapidamente apds a infeccdo, e a utilizacdo de antivirais se mostrou eficaz em hamsters, mas
ndo foram obtidos resultados promissores em primatas (MONATH, 2008). Uma das terapias
mais recentes em estudo é a utilizagdo de anticorpos 1gG monoclonais desenvolvidos em
laboratério chamados de TY014, produzido com o uso de células de ovéario de hamster chinés,
especifico para um epitopo conservado na proteina do envelope (E) do virus da febre amarela.
Atualmente se encontra na fase 1 de ensaios clinicos e ja demonstrou eficacia no controle da
viremia induzida em pacientes imunizados com a vacina 17D-204 contra a febre amarela. De 5
pacientes que foram tratados com TYO014 ap6s a vacinagdo, nenhum apresentou carga viral
detectavel até 16 dias ap0s a imunizacdo com 17D-204, além de ter reduzido a resposta
inflamatoria causada pela infeccdo viral, levando a menos efeitos adversos quando comparados
a individuos vacinados que foram tratados com placebo (LOW et al., 2020).

Enquanto formas alternativas de tratamento estdo sendo estudadas, o tratamento de suporte
segue sendo o mais utilizado. A reposicao de fluidos para evitar hipotensdo, administracdo de
oxigénio, controle de acidose metabdlica, diélise e tratamento com anticonvulsivantes e drogas

vasoativas fazem parte dos procedimentos realizados em pacientes em terapia intensiva devido
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a febre amarela grave (MONATH, 1987). Quanto a prevencdo contra a febre amarela, a forma
mais eficaz e duradoura é a vacinacdo, que € segura, de baixo custo e gera imunidade duradoura
contra o virus (CAMPI-AZEVEDO et al., 2019). O controle de vetores e 0 uso de repelentes
que protejam contra a picada dos mosquitos transmissores da doenca também sdo importantes
formas de prevencdo (“Centers for Disease Control and Prevention (CDC) - Yellow Fever”,
2019).

1.3. PATOGENESE

A febre amarela é uma doenca viscerotropica em humanos, e a replicacdo viral nos
hepatdcitos é essencial para o estabelecimento da doenca. O virus, presente nas glandulas
salivares de mosquitos infectados, é transmitido apds a picada e é endocitado por células
dendriticas ou macrdfagos localizados na derme, células nas quais o virus consegue se replicar
no ambiente intracelular (CONG et al., 2016), que migram para os érgaos linfoides secundarios.
No linfonodo, a célula infectada ativa linfécitos T e B naive presentes no tecido linfoide
enquanto o virus se replica no ambiente intracelular, levando a exocitose de véarias novas copias
virais que podem atingir a corrente sanguinea. A partir do sangue periférico, o virus pode atingir
diferentes 6rgdos, e ja foram reportadas lesbes significativas causadas por replicacdo viral
seguida de lise em células do coragdo, baco e rins (DE BRITO et al., 1992). De forma geral,
os flavivirus podem infectar as células do hospedeiro humano por endocitose mediada por
receptores, por fagocitose realizada por macréfagos ou através de fusdo do envelope viral com
a membrana celular. Ap6s a infec¢do, o virus se replica no ambiente intracelular, e os
mecanismos por trds dessa replicacdo ainda estdo pouco elucidados, mas é sabido que a
liberacdo de novas cépias virais € feita a partir de exocitose ou por apoptose da célula
(MARIANNEAU et al., 1997), o que gera danos citopaticos. Essa replicacdo e maturagdo
celular ocorre rapidamente, e a carga viral intracelular tem seu pico 24h apés a entrada do virus
na célula.

No entanto, o érgdo-alvo central para a agdo do virus é o figado, onde o YFV infecta
hepatocitos, realiza sucessivas replicacdes virais e induz apoptose celular, necrose litica, macro
e micro esteatose, que resultam em um grande dano hepéatico (QUARESMA et al., 2013). Essa
lesdo hepatica grave leva a dois principais sintomas da febre amarela: a ictericia, causada pelo
acumulo de bilirrubina indireta na corrente sanguinea pois o metabolismo de bilirrubina no
figado é prejudicado, e as hemorragias causadas pela diminuicdo da producdo hepatica de
vitamina K, levando a uma coagulopatia em pacientes com danos hepaticos (MONATH;
VASCONCELOQS, 2015). Alem das lesdes causadas pelo virus, a tempestade de citocinas
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causada pela resposta imune contra a infeccdo também possui um papel importante na
hepatotoxicidade da doenca (TER MEULEN et al., 2004).

1.4. RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA INFECCAO

O virus da febre amarela pode causar dois tipos de infeccdo, a infeccdo viscerotropica na
qual as lesdes causadas pela replicacdo viral ocorrem em 6rgaos como figado, rins, baco e
coragdo, ou a infeccdo neurotropica, na qual o cérebro é o 6rgédo mais afetado pelo virus. Em
primatas e humanos, o virus é predominantemente viscerotrépico, mas ao ser inoculado de
maneira periférica em outras espécies, como roedores, leva a danos neurotropicos,
demonstrando uma atividade neuroinvasiva e causando encefalite nesses animais. A inoculacao
intracerebral em roedores também leva a danos encefalicos, 0 que ndo ocorre em primatas
(MONATH; BARRETT, 2003).

Como ja foi estabelecido, o figado é o 6rgdo mais afetado pela infeccdo do virus da febre
amarela. Os danos hepaticos se manifestam principalmente no periodo de intoxicacdo da
doenca, e em média 80% dos hepatdcitos sao lesados pela replicacdo viral seguida de apoptose
(KLOTZ; BELT, 1930). Associada a apoptose de hepatdcitos causadas pela replicacdo viral
dentro dessas células, uma producao exacerbada e nédo regulada de citocinas pro-inflamatéria
por células do sistema imune em resposta a infeccéo viral também possui um papel importante
no dano de maultiplos 6rgédos de individuos acometidos pela febre amarela (QUARESMA,;
DUARTE; VASCONCELOS, 2006).

Inicialmente, 0s corpos apoptoticos, gerados apds a exocitose das novas copias de virais
dos hepatdcitos, sdo fagocitados por macr6fagos presentes no figado e iniciam uma resposta
inflamatéria (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). Estudos mostram que as células de Kupffer,
macrofagos que residem no tecido hepatico, fagocitam esses corpos gerados apos apoptose de
hepatocitos causada pela replicacdo viral intracelular, e essas celulas passam a produzir altos
niveis da citocina pro-inflamatoria TNF, que é sabidamente um importante mediador de leséo
hepéatica (BRADHAM et al., 1998), além de passarem a expressar 0 marcador de morte celular
Fas ligante (FasL) (CANBAY etal., 2003). Altos niveis de TNF podem induzir maior atividade
citolitica de linfocitos T CD8* e células T Natural Killers (NKT), que também sdo encontrados
em biopsias hepéticas de pacientes que foram a oObito devido a infeccdo por febre amarela
(QUARESMA et al., 2006), e a acdo de ambas também pode ter um papel importante na
apoptose de hepatdcitos durante a infeccdo devido a inducdo de morte celular em hepatdcitos

infectados.
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Biopsias hepaticas de pacientes que foram a ébito devido a infeccdo pela febre amarela
apresentam infiltrados de linfocitos T CD4* T helper 1 (Thl), que expressam altos niveis das
citocinas pré-inflamatdrias IFN-y e TNF, sendo TNF sabidamente um importante mediador de
lesdo hepética. Além daresposta Thl, altos niveis da citocina TGF- também foram detectados
em biopsias hepaticas de pacientes que foram a 6bito (QUARESMA et al., 2006). O TGF-j3 é
produzido pelos macréfagos no figado em caso de lesbes hepaticas e ele possui efeitos
pleiotropicos nesse ambiente, podendo agir como citocina anti-inflamatdria através do seu
importante papel na inibicdo da diferenciacdo de células Thl e inducéo da diferenciacdo de
células T reguladoras (Treg) (MCGEACHY; CUA, 2007), o que diminui a producdo de
citocinas pro-inflamatoérias e aumenta a producédo de citocinas anti-inflamatorias. Além disso,
0 TGF-p também inibe a diferenciacdo de linfocitos T CD8™ citotoxicos, contribuindo para a
diminuicdo da apoptose de hepatdcitos infectados (L1 et al., 2006)

No entanto, ao inibir a acdo das principais células responsaveis pelo controle da replicacdo
viral hepaética, os linfécitos Thl e T CD8* CTL, o TGF-p permite que replicacdo viral ocorra
sem o devido controle do sistema imune, o que eleva os niveis de lesdo hepatica causada pela
apoptose celular apos a saida de novas copias virais dos hepatdcitos, e vai em contrapartida ao
efeito anti-inflamatério apresentado pelo TGF-f. Dessa forma, a resposta ndo balanceada de
celulas Thl, CTL e da citocina TGF-pB, que induzem a apoptose de hepatocitos pela agéo de
citocinas pro-inflamatdrias, pela morte de células infectadas e por aumentar a permissividade
da replicacdo viral intracelular respectivamente, contribui para a imunopatogénese da febre

amarela.

1.5. DESENVOLVIMENTO DA VACINA CONTRA A FEBRE AMARELA

Em 1927, Adrian Stokes coletou amostras de sangue de um paciente africano chamado
Asibi, infectado com o virus da febre amarela que se recuperou rapidamente da doenga. Stokes
iniciou experimentos com essas amostras inoculando-as em cavia porcellus, que néo
apresentaram sintomas além de uma leve reacéo febril, e em macacos rhesus que foram & dbito
(STOKES; BAUER; HUDSON, 1928a). No entanto, eram necessarios estudos com o virus
utilizando animais de laboratorio com maior disponibilidade e de menor custo. Assim, em 1930,
Max Theiler iniciou passagens intracerebrais com amostras de sangue retiradas de macacos
rhesus em camundongos, uma vez gque esses animais ndo eram susceptiveis ao virus da febre
amarela quando inoculado de formas convencionais. Foi visto que era possivel manter uma

cepa do virus atraves de passagens intracerebrais entre camundongos, e que ap6s algumas
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passagens esses animais ndo iam a ébito pela doenca. Foi visto também que apds um certo
numero de passagens, a cepa obtida ndo era virulenta apds inoculacao subcutanea em macacos
rhesus, mas que a inoculagdo intracerebral dessa cepa levava os macacos a 6bito (THEILER,
1930). Com isso, Theiler conclui que a viscerotropia e neurotropia do virus pode ser reduzida
utilizando métodos apropriados.

Em 1932 ocorreram tentativas de cultivar a cepa neurotrépica obtida em camundongos in
vitro utilizando diferentes tipos de tecido, e a cultura em tecidos obtidos de embrifes macerados
de galinha se mostrou a mais bem sucedida, pois nessas culturas o virus apresentava uma
viruléncia constante, testada em inoculacdo intracelular em camundongos apds varias
subculturas (HAAGEN; THEILER, 1932). Em seguida, Theiler realizou sucessivas passagens
da cepa neurotrépica em tecido macerado de embries de galinha apos a retirada da cabeca e
da medula espinhal para avaliar se haveria reducdo do neurotropismo. Foi visto que a viruléncia
viscerotropica e neurotrépica do virus diminuiu drasticamente apés 100 passagens, pois a
inoculacéo intracerebral dessa cepa em macacos rhesus ndo causava encefalite fatal, apenas
uma febre, e a inoculacdo subcutdnea causa uma infeccdo generalizada leve (THEILER;
SMITH, 1937a). A partir disso, a cepa obtida na 176% passagem, denominada 17D, foi
selecionada para testes de imunizacéo.

