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RESUMO 

No Brasil, a Febre Amarela está presente principalmente na região Norte, Centro 

Oeste, parte do Maranhão, Bahia e Região Sudeste. Estudos recentes do Ministério 

da Saúde do Brasil (MS) têm demonstrado uma expansão considerável da área de 

risco de infecção pelo vírus da febre amarela, com consequente ampliação 

mandatória da área territorial de cobertura vacinal antiamarílica. A suscetibilidade à 

doença é geral e irrestrita. Não há tratamento específico para a doença e a vacina é 

a forma mais segura de prevenção. Diante disso, foi realizado um estudo descritivo-

analítico de aspectos fenotípicos e funcionais da memória imunológica no contexto 

da duração da imunidade pós-vacinação contra Febre Amarela em adultos 

primovacinados. E para tal, foram aplicadas técnicas para identificar um conjunto 

mínimo de biomarcadores como correlatos de proteção. O Estado de memória das 

células T circulantes (Naive-N / early efector-eEf / Memória Central-CM / Memória 

efetora-EM) e células B (Naive-N / Memória-não-clássica-nCM / Memória-Clássica-

CM) juntamente com o perfil de citocinas intracitoplasmáticas (TNF/IFN/IL-10/ IL-5)  

e com o  perfil de expressão gênica de citocinas e quimiocinas (CCL2, CXL10, 

CCL5, CXCL8, IL-6, INFb1,TNF,IL-12 , IFN g, IL-5 e IL-10) foram monitorados antes 

de vacinação NV(day0) e em pontos de tempo distintos após a vacinação primária 

com a vacina 17DD (PV(day30-45); PV(year1-9) e PV(year10-11)).  

A vacinação primária desencadeou no dia 30-45 um aumento de vários 

biomarcadores relacionados com a memória fenotípica e funcional em comparação 

com o dia 0 (eEfCD4; EMCD4; CMCD19; EMCD8; IFNCD4; IL-5CD8; TNFCD4; 

IFNCD8; TNFCD8; IL-5CD19; IL-5CD4) com a maioria deles persistindo em 

PV(year1-9) e diminuindo consideravelmente 10 anos após a vacinação PV(year10-

11), independentemente da idade do indivíduo. A expressão gênica de CCL5, 

CXCL8, TNF, IL-12, INF e IL-10 apresentou um diferença significativa nos indivíduos 

vacinados PV(day30-45) e PV(year1-9) em relação ao indivíduos não vacinados 

NV(day0) e diminuiu consideravelmente no grupo PV(year10-11). 

O tratamento de dados de alta dimensionalidade, a partir de algoritmos abrangentes 

de biologia de sistemas, definiram EMCD8 e IL-5CD4 como os dois melhores 

preditores fenotípicos e funcionais de memória, e IFN e IL-10 como os melhores 

biomarcadores de expressão gênica pós-vacinação com a vacina17DD. Estes 4 

biomarcadores associados ao PRNT foram considerados uma ferramenta útil para 

monitorar as respostas da vacina antiamarílica e a persistência da memória em 

populações distintas.  

Essas descobertas podem, em última análise, contribuir para rever ou manter as 
atuais diretrizes nacionais de políticas de imunização que recomendam uma dose de 
reforço 10 anos após a vacinação primária com a vacina 17DD. 
 

Palavras-chave: Febre Amarela, Vacina antiamarílica, Imunização. 