A inoculacdo subcutédnea de macacos rhesus com a cepa 17D levou a producdo de
anticorpos contra uma cepa altamente virulenta inoculada 7 dias apds a imunizacédo, e a
subsequente imunizagdo de um nlmero pequeno humanos que ndo tiveram contato prévio com
0 virus da febre amarela também levou a producdo de anticorpos especificos contra o virus, e
sem apresentar efeitos adversos (THEILER; SMITH, 1937b). Ap6s o desenvolvimento da
vacina, iniciaram-se producdes em larga escala do imunizante para a realizacdo de testes em
regides endémicas para a doenga. Com 0 objetivo de evitar mutagdes imunogénicas na cepa
utilizada para a producéo da vacina, o que poderia comprometer a sua seguranca, a OMS criou
um lote de subcepas provenientes da cepa original 17D, chamadas 17DD e 17D-204 (e sua
subcepa 17D-213) (GALLER et al., 1998), que passaram a ser utilizadas na producéo de vacinas

ao redor do mundo.

1.6. RESPOSTA IMUNE APOS VACINACAO

Na ultima década, numerosos estudos foram realizados para um melhor entendimento da
resposta imune celular e humoral ap6s a imunizacdo contra a febre amarela. Isso se deve
principalmente ao fato de a vacina ser considerada uma das mais bem sucedidas ja

desenvolvidas, com poucos ou nenhum efeito adverso, e com alta imunogenicidade, induzido
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a producdo de anticorpos neutralizantes especificos de longa duragdo. O entendimento da
resposta gerada pela imunizagédo contra a febre amarela pode auxiliar no desenvolvimento de
novas vacinas mais eficazes para outras doencas.

Entre os dias 3 e 5 ap0s a vacina ocorre 0 pico da viremia, com reducéo significativa da
quantidade de RNA viral detectdvel apdés 7 ou 9 dias (REINHARDT et al., 1998).
Simultaneamente ao pico da viremia, ocorre um pico de producdo das citocinas pro-
inflamatorias IFN-y, TNF e IL-2 (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014), produzidas principalmente
por células Natural Killer (NK) provavelmente ativadas ap6s o reconhecimento de Padrdes
Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPS) pelos Toll-like Receptors (TLRs) 3 e 9, que sao
altamente expressos em células NK apds a imunizacdo e que sdo responsaveis pelo
reconhecimento de RNA viral (DA COSTA NEVES et al., 2009). As células NK ativadas tem
um importante papel na resposta inicial a vacina por realizar o controle da viremia e por auxiliar
na maturacdo de células dendriticas. Além disso, baixos niveis de IL-10, citocina anti-
inflamatdria, sdo detectados no dia 5 ap6s a vacina, 0 que permite o desenvolvimento e
maturacdo de células apresentadoras de antigeno, que aumentam a expressao de Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) (MOCELLIN et al., 2003).

No dia 7 ap0s a vacinagdo, macrofagos e neutréfilos ativados estdo presentes em maiores
quantidades, ambos produzindo altos niveis de TNF e IL-12 (LUIZA-SILVA et al., 2011),
sendo a ultima responsavel pela diferenciacdo e proliferagdo de Linfocitos T CD4* Thl
(JACOBSON et al., 1995). Como esperado, devido a presenca de IL-12, a subpopulacéo de
celulas Thl se apresentou aumentada no dia 7, e expressando o marcador de ativagdo tardia
HLA-DR, no entanto ocorre simultaneamente uma resposta modulatéria do sistema imune, pois
no dia 7 também é encontrado um aumento na populacdo de células T reguladoras (Treg)
expressando altos niveis das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B, que podem ser
responsaveis pela reducao de células NK ativadas nesse dia. Linfocitos T CD8* expressando 0s
marcadores de ativacdo CD69* e CD38* também se mostraram aumentados 7 dias apds a
imunizacdo (MARTINS et al., 2007).

Quinze dias ap6s a imunizagdo, observa-se um aumento na quantidade de linfocitos B
ativados (CD19* CD69") circulantes e um maior namero de linfécitos B que expressam IL-
10R, o receptor de IL-10, sendo essa citocina importante no aumento da viabilidade de
linfocitos B do centro germinal (GC) que se diferenciam em células B de memoria e
plasmécitos ativados (LEVY; BROUET, 1994). Nesse periodo também ocorre o pico da
secrecdo de IgM contra o virus da febre amarela e se inicia a secre¢do de anticorpos
neutralizantes (AKONDY et al., 2009). As células T CD4* e CD8* que expressam IL-10R
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também estdo presentes em maior quantidade no dia 15 ap06s a imunizacéo, e isso pode explicar
a reducdo no namero de linfocitos T ativados e especificos contra o virus da febre amarela que
ocorre nesse dia (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a). Por fim, no dia 30 ap6s a vacinacao €
observado o aumento na quantidade de linfécitos T de memoria circulantes (BLOM et al.,
2013), o pico da producdo de citocinas anti-inflamatorias, além do aumento significativa de
linfécitos B de memoria classica (CAMPI-AZEVEDO et al., 2016).

1.7. RE-EMERGENCIA DE NOVOS SURTOS

Apdbs a descoberta da vacina, numerosas campanhas de vacinacdo foram feitas com o
objetivo de reduzir os surtos de febre amarela que ocorriam com frequéncia na Africa e na
América do Sul. Contudo, com o passar dos anos, a cobertura vacinal em regides endémicas foi
reduzindo a medida em que houve queda nos casos reportados da doenga. Estudos mostram que
a cobertura vacinal em regides endémicas apresentou queda substancial entre as décadas de 80
e 0s anos 2000, atingindo altos niveis novamente apenas em 2010 (SHEARER et al., 2017). No
entanto, estima-se que atualmente uma média de 430 milhGes de pessoas (cerca de 50% de
pessoas que vivem em regides de risco) ainda precisam ser vacinadas contra a febre amarela
com o objetivo de imunizar 80% de populacdo, que € o recomendado pela OMS para atingir a

imunidade de rebanho.



28

A 1970 - B 1980

‘ﬁ
M1

L .
C 1990 D 2000

Figura 4 - Cobertura vacinal contra a febre amarela, de 1970 até 2016. Fonte: Shearer, Freya M et al. “Global
yellow fever vaccination coverage from 1970 to 2016: an adjusted retrospective analysis.” The Lancet. Infectious
diseases vol. 17,11 (2017): 1209 1217.

Com isso, nos ultimos 5 anos, novos surtos de grandes proporgdes voltaram a ocorrer em
paises Africanos e na América do Sul (AHMED; MEMISH, 2017; ORTIZ-MARTINEZ;
PATINO-BARBOSA; RODRIGUEZ-MORALES, 2017), e de forma preocupante esses surtos
vieram acompanhados de grande quantidade de casos de febre amarela em regides antes
consideradas ndo endémicas, o que sugere que o virus da febre amarela pode estar sendo
introduzido em &reas com baixa ou nenhuma cobertura vacinal (DOUAM; PLOSS, 2018).

Entre dezembro de 2016 e abril de 2018, um surto de grandes proporcdes ocorreu no Brasil

com 1900 casos confirmados de febre amarela, com uma taxa de mortalidade de
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aproximadamente 35%. Os casos foram notificados principalmente nos estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao Paulo, locais previamente considerados néo
endémicos para a febre amarela, e com ocorréncia de infecgbes de primatas nessas regides.
Estudos demonstraram que esse surto foi causado por transmissdes do ciclo selvagem, onde
primatas infectados habitavam regides arborizadas nas proximidades das cidades no interior
dos estados. Essas cidades mais afetadas eram consideradas pelas OMS como tendo uma
cobertura vacinal de acima de 80% da populacdo, que o limite minimo recomendado para
atingir a imunidade de rebanho (FARIA et al., 2018). Estudos evolutivos indicam que o virus
circulou silenciosamente em primatas da regido sudeste, e que ele provavelmente foi
introduzido nessa regido vindo do Centro Oeste, devido ao ancestral comum mais proximo que
data de 2015, coincidindo com uma emergéncia de febre amarela em Goias (REZENDE et al.,
2018). Esses dados indicam que a necessidade de uma vigilancia epidemiologica de humanos
e primatas mais eficaz para a rapida deteccdo e contencdo de novos surtos de febre amarela,
além de um maior controle da cobertura vacinal, mesmo em regides consideradas de baixo risco
para a doenca.

Para conter esses novos surtos, a OMS criou uma estratégia global para eliminar as
epidemias de febre amarela (“WHO - EYE Strategy”, 2016) até o ano de 2026. O primeiro
passo é a imunizagdo em massa de populacdes em areas de risco, 0 que criou uma demanda de
1,4 bilhdes de doses que serdo utilizadas em campanhas de vacinacdo em massa na Africa,
América Latina, Caribe e Brasil (“WHO- Global Strategy to Eliminate Yellow fever Epidemics
(EYE)”, 2016).

1.8. DOSE FRACIONADA DA VACINA

Com o aumento na demanda por doses da vacina contra a febre amarela, a fim de aumentar
a cobertura vacinal em regides onde estavam ocorrendo grandes surtos, os estoques globais
estavam se esgotando rapidamente. A forma de producdo da vacina ndo foi muito otimizada
desde que se iniciou em 1937, ainda sendo produzidas cerca de 300 doses da vacina apds 12
dias de infeccdo de embrides de galinha com a cepa atenuada do virus (VISSER, 2019), e os
ovos utilizados devem ser livre de patdgenos especificos, cuja disponibilidade € limitada, para
gue a seguranca da vacina nao seja comprometida (FREIRE et al., 2005). Além disso, apenas
quatro instituicbes no mundo possuem qualificagdo da OMS para distribuir vacinas contra a
febre amarela, sendo elas: Bio-Manguinhos (Brasil), Sanofi Pasteur (Franca), Instituto Pasteur
(Senegal) e Instituto Chumakov (Russia). Dessa forma, a reposi¢do dos estoques ndo estava

ocorrendo em uma velocidade satisfatoria.
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Para minimizar esse problema de escassez de vacinas, a OMS revisou alguns estudos
publicados nos ultimos anos que demonstravam que a imunizacdo com doses fracionadas da
vacina contra a febre amarela também era capaz de induzir resposta humoral e producdo de
citocinas de forma muito similar a resposta induzida pela dose plena (CAMPI-AZEVEDO et
al., 2014; DE SOUZA LOPES; DE ALMEIDA GUIMARAES; DE CARVALHO, 1988;
MARTINS et al., 2013; ROUKENS et al., 2008). Como esses estudos também demonstraram
que a aplicacdo de doses fracionadas da vacina ndo causava efeitos adversos nos pacientes, a
OMS recomendou o inicio de campanhas de vacinacdo em massa utilizando 1/5 da dose plena
normalmente utilizada, sendo essa dose fracionada escolhida por ser a menor quantidade que
pode ser administrada pelas seringas utilizadas na vacinacdo, e que gera uma cinética de
resposta similar a induzida pela dose plena.

Assim, em 2018 foram iniciadas as imuniza¢fes com a Dose Fracionada no territorio
brasileiro visando imunizar milhdes de pessoas (CALLENDER, 2019), e 0 mesmo foi feito em
diversos paises do continente Africano (GULLAND, 2016). No entanto, a OMS ressalta que o
uso da dose fracionada deve ser interrompido quando a situacao de reposicdo das vacinas for

normalizada, e o uso da dose plena devera ser retomado.

1.9. ACELULA T CD4* AUXILIAR FOLICULAR APOS A IMUNIZACAO

As células T CD4* auxiliares foliculares foram descritas apds a descoberta de uma
populacédo discreta de linfocitos T CD4* foliculares que expressavam altos niveis de CXCRS5,
marcador de enderecamento para foliculos linfoides, apos imunizagéo contra doengas (ANSEL
et al., 1999). O estudo dessas células, presentes em foliculos linfoides e que auxiliavam na
proliferacdo de linfécitos B de memdria de alta afinidade e de plasmécitos ativados de longa
duracdo, mostrou uma assinatura molecular muito diferente das de células T CD4* auxiliares
Thl, Th2 e Th17 (CHTANOVA et al., 2004).

Foi visto uma alta expressdo de ICOS (HUTLOFF et al., 1999), que é um marcador de
superficie com papel importante na coestimulacdo de células T foliculares auxiliares através da
sua interacdo com seu ligante ICOSL expressos por linfocitos B na borda T-B do foliculo, e foi
visto que essas células fazem secrecdo moderada de IL-10 (LOHNING et al., 2003), tendo essa
citocina a funcdo de induzir a diferenciacdo de linfocitos B em plasmablastos (LAIDLAW et
al., 2017). O marcador PD-1 também € altamente expresso por células Tfh, e sua principal
funcéo é controlar o posicionamento adequado e as fungdes auxiliares das células Tth, fazendo
com que ele desempenhe um papel essencial durante a resposta do centro germinativo (SHI et
al., 2018)
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As celulas Tfh expressam o marcador CXCR5, que permite sua migracao para os foliculos
de linfdcitos B nos 6rgdos linfoides secundarios em resposta ao seu ligante especifico CXCL13,
produzido por células dendriticas foliculares (FDCs) (WANG et al., 2011) e por linfécitos T
CD4* CXCR5* localizados no centro germinal (RASHEED et al.,, 2006). Dessa forma,
CXCL13 pode ser visto como marcador de atividade do centro germinal, e seu uso como
biomarcador de magnitude de resposta humoral vem sendo estudado (HAVENAR-
DAUGHTON et al., 2016). Em seguida, foi descoberto que o fator de transcricdo Bcl-6 €
essencial para o direcionamento de diferenciacdo em células Tfh (YU et al., 2009), que as
citocinas IL-6 e IL-21 tem papel importante na diferenciacéo, proliferagdo e manutencgéo dessas
celulas (NURIEVA et al., 2008). Além disso, as células Tfh podem expressar também
CD45R0, uma marcador de células de memdria (ZHOU et al., 2014).

Morita et al. demonstrou que os linfocitos Tfh podem se dividir em 3 subpopulagdes de
linfocitos auxiliares, Thl, Th2 e Thl7, e cada uma dessas subclasses desempenha um papel
diferente. As células Tth Th2 e Th17 induzem células B naive a produzirem anticorpos através
da secrecdo de IL-21, mas Th2 promove secrecdo de 1gG e IgE, enquanto Th17 promove a
secrecdo de 1gG e IgA. Em contrapartida, as células Tfh Thl ndo foram capazes de induzir
producdo de anticorpos por células B naive. Esses dados sugerem que diferentes subpopulagdes
auxiliares de Tfh induzem resposta humorais muito diferentes (MORITA et al., 2011).

Estudos realizados com individuos saudaveis, uma coorte de adultos e uma coorte de
criancas imunizados com vacina trivalente contra o virus influenza em 2009/2010 e 2010/2011
respectivamente, correlacionaram a populacédo de linfocitos Tfh CXCR3*, produtores de IFN-
v, com a producdo de anticorpos especificos ap6s estimulacdo de linfocitos B. Os autores
discutem que as células Tfh CXCR3* se elevam no sangue 7 dias ap0s a imunizacao, e esse
aumento se correlacionou positivamente ndo com a produgédo de novos anticorpos, mas com o
aumento na quantidade de anticorpos pré-existentes, e corroborando com esse achado, ensaios
in vitro mostraram que essas células produtoras de IFN-y foram capazes de induzir a
diferenciacdo de células B de memoria em plasmocitos ativados, mas que ndo foram capazes
de auxiliar linfocitos B naive. Esses resultados apontam que as células Tfh CXCR3* sdo
responsaveis pela reativacéo de células B de memdria (BENTEBIBEL et al., 2013), e o pico
dessas células e de plasmablastos no sangue ocorre 7 dias ap6s a imunizacdo contra 0 virus
influenza, o que sugere que a cinética de proliferacdo dessas duas células seja similar
(WRAMMERT et al., 2008)

Ja foi descrito que, apds a imunizacdo com a dose plena da vacina contra a febre amarela, a

frequéncia de células Tfh aumentava ap6s 3 dias, com pico 14 dias ap6s a vacinacgdo, a
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polarizacdo dessas células para a subpopulacdo Tfh Thl era predominante quando comparada
as outras subpopulacdes (Tth Th2 e Tth Th17) e a correlagdo entre essas células Tfh Thl e a
afinidade dos anticorpos neutralizantes produzidos ap6s a imunizag&o foi positiva (HUBER et
al., 2020). No entanto, pouco se sabe sobre a acdo da dose fracionada da vacina contra a febre
amarela nessa populacdo de células, que possui papel fundamental na indugdo de resposta

humoral especifica e de alta afinidade.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o impacto da imunizagdo com a vacina antiamarilica em sua dose fracionada na

resposta imune adaptativa.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a produgdo de fatores sollveis por voluntarios imunizados com a dose

fracionada da vacina antiamarilica.

Avaliar o impacto da vacina¢do com a dose fracionada da vacina antiamarilica:

- na ativacdo de populacdes de células T CD4* e CD8* e seus compartimentos de

memoria;

- na proporcdo de células T CD4*CXCR5* circulantes e no padrdo de expressdo de
receptores de ativacdo e regulacéo envolvidos na identificacdo e funcéo das células Tth
(ICOS e PD-1);

- na proporc¢do de células B e alteracdes das suas subpopulaces de células naive,

efetoras e de memoria.

Avaliar a producdo de IgM, IgG totais e anticorpos neutralizantes, especificos para o

virus da febre amarela induzida pela vacinacao.

Realizar analises integradas dos dados gerados das amostras dos voluntarios avaliados
na execucdo dos objetivos acima, correlacionando, entre outros, populacbes de
linfocitos B e produgdo de anticorpos com as subpopulacées de células Tth induzidos

pela vacinacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA DE SANGUE

Os participantes do estudo foram selecionados dentro da populacdo que participou da
campanha de vacinagédo contra a febre amarela no estado de S&o Paulo, que ocorreu de janeiro
a julho de 2018 nos postos de saude de cidades da regido metropolitana da capital utilizando a
dose fracionada. Com aprovacio do Comité de Etica, (CAAE: 82357718.5.0000.509; NGmero
do Parecer: 4.030.110) foram feitas coletas de sangue utilizando o tubo BD
Vacutainer® SST™ || Advance, que contém um ativador de coagulo em sua parede e um gel
separador que permite a obtencéo do soro apos centrifugacdo. Essas amostras foram enviadas
para o Laboratério de Investigacdo Médica da Universidade de S&o Paulo (USP), onde foram
processadas para separacdo e coleta do soro. Em seguida, o coagulo e o soro resultante foram
encaminhados para o Instituto René Rachou (IRR — Fiocruz Minas), onde prosseguimos com

0S experimentos.

3.2. OBTENCAO DE PBMC

Os coagulos obtidos ap06s o processamento das amostras de sangue foram utilizados para a
obtencdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Primeiramente cortamos 0s
coagulos em fatias de 1-2 mm, e em seguida acoplamos filtros de 100 um (Cell Strainer, BD)
em tubos do tipo Falcon (Sarstedt) de 50 mL e maceramos os codgulos individualmente atraves
desses filtros, utilizando émbolos de seringa estéril e meio RPMI 1640 (Gibco). Adicionamos
meio RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco™) aos tubos de 50 mL para
obtencdo de volume final de 10 mL. Em seguida, aplicamos essa suspensao lentamente em 5
mL de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare), densidade 1.077 g/mL a temperatura ambiente,
com auxilio de pipeta sorologica (Sarstedt) de 10 mL. Centrifugamos os gradientes a 410 X ¢
por 40 minutos a 20°C para a separacdo das PBMC, e em seguida transferimos os anéis
contendo as PBMC para tubos tipo Falcon de 50 mL, no qual acrescentamos meio RPMI
suplementado estéril até o volume final de 15 mL. Homogeneizamos suavemente por inversao
e centrifugamos a 300 x g por 7 minutos a 4 °C para lavagem das células.

Apos verter o sobrenadante do lavado de PBMC, adicionamos solucéo de cloreto de aménio
1x (NH4CI 155 mM, KHCO3 10 mM e EDTA 0.1 mM - SIGMA, pH 7,2.) com o objetivo de
lisar hemacias contaminantes. Em seguida homogeneizamos as suspens@es vigorosamente por
inversdo, as incubamos por 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugamos a 300 x g por 7

minutos a 4 °C e removemos o sobrenadante por inversdo. Para lavar o pellet de PBMC,
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adicionamos 40 mL de RPMI, homogeneizamos as células suavemente por inversdo e as
centrifugamos novamente a 300 x g por 7 minutos a 4 °C. Por fim, retiramos o sobrenadante
por inversdo e com o auxilio de uma pipeta de 1000 pL, e adicionamos um mililitro de RPMI
para a contagem de células viaveis, para a qual utilizamos azul de Trypan (Trypan Blue 0,4%,

Gibco) e o contador automatico Countess Automated Cell Counter (Invitrogen).

3.3. IMUNOFENOTIPAGEM

Para realizar a fenotipagem celular, incubamos as PBMC provenientes dos coagulos de
individuos antes da vacinacdo e imunizados com anticorpos monoclonais a fim de analisar as
subpopulacdes de linfécitos T e B de interesse. Em média, obtinhamos em cada coagulo 1x10°
células vivas ressuspendidas em 200 L de PBS estéril, e as pipetamos em placas de 96 pocos.
Em seguida centrifugamos a placa por 5 minutos a 300 x g e temperatura ambiente, e vertemos
a placa para descartar os sobrenadantes.

Preparamos a mistura de anticorpos dos painéis de linfécitos T e B. Os anticorpos utilizados
foram: anti-CD3-Qdot655, anti-CD4-BV605, anti-CD8-Alx488, anti-CD45R0-BV421, anti-
CXCRG6, anti-CXCR3-PE, anti-CCR6-PE-Cy5, anti-ICOS-PE-Cy7, anti-PD-1-APC, anti-
CD19-PE-Cy7, anti-CD20-BV650, anti-CD21-FITC, anti-CD38-PE, anti-CD27-APC-H7 e
anti-IgD-Alx700. Centrifugamos essa mistura a 10.000 x g por 5 minutos a 4°C para remover
agregados de anticorpos ou fluorocromos e adicionamos 50 pL da mistura de anticorpos a cada
poc¢o contendo as células. Incubamos a placa por 20 minutos em temperatura ambiente e ao
abriga da luz, adicionamos 100 pL de PBS a cada poco e centrifugamos por 5 minutos a 300 x
g e temperatura ambiente. ApOs vertermos a placa para a retirada dos sobrenadantes, nds
ressuspendemos as células marcadas em 200 pL de PBS. Por fim, adquirimos as células no
citbmetro de fluxo FACS LSR Fortessa (BD) e os resultados foram analisados com o FlowJo
V10.6.2 (Tree Star). Para as representacdes graficas, utilizamos o GraphPad Prism V8.0
(GraphPad-Software).

3.4. QUANTIFICACAO DE CARGA VIRAL

A quantificacdo de cdpias virais no soro coletado de pacientes apds a imunizagdo com a
dose fracionada da vacina contra a febre amarela foi feita por qRT-PCR (Real-Time
Quantitative Reverse Transcription PCR), e esse ensaio foi realizado pelo Laboratério de Virus
(Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG). Submetemos um total de 140 pL de soro
para extracdo de RNA usando um kit QIAmp Viral RNA Mini (Qiagen, Germantown, MD,
EUA) seguindo as instru¢fes do fabricante. Extraimos o RNA em lotes compostos por no
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méaximo dez amostras mais um controle de extragdo negativo (agua ultrapura),e testamos todas
amostras para controle endogeno (gene que codifica para 3-actina, primer forward 5’ CCA ACC
GCG AGA TGA 3’ e primer reverse 5' CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG 3') através de
uma Reacdo em Cadeia da Polimerase - Transcriptase Reversa quantitativa (QRT-PCR) de uma
etapa e um kit GoTag® Probe 1-Step gRT-PCR System (Promega Corporation).

Através de ensaios de gRT-PCR, utilizamos como alvo YFV 5'-UTR, uma sequéncia de
120 nucleotideos constante no genoma do virus da febre amarela. Para a triagem molecular de
YFV, incluimos controles negativos (dgua ultrapura) e positivos (RNA genémico da cepa viral
YFV-17DD). Para isso, adicionamos 2,5 uL. de RNA e 5 pmol de cada primer a 5 uL. de master
mix (Promega Corporation) em um volume final de 10 pL, e realizamos a amplificacdo em
Applied Biosystems StepOneTM Real-Time PCR Systems nas seguintes condicfes: transcri¢cao
reversa a 45°C por 15 min, desnaturacao a 95°C por 2 min e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos

seguidos de 60°C por 60 segundos.

3.5. ENSAIO DE LUMINEX MULTIPLEXING

Um ensaio de microesferas 27-plex de alto desempenho (Bio-Rad) foi empregado para
deteccdo e quantificacdo de varios fatores soliveis nas amostras de soro, incluindo: CXCL8
(IL-8), CXCL10 (IP-10), CCL11 (Eotaxina), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP1p), CCL2 (MCP-
1), CCL5 (RANTES), IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-17, IL-1Ra (antagonista do
receptor I1L-1), IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13, IL-15, FGF bésico, PDGF, VEGF,
G-CSF e GM-CSF. Para isso, primeiramente deixamos 0s reagentes atingir temperatura
ambiente e descongelamos as aliquotas de soro de cada paciente. Adicionamos a placa de 96
pogos, contida no kit, 50 uL das esferas reconstituidas, e lavamos a placa 2 vezes na lavadora
automatica Bio-Plex Pro Wash Station.

Centrifugamos as amostras de soro por 5 minutos a 14.000 x g, e pipetamos em duplicata
50 uL de cada amostra para a placa de 96 pocos fornecida no kit. O padrdo reconstituido foi
diluido 8 vezes e todas essas dilui¢cbes também foram pipetadas (50 puL) em duplicata na placa.
O branco, que consiste no diluente contido no kit, também foi pipetado (50 uL) em duplicata.
Em seguida, homogeneizamos a placa em no Agitador Orbital para Placas de ELISA (Nova
Instruments) por aproximadamente 16 horas a 500rpm e 4°C.

No dia seguinte, lavamos a placa 3 vezes, adicionamos 25 uL. do anticorpo de deteccdo e
homogeneizamos a placa por 1 hora a 500 rpm e temperatura ambiente. Em seguida, lavamos
a placa 3 vezes novamente, e acrescentamos 50 uL de Estreptavidina-PE. Apds 30 minutos de

homogeneiza¢do 500rpm e temperatura ambiente, a placa foi novamente lavada 3 vezes e
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ressuspendida em 125 pL. de tampao de corrida e homogeneizada por mais 10 minutos a 500rpm
em temperatura ambiente. Finalmente, as amostras foram testadas no equipamento Bio-Plex
200 (Bio-Rad) de acordo com as instrucGes do fabricante. Os niveis séricos de I1L-15 e GM-
CSF estavam abaixo da deteccdo limites em varias amostras e foram excluidos de analise. Os

resultados foram expresses em Baseline Fold Change.

3.6. TITULACAO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES

A titulacdo dos anticorpos neutralizantes contra o virus da febre amarela foi realizada no
Laboratério de Tecnologia Viroldgica de Bio-Manguinhos (LATEV, Fiocruz) utilizando o
Teste de Neutralizacdo por Reducgédo de microplaca (microPRNTso) cujo protocolo foi descrito
em 2012 (SIMOES et al., 2012). Conduzimos o teste em diluicbes seriadas de 2 vezes
comecgando em 1:5, em volumes de 50 puLL de amostras de soro inativadas em placas de cultura
de tecidos de 96 pocos. Apds as dilui¢bes seriadas, adicionamos trinta unidades formadoras de
placas (pfu) do virus da febre amarela em 50 pL em todos os pogos, e incluimos uma amostra
de soro positiva contendo anticorpos contra o virus da febre amarela calibrada por uma
Preparacdo de Referéncia Internacional da OMS em cada teste. Na etapa de neutralizagéo,
incubamos a mistura (virus mais soro) por 1 h em temperatura ambiente. Apds esta incubacéo,
adicionamos 50 mL de uma suspensdo de células Vero em meio 199 a todos os pogos e as placas
incubadas novamente a 37°C em incubadora DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) por 3
h. Apés esse periodo, descartamos 0 meio e o substituimos por meio 199 contendo 3% de
carboximetilcelulose (CMC) em volumes de 100 mL. Apos incubacdo a 37°C em 5% de CO2
por seis dias, fixamos as monocamadas com formalina (10%), coramos com cristal violeta
(0,04%) e contamos as placas com uma ampliacdo de 12,5x em um projetor de 35 mm montado
verticalmente com lente grande angular. O titulo de PRNT foi definido como o equivalente a
Gltima diluicdo de soro que reduziu o numero de placas em 50%. O endpoint de 50% (EP50)
do teste foi determinado pela multiplicacdo da média aritmética do nimero de placas
correspondentes ao soro controle por 0,5, e a dilui¢do dos soros testados que reduziu 0 nimero
de placas em 50% foi calculada por regressao linear. A linha de base foi calculada na menor
diluicdo de soro (1:5), pois corresponde ao limite de deteccdo do teste, e 0 ponto de corte
definido pelo teste foi de 1:100.

3.7. DOSAGEM DE IGG ESPECIFICO

A dosagem de anticorpos 1gG especificos para o virus da febre amarela foi feita através de

ensaios de ELISA, utilizando soro coletado dos pacientes imunizados com a dose fracionada
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da vacina contra a febre amarela. Esse ensaio foi realizado no Laboratorio de Tecnologia
Imunoldgica (LATIM), Bio-Manguinhos (Fiocruz/RJ). Revestimos uma placa de 96 pocos com
2,5 ug/mL da cepa viral YFV-17DD diluido em 50 puL/pogo de tampéo de revestimento (tampao
carbonato-bicarbonato pH 9,6) e a incubamos durante a noite a 4°C. Em seguida, lavamos a
placa mecanicamente cinco vezes com 300 puL/poco usando tampdo de lavagem (PBS pH 7,4
com 0,05% Tween-20 —PBS/T). Todas as etapas de lavagem subsequentes foram realizadas
como descrito acima. A placa foi entdo bloqueada com 100 pL/pogo usando solugdo de
bloqueio/diluente (BDS) (PBS / T, BSA 0,05%, soro fetal bovino a 3% (FBS) e leite desnatado
5%), por 1h a 37 ° C. Diluimos as amostras de soro em 1:20 e depois as diluimos em série duas
vezes ate 1:160. Para a curva padrdo, diluimos o anticorpo anti-febre amarela (YF - NIBSC)
em dilui¢Oes seriadas de duas vezes usando BDS, variando de 1 a 0,015 UI/mL. Apds 1 h em
temperatura ambiente, lavamos e incubamos a placa com 100 pL/pogo com anticorpo comercial
HRP Anti-Human IgG (BD Bioscience), diluido 1: 3000 em BDS, por 1 hora em temperatura
ambiente. Lavamos a placa e adicionamos 100 pL/pogo de solug¢do de substrato (TMB mais
TM). Ap6s mais 15 min de incubacdo em temperatura ambiente, adicionamos 100 pL/poco de
solugéo de parada (2M H2SO4). Realizamos a leitura em 450 nm usando espectrometro. As
absorbancias das diluicdes da amostra de soro foram representadas graficamente na curva
padrdo. Os titulos de anticorpos foram calculados no software SoftMax Pro® por regressdo

logistica para quatro parametros e expressos em UI/mL, em relacdo ao antissoro de referéncia.

3.8. QUANTIFICACAO E ANALISES ESTATISTICAS

Analises estatisticas foram calculadas utilizando o GraphPad Prism V8.0 (GraphPad-
Software). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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4. RESULTADOS

41.A DOSE FRACIONADA DA VACINA NAO INDUZ VIREMIA
SIGNIFICATIVA, MAS LEVA A PRODUCAO DE ALTOS NIVEIS DE IgG E
ANTICORPOS NEUTRALIZANTES VIRUS-ESPECIFICOS

Com o objetivo de avaliar a viremia induzida pela dose fracionada da vacina contra a febre
amarela, foram realizados ensaios de qRT-PCR para quantificar cdpias virais no soro de
voluntarios imunizados, utilizando amostras coletadas nos dias 7 e entre os dias 10 e 15 apds a
vacinacdo. Sabe-se que a viremia induzida pela vacina contra febre amarela atinge o pico
aproximadamente 5 dias ap0s a imunizagdo e apresenta queda nos dias subsequentes, com
desaparecimento de copias virais até o dia 15. Apenas 5 voluntérios apresentaram carga viral
detectavel 7 dias apds a imunizacdo, e apenas 2 voluntarios apresentaram carga viral detectavel
apos 15 dias (Figura 5A).

Em seguida, para avaliar a quantidade de anticorpos 1gG especificos contra o virus da febre
amarela produzidos ap0s a vacinagdo, foram realizados ensaios de ELISA utilizando diferentes
dilui¢des dos soros dos voluntarios. Sabe-se que o inicio da producédo de IgG especifico varia
nas populacBes estudadas, podendo ter inicio 14 dias apds a infeccdo ou imunizacdo, ou
iniciando mais tardiamente apds 30 dias. Nossos resultados mostram que alguns voluntarios
produzem IgG especifico, ainda que em baixos niveis, entre os dias 11 e 15 apds a imunizacao.
Jé entre os dias 30 e 45 ap06s a vacinacao, € possivel visualizar altos titulos de anticorpos 1gG
especificos contra o virus da febre amarela (Figura 5B).

Finalmente, a titulacdo de anticorpos neutralizantes especificos contra o virus da febre
amarela foi feita utilizando-se o ensaio de MicroPRNTso, como descrito em Materiais e
Métodos. O teste determina que os resultados positivos sdo aqueles cuja titulagdo seja maior ou
igual a diluico de 1:100. E possivel observar que entre os dias 7 e 10 apds a imunizago, cerca
de 15% (4/28) dos pacientes j& apresentam soroconversao, e que 100% dos pacientes analisados
soroconvertem entre 30 e 45 dias apds a imunizacdo (Figura 5C). Em conjunto, esses dados
sugerem que a dose fracionada induz uma resposta humoral virus-especifica até

aproximadamente um més ap6s a imunizacao.
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Figura 5 — Quantificacdo de copias virais e de niveis de anticorpos produzidos ap6s a imunizacéo. (A) Avaliacdo
de viremia induzida pela imunizagdo com a dose fracionada da vacina contra a febre amarela através da
quantificacdo de copias virais por gRT-PCR. Resultado expresso em cépias/mL. (B) Titulos de anticorpos 1gG
especificos produzidos contra o virus da febre amarela ap6s imunizacéo, avaliados por ensaio de ELISA. Resultado
expresso em Baseline Fold Change, calculado a partir da raz8o entre os valores obtidos em Ul/mL nos dias

avaliados dividido pelo valor do mesmo individuo antes da vacinac¢do. **p<0.01, ****p<0,0001.

4.2. A IMUNIZACAO COM A DOSE FRACIONADA DA VACINA CONTRA A
FEBRE AMARELA INDUZ PRODUCAO DE QUIMIOCINAS ENVOLVIDAS
NO RECRUTAMENTO DE LINFOCITOS, E DE CITOCINAS
RESPONSAVEIS PELA PROLIFERACAO DE CELULAS Tfh

Para avaliar a inducdo da producdo de fatores sollveis pela imunizacdo com a dose
fracionada da vacina contra a febre amarela, quantificamos quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento nos soros coletados nos dias 7, 10 a 15 e 30 a 45 ap0s a vacinagdo. Os resultados
em pg/mL obtidos nesses dias foram divididos pelos valores obtidos no dia 0 do mesmo
individuo, valor basal prévio a imunizacdo. Dessa forma, obtivemos indices (Baseline Fold
Change), cujos valores acima de 1 indicam aumento, e valores abaixo de 1 indicam reducdo na
producdo de um dado fator sollvel apds imunizacdo. Os numeros acima de cada barra
representam o numero de voluntarios que apresentaram os indices do fator soltvel acima de 1
dentre o total de voluntérios avaliados.

De uma maneira geral, a imunizacao leva ao aumento dos niveis de quimiocinas circulantes
7 dias apds a imunizacdo, seguido por reducdo significativa nos niveis desses fatores no soro

dos voluntarios apds 30 dias. Destaca-se a maior producdo de quimiocinas com papel
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importante na migracdo de linfocitos durante a resposta a infec¢fes, como CCL5, CCL3 e
CXCL10. Em relagéo a producdo de citocinas, o padrdo de aumento da producéo 7 dias apos a
imunizagdo ja ndo acontece na maioria dos voluntarios avaliados. Mas, como foi visto com 0s
niveis das quimiocinas, ocorre uma reducdo nos niveis desses fatores soltveis 30 dias apés a
vacinacdo. No entanto, no periodo entre 10 e 15 dias ap6s a imunizacdo € possivel ver um
aumento expressivo na producdo de IL-6, citocina importante para a diferenciacdo e
manutencdo de linfécitos Tfh, a qual 90% dos voluntérios avaliados apresentam indices acima
de 1. J4 em relacdo aos fatores de crescimento, vimos que nenhum deles possui producédo
aumentada de forma expressiva apds a imunizagdo, mas que todos apresentam niveis reduzidos
apos 30 dias.

Em conjunto, esses dados apontam que a dose fracionada da vacina contra a febre amarela
induz a producdo de quimiocinas importantes para o recrutamento de linfocitos nos primeiros
7 dias ap6s a imunizagdo, além de induzir a produgdo de IL-6, citocina envolvida na

diferenciacdo de linfocitos Tfh, entre 10 e 15 dias ap0ds a vacinagao.
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Figura 6 — Perfil da producéo de fatores soltveis séricos pos vacinagao contra a febre amarela. A quantificacdo de
fatores soluveis foi feita por ensaios de Luminex 27-plex, como descrito em Materiais e Métodos, e os resultados
foram expressos em indices, calculados a partir da razdo entre os valores obtidos em Ul/mL nos dias avaliados

dividido pelo valor obtido do mesmo individuo antes da vacinacao. Os valores acima das barras indicam quantos
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individuos apresentam indices acima de 1 dentro do n total, e as letras ‘a’ e ‘b’ indicam diferenca estatistica (teste
de qui-quadrado) desse valor em relagdo aos dias 7 e 10-15, respectivamente. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****pn<0,0001.

4.3. LINFOCITOS T CD8* QUE EXPRESSAM MARCADORES DE ATIVACAO
SAO ENCONTRADOS EM MAIORES QUANTIDADES APOS A
VACINACAO

Para caracterizar as alteracGes das subpopulacBes de linfécitos T CD8* induzidas pela
imunizagdo com a dose fracionada da vacina contra febre amarela, foram realizados ensaios de
imunofenotipagem utilizando PBMC obtido de codgulos de voluntarios. Essas células foram
marcadas utilizando os anticorpos anti-CD3, anti-CD8, anti-CD45R0O, anti-CXCR5, anti-
CXCR3, anti-CCR®6, anti-ICOS e anti-PD-1. A populacgéo de linfdcitos foi selecionada, dentro
da populacédo de células que passaram individualmente pelo feixe de luz do citdmetro de fluxo
durante a aquisicao (single cells), pelas suas caracteristicas morfométricas, visualizadas no dot
plot de tamanho (forward-scatter (FSC)) por complexidade (side-scatter (SSC)). Dentro da
populacdo de linfocitos, as células T CD8* foram identificadas pela coexpressdao dos
marcadores CD3 e CD8, e os demais marcadores utilizados foram analisados dentro dessa
populacgéo celular.

Né&o foram vistas diferencas na porcentagem de linfocitos T totais, CD3*, nem de linfdcitos
T CD8* nos tempos avaliados ap6s a imunizacdo. No entanto, ao analisarmos os demais
marcadores, observamos perfis diferente entre os dias ap6s a imunizacdo. Observa-se que 7 dias
apos a imunizacdo com a dose fracionada da vacina ha um aumento na porcentagem de células
T CD8* que expressam CXCR5* e PD-1*, e as células T CD8* que expressam PD-1*
permanecem elevadas entre 10 e 15 dias ap0s a vacinagdo, juntamente com linfécitos T CD8*
gue expressam CXCR3" e CCR6".
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Figura 7 - Andlise fenotipica de subpopulagdes de linfocitos T CD8* apds imunizag¢do com a dose fracionada da
vacina contra a febre amarela. PBMC de individuos imunizados com a dose fracionada da vacina contra a febre
amarela foram analisados ex vivo por citometria de fluxo quanto a expressao de marcadores de ativacdo e meméria
dentro da populacdo de linfécitos T CD3* CD8*. Resultados expressos em porcentagem. As linhas representam a
média dos valores de cada grupo e as barras de erro representam SEM. *p<0.05, **p<0.01.

4.4. A DOSE FRACIONADA DA VACINA CONTRA A FEBRE AMARELA INDUZ
MAIOR ATIVACAO DE LINFOCITOS T CD4*, UM AUMENTO NA
QUANTIDADE DE LINFOCITOS TFH CIRCULANTES E ELEVA A
PROPORCAO DAS SUBPOPULACOES TH1 E TH17

Para caracterizar as subpopulacdes de linfécitos T CD4*, foram realizados ensaios de
imunofenotipagem utilizando PBMC obtido de coagulos de voluntarios imunizados. Essas
células foram marcadas utilizando os anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD45R0, anti-
CXCRS5, anti-CXCR3, anti-CCR®6, anti-ICOS e anti-PD-1. A populagdo de linfécitos foi
selecionada como descrito acima, e as células T CD4* foram identificadas pela coexpressao dos
marcadores CD3* e CD4*. Os demais marcadores utilizados foram analisados dentro dessa
populacéo celular.

N&o foram vistas diferencas na porcentagem de linfocitos T CD3* CD4* nos tempos
avaliados apds a imunizacdo. Porém, é possivel observar um aumento na porcentagem de

linfocitos T CD4* que expressam 0s marcadores de ativacdo 1ICOS* e PD-1* 7 dias apds a
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imunizacdo, e as células PD-1* permanecem aumentadas 15 dias apds a imunizacdo. Além
disso, no dia 7 também observa-se uma maior porcentagem de linfocitos T CD4* que
coexpressa 0s marcadores CD45RO* CXCR5* ICOS* PD-1*, e essas celulas, de acordo com a
literatura, séo os linfocitos Tth de memoria (SCHMITT; BENTEBIBEL; UENO, 2014).

Dentro das populagdes de linfocitos T CD4* e linfocitos Tfh foi feita outra andlise de
expressao de marcadores, que consiste no padrdo de coexpressdo de CXCR3 e CCR6, 0 que
nos permite avaliar as subpopulagdes linfdcitos T efetores Th1/Th2/Th17. Nossos resultados
demonstram que, dentro de ambas as populacdes de células T CD4* e de células Tfh, ocorre um
aumento na proporc¢ao de células Th17 (CXCR3 CCR6") no dia 7 pds vacinacgdo, e um aumento
de células Thl (CXCR3*" CCR6") 15 dias ap0s a imunizagédo
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Figura 8 - Andlise fenotipica de subpopulagdes de linfocitos T CD4* apds imunizacdo com a dose fracionada da

vacina contra a febre amarela. PBMC de individuos imunizados com a dose fracionada da vacina contra a febre

amarela foram analisados ex vivo por citometria de fluxo quanto & (A) expressdo de marcadores de ativacéo e
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memodria dentro da populagéo de linfocitos T CD3* CD4* e & (B) coexpressdo de CXCR3 e CCR®, o que define as
subpopulagdes de Th1/Th2/Th17, dentro da populagdo de linfécitos T CD3* CD4* e da populacéo de células Tth.
Resultados expressos em porcentagem. As linhas representam a média dos valores de cada grupo e as barras de
erro representam SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

45. A POPULACAO DE LINFOCITOS B DE MEMORIA CLASSICA SOFRE
EXPANSAO 15 DIAS APOS A IMUNIZACAO

Para caracterizar subpopulacBes de linfocitos B, foram realizados ensaios de
imunofenotipagem utilizando PBMC obtido de coagulos de voluntarios imunizados com a dose
fracionada na vacina contra febre Amarela. Essas células foram marcadas utilizando os
anticorpos anti-CD19, anti-CD20, anti-CD21, anti-CD38, anti-CD27 e anti-lgD. Anticorpos
anti-CD3/CD14 foram utilizados para exclusdo de células ndo desejadas nas analises. A
populacdo de linfocitos foi selecionada como descrito acima e dentro da populagdo de
linfocitos, as células B foram identificadas como CD19* CD3  CD14, e os demais marcadores
utilizados foram analisados dentro dessa populacéo celular.

Né&o foram vistas diferencas na porcentagem de linfécitos B CD19* nos tempos avaliados
apos a imunizacdo. Avaliando a expressdo dos demais marcadores analisados, observamos um
aumento na porcentagem de linfécitos B de memoria classica nos dias 10-15 ap0s a imunizagao
com a dose fracionada da vacina contra a febre amarela. Essas populacao celular foi avaliada

de duas maneiras distintas, pela coexpressao de CD19* CD27* CD21", e pela coexpressédo de
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CD19* CD27*, mas auséncia da imunoglobulina D (IgD"), indicando que essas células passaram
pelo processo de mudanca de isotipo.
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Figura 9 - Analise fenotipica de subpopulagdes de linfécitos B CD19* ap6s dose fracionada da vacina. PBMC de
individuos imunizados com a dose fracionada da vacina contra a febre amarela foram analisados ex vivo quanto
a expressao de marcadores de ativacdo e memaria dentro da populacéo de linfécitos T CD19* (CD3 CD14).

Resultados expressos em porcentagem. As linhas representam a média dos valores de cada grupo e as barras de
erro representam SEM. *p<0.05, **p<0.01.

46.HA ALTA CORRELACAO DE LINFOCITOS B COM OS FATORES
SOLUVEIS DOSADOS 30 DIAS APOS IMUNIZACAO COM A DOSE
FRACIONADA DA VACINA CONTRA A FEBRE AMARELA

Com o objetivo de determinar se existe associacdao entre a producdo dos fatores sollveis
dosados e as subpopulacbes de linfécitos avaliadas, uma matriz de correlacdo foi construida
utilizando-se o célculo do coeficiente de correlacdo (r). A partir dessa analise, foi realizada uma
rede de conectividades utilizando o software Cytoscape (v3.8.2) para ilustrar a matriz de
correlagéo.

Na figura, a rede de conectividades a esquerda apresenta circulos, e cada circulo
corresponde a uma subpopulacéo celular ou fator solGvel. Em sentido horério, os circulos em
roxo representam fatores de crescimento, em rosa claro temos as citocinas e em amarelo as

quimiocinas. Os linfécito B CD19* estdo representados em verde, os linfécitos T CD8* sdo 0s
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circulos azuis, os linfocitos T CD4* estdo representados pelos circulos roxo claro e a populacéo
total de linfocitos T CD3"* é representada pelo circulo vermelho.

A matriz de mapa de cores foi tracada e representada no centro, mostrando qual a forga das
conectividades entre os fatores solUveis e as subpopulacdes celulares. As correlagGes foram
representadas por uma escala de cores, onde o verde representa conexdes negativas (r <0) e 0
vermelho representa as correlagdes positivas (r > 0). A direita da figura, a tabela representa
quais as subpopulagdes celulares e quais fatores sollveis fazem a maior quantidade de conexdes
em cada dia analisado.

O resultado obtido mostra que no dia 0, antes da vacinagéo, a subpopulagéo que mais faz
conectividades com os fatores solUveis sdo os linfécitos T CDA4*, principalmente a
subpopulacdo que expressa 0 marcador PD-1" (Figura 10), e todas essas conectividades s&o
positivas, com os valores de r > 0,1, e algumas poucas conectividades sdo provenientes de
linfocitos T CD8*. Ja no dia 7 ap6s a imunizacdo, o perfil de conectividades se altera
significativamente, com uma maior distribuicdo das conectividades, que ocorre devido a um
aumento nas subpopulacdes de linfocitos T e B que fazem correlagcbes com fatores sollveis
(Figura 10). Além disso, 0 padrdo dessas conectividades se altera, sendo a grande maioria delas
negativa, com r < -0,1.

Finalmente, no dia 10 ap6s a vacinagdo, as conectividades entre as populacdes celulares e
os fatores soltveis assume um perfil ainda mais alterado quando comparado as conectividades
basais observadas no dia 0. E possivel ver uma maior concentragio de conectividades partindo
de linfocitos B. As células B de memdria classica e os plasmacitos ativados estdo entre as
subpopulacdes celulares que mais fazem correlagdes com fatores sollveis. Essas
conectividades possuem perfil misto, com alta concentracdo de correlacbes positivas e

negativas (Figura 10).
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Figura 10 - Perfil de conectividade entre linfocitos e fatores sollveis avaliados. Os testes de Spearman e Pearson

foram aplicados para avaliar as correlagdes mdltiplas entre as populacdes celulares e os fatores sollveis. A rede

de conectividades (esquerda) ilustra as correlagdes vistas na matriz, no qual as linhas mais grossas indicam -0.5<

r >0.5, e as linhas mais finas -0,5> r < 0,5. A matriz de mapa de cores foi tragcada (meio) mostrando a forca

dessas correlagdes (-1 verde, para +1 vermelho), e a tabela (direita) mostra quais subpopula¢des ou fatores

sollveis fazem mais conectividades no periodo analisado.
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5. DISCUSSAO

Com o ressurgimento de novos surtos de febre amarela em regides endémicas e a ocorréncia
de surtos esporadicos em regifes previamente consideradas ndo endémicas, a necessidade de
se elevar a cobertura vacinal contra a doenca é cada vez maior. Como ndo hd um modelo animal
que reproduza com precisdo a cinética da patologia em humanos (JULANDER, 2016) e a
replicacdo do virus in vitro somente ocorre de forma eficaz em tecido de embrido de galinha, a
tecnologia utilizada para produzir a vacina nao evoluiu muito desde o seu desenvolvimento.

Em 1975, um comité de especialistas em padronizac@es bioldgicas se reuniu em Genebra
para revisar 0s requerimentos necessarios para a producdo dos imunizantes contra a febre
amarela, e foi definido que o nimero de particulas virais que compdem a vacina deve ser de no
minimo 1.000 MLDso (dose letal média para 50% de camundongos ap0s administragdo
intracerebral) ou o seu correspondente em Unidades Formadoras de Placa (PFU), cerca de 5.000
PFU/mL, sem dose maxima definida. A razdo MLDso/PFU varia de vacina para vacina em
virtude de diferencas entre os testes utilizados por cada fabricante, por isso a dose recomendada
para uso em humanos deve ser informada em Unidades Internacionais (UI/mL) (“WHO Expert
Comittee On Biological Standardization Annex | - Requirements for Yellow Fever Vaccine”,
1976), e o valor ideal seria aproximadamente 3.000 Ul/mL.

Visando otimizar o uso das vacinas ja produzidas e distribuidas, a partir do final dos anos
80 alguns estudos testaram indculos do imunizante em menor concentracdo, dentro dos limites
estabelecidos pela OMS, quanto a sua capacidade de gerar uma resposta imune eficaz e
duradoura com o intuito de sanar a demanda aumentada e urgente por mais vacinas. Levando
esses estudos em consideracdo, mas frisando que sdo necessarios mais dados relacionados a
efeitos adversos atribuidos a dose fracionada e informacgdes sobre a imunogenicidade da dose
fracionada em criancgas e idosos, a OMS autorizou o uso da concentracdo de um quinto da dose
plena (equivalente a 0,1 mL) administrada via subcutanea ou intramuscular. Essa diluigdo foi
selecionada por estar dentro das concentracdes consideradas ideais para uso pelos estudos
analisados, e por 0,1 mL ser o volume minimo que pode ser administrado por seringas
graduadas. Com isso, campanhas de vacinacdo utilizando a dose fracionada em um quinto se
iniciaram em julho de 2016.

O primeiro estudo utilizando doses reduzidas da vacina contra a febre amarela foi realizado
por Lopes et al. em 1988, no qual os autores compararam a resposta soroldgica em 259 homens
no Rio de Janeiro, com idades entre 18 e 47 anos, utilizando doses variadas da vacina 17DD

contra a febre amarela com o objetivo de determinar a dose minima necessaria para gerar 100%
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de soroconversdo. Foram testadas doses contendo uma média de 2.000 PFU/mL e 5950 LDso.
Essas doses foram diluidas em 1:10 (200 PFU/mL; 595 LDso), 1:60 (33 PFU/mL; 99LDso),
1:100 (20 PFU/mL; 59,5LDso) e 1:1000 (2 PFU/mL,; 5,5LDso). Os resultados mostram que
doses diluidas em 1:10 sdo capazes de induzir soroconversdo de 100% dos imunizados, mas
que diluicbes maiores do que 1:60 induzem soroconversao abaixo de 90% (DE SOUZA
LOPES; DE ALMEIDA GUIMARAES; DE CARVALHO, 1988). No entanto, os métodos
recomendados para o teste de poténcia da vacina, principalmente a técnica de cultura celular
para o calculo de PFU, foram se aprimorando com o passar dos anos, e com isso 0s resultados
desse estudo se tornaram obsoletos.

Roukens et al. avaliou em 2008, na Holanda, a eficacia e a seguranca da dose fracionada
aplicada por outra via de administracdo. Nesses experimentos, 0s autores administraram um
quinto da dose da vacina 17D-204 intradermicamente e a dose regular foi administrada via
subcutanea. Os 155 individuos foram avaliados em um estudo randomizado, no qual 77
voluntérios foram imunizados com a dose fracionada intradérmica e 78 com a dose plena
subcutanea. Os resultados mostram que 2, 4 e 8 semanas, e 1 ano ap0os a imunizacao, os titulos
de anticorpos neutralizantes dos individuos vacinados com a dose fracionada intradérmica e
dos vacinados com a dose plena subcutanea foram praticamente idénticos. Além disso, a
cinética da resposta humoral foi parecida entre os dois grupos, com pico de producdo de
anticorpos neutralizantes ocorrendo ap6s 4 semanas da imunizacdo. A dose regular utilizada
apresentava aproximadamente 35.000 PFU/0,5 mL, aproximadamente 5.000 LDso, € um quinto
da dose regular (7.000 PFU/0,1 mL; 1.000 LDso) ainda estava dentro dos padrdes considerados
ideais pela OMS para administragdo em humanos (ROUKENS et al., 2008). No entanto, esse
estudo foi realizado com um nimero muito pequeno de voluntarios, além de ter sido realizado
com individuos que ndo residem em areas endémicas para a febre amarela, dessa forma seus
achados podem néo se estender de forma integral para individuos que residem em locais de
risco.

Campi-Azevedo et al. realizou um estudo no Brasil em 2014 no qual os autores compararam
a cinética da viremia entre 590 individuos vacinados com a dose regular da vacina 17DD
(27.476 Ul/mL; 52.480 PFU/mL) e outras 5 dilui¢gdes: 10.447 Ul/mL (19.953 PFU/mL), 3.013
Ul/mL (5.754 PFU/mL), 587 Ul/mL (1.122 PFU/mL), 158 Ul/mL (302 PFU/mL) e 31 Ul/mL
(59 PFU/mL). Foi visto que individuos imunizados com diluicbes de até 587 Ul/mL
apresentaram uma média de soroconversao de 97%. No entanto, viremia foi apenas observada
nas duas primeiras dilui¢bes utilizadas para imunizacgdo (10.447 Ul/mL e 3.013 Ul/mL), que

induziram uma cinética similar a dose plena com pico de carga viral 5 dias apds a imunizagédo
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e com reducdo da carga viral detectavel apos 7 dias, e as demais dilui¢cbes induziram picos
tardios de viremia (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014). Nossos resultados mostraram que uma
quantidade pequena de pacientes imunizados com a dose fracionada apresentou carga viral
detectavel 7 dias ap0s a vacinacao, que foi o primeiro ponto no qual avaliamos viremia. Ja entre
10 e 15 dias apds a imunizagdo quase todos os pacientes avaliados ndo apresentavam mais carga
viral detectavel, o que corrobora com o que foi descrito por Campi-Azevedo et al..

Um estudo realizado no Brasil em 2013 por Martins et al. avaliou a imunogenicidade e a
reatogenicidade de 6 diferentes diluicbes da vacina 17DD produzida por Biomanguinhos.
Foram recrutados 749 individuos, com idade média de 19,4 anos, que foram divididos em
grupos imunizados com a dose plena (27.476 Ul/mL; 52.480 PFU/mL) ou com outras 5
dilui¢cbes do imunizante: 10.447 Ul/mL (19.953 PFU/mL), 3.013 UI/mL (5.754 PFU/mL), 587
Ul/mL (1.122 PFU/mL), 158 UI/mL (302 PFU/mL) e 31 Ul/mL (59 PFU/mL). Os resultados
indicam que a soroconversdo se mantém alta (média de 98%) com a administracdo da diluicdo
de até 587 Ul/mL, e as dilui¢des de 158Ul/mL e 31 Ul/mL ndo induzem uma soroconversao
adequada. A duracdo da imunidade foi avaliada 10 meses apds a vacinacdo e mostrou niveis
satisfatorios de anticorpos neutralizantes em quase todos os voluntérios ap6s esse tempo. Uma
excecao foi encontrada no grupo vacinado com 31 Ul/mL que apresentaram niveis reduzidos
de anticorpos neutralizantes ap6s 10 meses quando comparados aos individuos imunizados com
as outras diluices, mas ainda assim 89% dos voluntarios desse grupo possuiam anticorpos apos
esse tempo. Uma viremia muito baixa foi detectada nesses voluntarios até 36 dias ap0s a vacina,
com pico de copias virais detectadas 5 dias ap0s a imunizacao (9% de individuos com deteccéo
de cdpias virais no sangue) (MARTINS et al., 2013). Nossos achados mostram que 100% dos
pacientes avaliados apresentaram soroconversdo 30-45 dias ap0s imunizacdo com a dose
fracionada estabelecida pela OMS, produzindo altos titulos de anticorpos neutralizantes
especificos contra o virus da febre amarela. Vale ressaltar que a producdo de altos niveis de
anticorpos neutralizantes e especificos é essencial para uma resposta rapida e robusta em casos
de infeccédo pelo virus da febre amarela, e, portanto, garante a eficacia da dose fracionada da
vacina em induzir uma resposta humoral efetiva.

Recentemente, um estudo conduzido em 2016 por Casey et al. no Congo selecionou
individuos em grupos de acordo com suas idades: entre 2 e 5 anos, entre 6 e 12 anos, entre 13
e 49 anos e 50 anos ou mais. Criangas com menos de 2 anos e mulheres gravidas ndo foram
elegiveis para o estudo pois os procedimentos da campanha de vacinagdo no pais indicavam o
uso da dose plena nesses individuos. Todos os pacientes selecionados foram imunizados com a

dose fracionada da vacina contra a febre amarela e foram avaliados 1 més (716 individuos) e 1
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ano (684 dos individuos analisados na primeira fase) apds a imunizacdo. Os resultados mostram
que 98% dos voluntarios apresentavam anticorpos neutralizantes contra o virus da febre
amarela, e que 97% dos 684 individuos que compareceram ap6s 1 ano ainda eram soropositivos.
Analisando a média geométrica de titulos de anticorpos, individuos com 50 anos ou mais
apresentaram resultados menores no 1° més quando comparados a individuos entre 13 e 49
anos, mas apés 1 ano da imunizacdo a media geométrica de titulos desses pacientes acima de
50 anos foi similar ao grupo entre 13 e 49 anos. Foi observado que criangas com menos de 13
anos apresentaram uma baixa media geométrica de titulo de anticorpos, mesmo apés 1 ano da
vacinacdo, quando comparados aos outros grupos avaliados. Eventos adversos relacionados ao
uso da dose fracionada n&o foram identificados (CASEY et al., 2018).

Os pacientes selecionados para 0 nosso estudo apresentaram uma média de idade de 44 anos
(entre 19 e 65 anos), entre eles 42 mulheres e 30 homens. A titulagdo de anticorpos
neutralizantes dos pacientes 30 dias apds a imunizagdo apresentou resultados muito similares
entre todos os individuos analisados, independentemente da idade e do sexo. A coleta de
amostras de criancas foi muito escassa, e dessa forma elas ndo foram acrescentadas ao estudo.
Anaélises mais aprofundadas sobre a induc¢do de resposta humoral induzida pela dose fracionada
em criancas, e as diferencas dessa resposta em individuos de regibes e condigdes
socioecondmicas diferentes devem ser feitas.

A titulacdo de anticorpos IgG especificos induzidos ap6s a imunizagdo contra a febre
amarela é comumente feita por ensaios de ELISA que utilizam antigenos especificos do
envelope viral para detectar anticorpos em amostras sorologicas. No entanto, pode ocorrer
reatividade cruzada entre vérios flavivirus, incluindo dengue (SCHWARTZ et al., 2000), € a
febre amarela e a dengue possuem alto potencial de ocorréncia simultanea em regides da Africa
e América do Sul (ROGERS et al., 2006). Para contornar essa interferéncia, nos calculamos a
razao entre o titulo de um individuo nos dias 7-10 ou 30-45 apds a imunizacao e o resultado
desse mesmo individuo no dia 0, antes da vacinagdo. Nossos resultados demonstram que, nos
dias 30 a 45 apos a imunizagdo, aproximadamente 95% dos pacientes haviam soroconvertido.

Altas taxas de anticorpos neutralizantes cuja producéo foi induzida pela dose fracionada da
vacina contra febre amarela foram detectadas em estudos alguns anos ap6s a administracdo da
vacina. Em 2018, Roukens et al. avaliou a duragdo da imunidade induzida pela dose fracionada
(0,1 mL), administrada pela via intradérmica no estudo previamente citado de 2008, em 75
individuos. Desses 75 pacientes, 40 haviam recebido a dose fracionada via intradérmica, e 98%
deles ainda possuiam altos niveis de anticorpos neutralizantes contra o virus da febre amarela
(ROUKENS et al., 2018). Martins et al. também avaliou em 2018 os titulos de anticorpos
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neutralizantes apds 8 anos da administracdo da dose plena de 17DD (27.476 Ul/mL; 52.480
PFU/mL) e outras 5 concentragdes: 10.447 Ul/mL (19.953 PFU/mL), 3.013 Ul/mL (5.754
PFU/mL), 587 UI/mL (1.122 PFU/mL), 158 UI/mL (302 PFU/mL) e 31 Ul/mL (59 PFU/mL)
em um estudo de dose-resposta realizado em 2009 por Biomanguinhos no Brasil. No total, 318
pacientes foram elegiveis para o estudo, e cerca de 85% dos individuos que haviam
soroconvertido 1 més ap6s a imunizagdo com as concentracdes de 10.447 Ul/mL, 3.013 Ul/mL
e 587 UI/mL apresentaram niveis de anticorpos neutralizantes similares aos niveis observados
em pacientes imunizados com a dose plena (27.476 Ul/mL) apds 8 anos (DE MENEZES
MARTINS et al., 2018).

As citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento sao fatores sollveis que possuem papeis
variados e importantes nas respostas imune do individuo. As citocinas sdo proteinas capazes de
estimular células tanto da resposta imune inata quanto a adaptativa, e elas sdo produzidas em
resposta a estimulos inflamatérios ou antigénicos. As citocinas podem regular a magnitude e a
natureza das respostas imunes ao induzir a diferenciacdo e proliferacdo de diferentes tipos
celulares, incluindo linfécitos T e B. No entanto, a sua producdo em excesso pode causar danos
teciduais ou efeitos sistémicos graves (OBERHOLZER; OBERHOLZER; MOLDAWER,
2000). Ja as quimiocinas atuam de maneira distinta no recrutamento de células do sistema
imune que possuem diferentes perfis de ativacéo, e consequentemente diferentes padrdes de
expressao de receptores de quimiocinas. No entanto, a capacidade de controlar o trafego de
quase todas as células no corpo sugere que as funcbes das quimiocinas vao além do
recrutamento celular (ESCHE; STELLATO; BECK, 2005). Assim, sua atuacdo abrange a
coordenacdo das interacOes entre a resposta imune inata e adaptativa (SOKOL; LUSTER,
2015). Ja os fatores de crescimento, que podem ser produzidos por células sanguineas, células
teciduais e glandulas, atuam na proliferacdo de células e ocasionalmente na diferenciacéo
celular, o que confere a eles um papel na modulagédo do sistema imune (THOMAS; LOPEZ,
2015).

Meulen et al. buscou compreender a contribuicdo de citocinas no agravamento da febre
amarela, e para isso dosou citocinas em pacientes infectados em uma epidemia que ocorreu em
Guiné entre agosto de 2000 e janeiro de 2001. Ao analisar amostras séricas de 18 pacientes com
febre amarela ndo fatal e ndo hemorrégica, 11 pacientes com febre amarela ndo fatal e
hemorragica e 7 pacientes que foram a 6bito com a doenca, 0s autores encontram niveis mais
altos de IL-6, CCL2, CXCL10, TNF e IL-1ra em pacientes que foram a dbito. Pacientes com
febre amarela hemorrégica apresentaram apenas CXCL10 e IL-1ra elevados e niveis baixos de
IL-8 (TER MEULEN et al., 2004). Em 1998, Hacker et al. cria a hipotese de que a producéo de
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altos niveis de TNF apds a vacinacao contra a febre amarela era responsavel pelos sintomas de
mal-estar, mialgia e febre baixa, comuns apds a imunizacdo. Plasma de 15 pacientes saudaveis
pré-vacinados e até 2 dias ap6s a vacina, e de 11 individuos ap6s 11 dias de imunizacdo
mostraram que o pico de producdo de TNF acontecia nos dias 2 e 7 ap0s a vacinacgdo, e era
acompanhado do aumento de citocinas induzidas por TNF, como IL-1ra e IL-6 (HACKER et
al., 1998). Outros estudos demonstram que outras citocinas pro-inflamatorias produzidas por
Th1 além de TNF, como IFN-y e IL-2, sdo detectadas em altos niveis 2 dias apds a vacinacdo
(KOHLER et al., 2012), e que um perfil misto de citocinas pr6 e anti-inflamatorias ocorre
paralelamente, com aumento da secrec¢do de I1L-10 e expressdo de IL-10R por células do sistema
imune inato. Essa ativacdo e modulagdo simultanea do sistema imune pode ser responsavel pela
resposta imune gerada pela vacinagdo conta a febre amarela (MARTINS et al., 2008). Uma
resposta conjunta de citocinas Th2 também ja foi demonstrada em caso de reestimulo in vitro,
com elevacdo de IL-5 e IL-13 ap6s estimulo de células dendriticas de pacientes ja vacinados
com virus 17D vivo ou atenuado (GAUCHER et al., 2008)

Pouco se sabe sobre a cinética da producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento induzida pela dose fracionada da vacina contra a febre amarela. Ao analisar a
producdo de fatores solUveis apds imunizacdo com a dose regular da vacina 17DD (27.476
Ul/mL; 52.480 PFU/mL) e outras 5 diluigdes: 10.447 Ul/mL (19.953 PFU/mL), 3.013 Ul/mL
(5.754 PFU/mL), 587 Ul/mL (1.122 PFU/mL), 158 Ul/mL (302 PFU/mL) e 31 Ul/mL (59
PFU/mL), Campi-Azevedo et al. destacou que apenas concentracfes de até 3.013 Ul/mL sé&o
capazes de desencadear cinéticas semelhantes de producéo de citocinas pré-inflamatorias TNF,
IFN-y e IL-2, e das citocinas moduladoras IL-5, produzida principalmente por resposta Th2,
possivelmente em resposta a proteinas do ovo encontradas na vacina, e IL-10, ambas com a
funcdo de inibir a resposta Thl, similares a dose plena normalmente utilizada (CAMPI-
AZEVEDO et al., 2014)

Nossos resultados destacam a maior produgéo de quimiocinas com papel importante na
migracdo de linfécitos durante resposta a infecgbes, como CCL5 e CCL3, que estdo
correlacionados com respostas do tipo Thl (TRUMPFHELLER et al., 1998), e CXCL10,
responsavel por atrair linfocitos que expressam o marcador de superficie CXCR3, um receptor
cuja expressdo esta relacionada a producao de IFN-y (GROOM; LUSTER, 2011). Observamos
que a citocina IL-2 se encontra aumentada entre os dias 7 e 15 apds a imunizacao, produzida
apos ativacdo do Receptor de Células T (TCR), e ela possui um papel na inativacédo das células
Tfh por reprimir a expressdo de Bcl-6 por essas células, e essa proteina € essencial para a

diferenciacdo e manutencao dessas células. Também se mostra elevada a produc¢do da citocinas
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IL-6 entre 7 e 15 dias ap0s a vacinagdo, e sabe-se que a IL-6 tem um importante papel na
atuacdo de linfocitos T CD4* foliculares auxiliares (Tfh) no centro germinal (CHAVELE;
MERRY; EHRENSTEIN, 2015), pois a IL-6 impede que as células Tfh expressem IL-2R.
(PAPILLION et al.,, 2019). Quanto aos fatores de crescimento, ndo foi vista producéo
aumentada de nenhum dos fatores dosados, mas, como ocorre com as quimiocinas e citocinas,
é possivel visualizar uma queda em seus niveis 30 dias ap0ds a aplicacdo da dose fracionada da
vacina.

Silva et al. descreveu que nos dias 15 e 30 ap0s a imunizacdo com a dose plena da vacina
contra a febre amarela, altas porcentagens de mondcitos IL-10* sdo detectados no sangue de
pacientes imunizados (SILVA et al., 2011), o que corrobora com os dados de Martins et al. que
mostram um aumento da expressao de IL-10R em mondcitos 15 dias apds a imunizagdo com
17DD (MARTINS et al., 2008). Ja foi descrito que a IL-10 atua como regulador das respostas
inflamatorias de Thl e Th2, inibindo a producdo das citocinas IL-2, IFN-y, TNF, IL-4 e IL-5
(COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). A IL-10 pode ser produzida também por células T,
incluindo as Treg e Thl, quando estimuladas por exemplo por IL-27 e IL-12 (KUBO;
MOTOMURA, 2012; SARAIVA et al., 2009) e, de maneira intrigante, quando estimuladas por
IL-4 (MITCHELL etal., 2017). Como ja foi demonstrado por Campi-Azedo et al., 30 dias ap6s
a imunizacdo com a dose fracionada da vacina ocorre o0 pico da producédo de IL-4 em todas as
diluigdes testadas (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014), e Gaucher et al. demonstrou que as células
Thl induzidas por 17DD permanecem detectaveis no sangue até 1 ano ap0s vacinacao
(GAUCHER et al., 2008). Esses achados sugerem que a IL-10 pode permanecer elevada 30
dias apds a imunizacdo, sendo secretada por mondcitos e células Thl, e essa citocina tem papel
na reducdo da expressdo de MHC de classe 1l (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a) e inibe a
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-8, TNF, GM-CSF e G-CSF a
nivel transcricional (DE WAAL MALEFYT et al., 1991b). A citocina IL-13 também atua na
reducdo da secrecdo de citocinas como IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, CCL3, GM-CSF, G-
CSF e TNF por mondcitos, e eleva a secre¢do de IL-1ra por essas células, e acdes similares ja
foram encontradas em relacdo a citocina IL-4 (DE WAAL MALEFYT et al., 1993). Em
conjunto, os niveis elevados de I1L-10, IL-13 e IL-4 podem ser responsaveis pela reducédo brusca
na producdo de fatores soluveis vista 30 dias ap6s a imunizacdo com a dose fracionada da
vacina.

Utilizando os pacientes vacinados em um estudo de dose-resposta realizado em 2009 por

Biomanguinhos no Brasil, Costa-Rocha et al. analisou populag6es de células de memoria e foi
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observado altos niveis de linfocitos T CD4* de memoria central e T CD8* de memdria efetora,
além de correlacdo positiva entre memoria efetora de CD4* e CD8* em individuos vacinados
com as doses de 27.476 Ul/mL, 10.447 Ul/mL, 3.013 Ul/mL e 587 UI/ML (DA COSTA-
ROCHA et al., 2019). Sabe-se que a resposta imune mediada por células T tem um papel
importante na consolidacdo de uma resposta humoral robusta e portanto contribuem para a alta
eficdcia da vacina contra a febre amarela (DE MELO et al., 2013), mas pouco foi estudado em
relacdo a resposta celular induzida pela imunizagéo com a dose fracionada da vacina. Por isso,
esse estudo teve o objetivo de melhor compreender a cinética da resposta imune mediada por
celulas T em resposta a imuniza¢do com a dose fracionada da vacina contra a febre amarela, e
como essas celulas se correlacionam a producao de anticorpos contra o virus.

Avaliando a resposta celular induzida pela vacina contra a febre amarela, observamos um
aumento na porcentagem de linfocitos T CD8* e CD4* que expressam marcadores de ativacéo
nos dias 7 e entre os dias 10 e 15 ap0s a vacinacdo. O aumento na proporcdo de linfécitos T
CD8* que expressa CXCR5* é condizente com a funcdo dessa subpopulacdo celular em
respostas antivirais (YU; YE, 2018). Além de ser transientemente expresso por linfdcitos
ativados e representar um marcador de ativacdo, esse receptor de quimiocinas endereca as
células que o expressa para os orgaos linfoides secundarios. Existem evidencias de que as
células T CD8* CXCR5* também sdo encontradas nos centros germinais de linfdcitos B, mas
ainda ndo esta claro qual o papel dessas células nesses locais (VALENTINE; HOYER, 2019).
Os linfécitos T CD8" CXCR3* também estdo aumentados 7 dias apds a imunizacédo, e sdo
celulas responsaveis pela secregdo de IFN-y, uma citocina com importante papel na resposta
antiviral, e também podem se diferenciar em linfocitos T citotoxicos (GROOM; LUSTER,
2011). Estudos mais recentes mostram que os linfocitos T CD8* CCR6™ sdo essenciais para a
manutencdo de populacdes de células de memoéria no figado (TSE et al., 2014), e foi
demonstrado que a expressao de PD-1 por células T CD8* atua como um inibidor de células
efetoras, uma vez que o bloqueio de PD-1 em estagios iniciais de infeccdo viral de
camundongos por virus da coriomeningite linfocitica manteve as células efetoras funcionais
por mais tempo (AHN et al., 2018).

Destaca-se a grande quantidade de células CD4* expressando CXCR3, como mencionado
acima, um receptor de quimiocinas cuja expressao esta relacionada a producgéo de IFN-y, e essas
células se diferenciam em linfécitos Thl (GROOM; LUSTER, 2011), células que possuem
papel indispensavel na resposta antiviral (MALOQOY et al., 2000). As células Thl também
auxiliam as células T CD8* CTL na sua atuacdo contra infeccdo viral (WHITMIRE, 2011).
Como esperado em resposta antivirais, encontramos maior porcentagem de linfocitos T CD4*
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Th1, definidos pelo fendtipo CXCR3* CCR6". Observamos também aumento na propor¢ao de
linfocitos Th17, definidos pela expressdo de CD4* CXCR3- CCR6", mas muito ainda se discute
sobre o papel ambiguo dessa subpopulagdo em respostas a infec¢Bes virais, pois apesar de
possuir algumas caracteristicas que indicam auxiliar com a protecdo contra a infeccdo, ela
também pode contribuir na patogénese viral (MA et al., 2019). Da mesma forma, também foi
observado um aumento na proporcao de celulas Tfh com os perfis Thl e Th1l7. Como foi
descrito anteriormente por Morita et al., as células Tfh Th1 ndo séo capazes de induzir linfocitos
B naive a produzir anticorpos, mas a subpopulacdo Th17 induz a producdo de IgG e IgA, sendo
assim essas duas subpopulacées modulam a resposta humoral de formas distintas (MORITA et
al., 2011). No entanto, as células Tfh Thl sdo as principais responsaveis por induzir linfécitos
B de memoéria em plasmdcitos ativados que secretam anticorpos 1gG especificos
(BENTEBIBEL et al., 2013).

As Tfh sdo células T CD4* definidos pela coexpresséo dos marcadores de ativagdo CXCR5*
ICOS* PD-1" (BRENNA et al., 2020; HEIT et al., 2017), podendo expressar 0 marcador de
memoria CD45RO* (SCHMITT; BENTEBIBEL; UENO, 2014) . Nossos dados mostram que
a frequéncia das células Tfh encontra-se aumentada no dia 7 ap6s a vacinacao. As células Tfh
sdo especializadas em auxiliar os linfocitos B, sendo essenciais para a formacdo do centro
germinativo, maturacdo de afinidade e desenvolvimento da maioria dos anticorpos de alta
afinidade e diferenciacao de células B de memoria (CROTTY, 2014; GOOD-JACOBSON et
al., 2010). Muito ja se foi discutido sobre a ativacao de células Tfh ap6s vacinacGes e sua
correlacdo com a geracdo de uma resposta imune duradoura. Em 2001, Schaerli et al. analisou
a proliferacdo de células Tth apds segunda dose da vacina antitetanica. Os autores verificaram
um aumento na proporcdo de linfocitos Tfh de memaria (Tfh CD45R0O™) circulantes 6 dias apos
a vacinacdo, demonstrando uma resposta rapida dessas células em caso de reestimulo
(SCHAERLI; LOETSCHER; MOSER, 2001). Ja& Bentebibel descreveu em 2013 que a
vacinacao contra o virus influenza leva ao aumento da proliferagdo de linfocitos Tfh apds 7
dias, e que esse aumento estd diretamente relacionado com o aumento da secrecdo de
anticorpos, além de demonstrar a capacidade dessas células de induzir a diferenciacdo de
células B de memoria em plasmacitos produtores de anticorpos in vitro (BENTEBIBEL et al.,
2013). Dessa forma, o aumento dessa populacéo induzido pela vacinagéo fala a favor do uso a
dose fracionada da vacina contra a febre amarela.

Ao analisarmos as alteracBes nas subpopulacdes de linfécitos B induzidas pela dose
fracionada da vacina, vimos um aumento na propor¢do de células B de memdria classica,

CD19* CD27* CD21*, e de células B de memdria classica que passaram pelo processo de troca
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de isotipo, CD19* CD27* IgD". Essas duas subpopulagdes séo essenciais para a composicao do
repertorio de células de memdria (SHAH et al., 2019), que estardo prontas para atuar
rapidamente em caso de infeccdo pelo virus da febre amarela. Além disso, 0 aumento dessas
células entre 10 e 15 dias ap0ds a imunizagdo condiz com o aumento na porcentagem de células
Tfh circulantes 7 dias ap6s a imunizagdo, uma vez que essas células estdo diretamente ligadas
a proliferacdo de células B de memdria, e se pode relacionar também com a producdo de
anticorpos neutralizantes e 1gG especificos contra o virus da febre amarela, que se da inicio no
mesmo periodo entre 10 e 15 dias apds a vacina.

Os linfocitos B de memdria classica especificos para antigenos possuem receptor de células
B (BCR) de alta afinidade, e em casos de um segundo contato com o antigeno, essas células
rapidamente se diferenciam em células plasmaticas produtoras de anticorpos especificos e de
alta afinidade (KALIA et al., 2006). Além do mais, essas células podem persistir por anos sem
a necessidade da presenca no antigeno, sendo sua manutencao orquestrada em conjunto com
linfocitos T de memoria e plasmdcitos de longa duracdo (MARUYAMA; LAM; RAJEWSKY,
2000). Um estudo longitudinal realizado em 2 individuos vacinados com a dose plena da vacina
contra febre amarela 17D-204 mostrou que mesmo apés 6 - 9 meses, ainda havia aumento na
quantidade de hipermutacdes somaticas, que levava ao aumento da afinidade de anticorpos e
aumento da sua capacidade de neutralizagéo viral, e isso indica que o centro germinal continua
ativo meses apos a imunizacdo (WEC et al., 2020). Ja as células B de memodria atipica sdo
celulas que normalmente sdo encontradas apds vacinagdes, e elas expressam altos niveis de
receptores inibitérios e BCR mutado, além de possuir capacidade limitada de se diferenciar em
plasmacitos secretores de anticorpos apds estimulacdo de BCR in vitro. Isso sugere que essas
células sdo efetoras, mas que declinam com o passar do tempo e ndo possuem capacidade de
produzir anticorpos especificos de alta afinidade (SUTTON et al., 2021).

Finalmente, ao avaliarmos os padrbes de conectividade entre as subpopulacbes de
linfcitos analisadas e os fatores sollveis dosados, conseguimos detectar perfis muito diferentes
de correlacdo ao compararmos os dias 0, 7 e 10 ap6s a imunizagdo. Antes da vacina, quando o
individuo se encontra no estado fisioldgico, as subpopulagdes de linfécitos T CD4* séo as
principais responsaveis pelas conectividades com os fatores soliveis. No entanto, com o passar
dos dias, a intensidade e a origem das conectividades vao se alterando, até que 10 dias apos a
imunizacao os linfécitos B sdo os principais responsaveis pelas conectividades com os fatores
soltveis analisados, e a grande maioria dessas correlagdes sdo positivas. Essa alteragdo
corrobora com os resultados encontrados na imunofenotipagem celular dos individuos, nos

quais foram evidenciados maior proporcdo de linfocitos B de memoria classica, 10 dias apds a



61

imunizagdo, se associando positivamente com véarios dos fatores solUveis avaliados. Essas
conexdes sugerem que os linfocitos B estdo sendo ativados, possivelmente com o auxilio de
celulas T e fatores sollveis, e produzindo anticorpos especificos contra o virus que conferirdo

protecdo mediante infeccéo.
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6. CONCLUSAO

Nossos achados demonstram que a dose fracionada da vacina contra a febre amarela é capaz
de induzir uma resposta imune adaptativa robusta, com inducdo de quimiocinas responsaveis
pelo recrutamento de linfocitos e pela ativacdo de subpopulacées de linfécitos T que possuem
papel importante no controle de infecgdes virais, como linfocitos Thl e CTL. Além disso, a
vacinacao estimula a proliferagdo de linfocitos Tfh, células especializadas em auxiliar respostas
de células B de memoria e plasmdcitos, responsaveis pela produgédo de anticorpos neutralizantes

e 1gG especificos de alta afinidade.
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Figura 11 — Resumo grafico. A dose fracionada da vacina contra a febre amarela foi capaz induzir maior ativacdo
de linfécitos T CD4+, elevando a propor¢do de linfocitos Thl circulantes, além de aumentar a porcentagem de
linfocitos T CD8+ ativados. As células T foliculares auxiliares também sdo encontradas em maior quantidade apés
a imunizacdo, e essas células sdo responsaveis por estimular a proliferacdo de células B de memdria de alta
afinidade e de plasmaocitos produtores de anticorpos especificos contra o virus da febre amarela. A secregdo de

anticorpos neutralizantes e 1gG especificos contra o virus também é elevada ap6s a imunizagédo.
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