   

ABSTRACT 

In Brazil, Yellow Fever is present mainly in the North, Midwest, part of Maranhão, 
Bahia and Southeast. Recent studies by the Brazilian Ministry of Health (MS) have 
shown a considerable expansion of the area of risk of infection by the yellow fever 
virus, with consequent mandatory extension of the territorial area of yellow fever 
vaccine coverage. Susceptibility to disease is general and unrestricted. There is no 
specific treatment for the disease and the vaccine is the safest form of prevention. A 
descriptive-analytical study of phenotypic and functional aspects of immunological 
memory was carried out in the context of the duration of post-vaccination immunity 
against Yellow Fever in primo vaccinated adults. To that end, techniques were 
applied to identify a minimum set of biomarkers as protection correlates. The memory 
state of circulating T cells (Naive-N / early effector-eEf / Central Memory-CM / 

Effector Memory-EM) and B cells (Naive-N / Memory-non-classical-nCM / classical 
Memory -CM) Together with the profile of intracytoplasmic cytokines (TNF/IFN/IL-10/ 
IL-5)  and with the gene expression profile of cytokines and chemokines (CCL2, 
CXL10, CCL5, CXCL8, IL-6, INFb1,TNF,IL-12, IFN g, IL-5 e IL-10) were monitored 
prior to NV vaccination (day0) and at distinct time points after the primary vaccination 
with the 17DD vaccine (PV (day30-45); PV (year1-9) and PV (year 10-11)). 
Primary vaccination triggered on days 30-45 an increase in several biomarkers 
related to phenotypic and functional memory compared to day 0 (eEfCD4; EMCD4; 
CMCD19; EMCD8; IFNCD4; IL-5CD8; TNFCD4; IFNCD8; TNFCD8; IL- 5CD19; IL-
5CD4) with most of them persisting in PV (year1-9) and significantly decreasing 10 
years after vaccination PV (year10-11), regardless of the individual's age. The 
expression of CCL5, CXCL8, TNF, IL-12, INF and IL-10 showed a significant 
difference in the individuals vaccinated PV (day30-45) &PV (year1-9) and decreased 
considerably in the group PV (year10-11). 
The treatment of high dimensional data, from comprehensive system biology 
algorithms, defined EMCD8 and IL-5CD4 as the two best phenotypic and functional 
memory predictors, and IFN and IL-10 as the best biomarkers of gene expression 
after vaccination with the 17DD vaccine. These 4 biomarkers associated with PRNT 
were considered a useful tool to monitor yellow fever vaccine responses and 
persistence of memory in distinct populations. 
These findings may ultimately contribute to reviewing or maintaining the current 
national immunization guidelines that recommend a booster dose 10 years after the 
primary vaccination with the 17DD vaccine. 
 
Key words: Yellow Fever, Yellow fever vaccine, Immunization. 
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1 INTRODUÇÃO 

A Febre Amarela (FA) é uma doença viral infecciosa aguda, não contagiosa, 

febril, que se manifesta de forma leve a grave associada à vasculopatia, icterícia, 

hemorragia, falência hepática, renal e eventualmente morte, que pode ocorrer em até 

50% dos casos (1-6). É transmitida exclusivamente, pela picada de um vetor 

artrópode, por isso sua denominação de arbovirose (7).  

O vírus amarílico é o protótipo do gênero Flavivirus da família Flaviviridae que 

inclui aproximadamente 70 espécies de vírus. São vírus esféricos, envelopados, com 

projeções na superfície, medindo de 40-60 nm de diâmetro (8) (Figura 1). Ele é 

originário da África e compõe-se por RNA de fita simples, não segmentado (9). 

Apresenta apenas um subtipo com variações genéticas na África e América do Sul. 

Tais variações não se encontram relacionadas à atividade de doença (9,10). Seu 

genoma é constituído de 10.862 nucleotídeos, que codificam 3.411 aminoácidos e 

apresenta uma única região codificante, que é responsável pela formação das 

inúmeras proteínas virais. Duas regiões não-codificantes são também encontradas e 

embora não contribuam com formação de proteínas, têm o seu papel na regulação e 

expressão viral, como replicação, virulência e patogenicidade (8). 

O vírus apresenta três proteínas estruturais importantes, as proteínas M, E e C 

que codificam o precursor da proteína de membrana (M), do envelope (E) e do 

capsídeo (C) (Figura 1). Pressupõe-se que essas proteínas sejam as possíveis 

responsáveis pela ativação da resposta imunológica durante a infecção viral. Há 

outras 7 proteínas não estruturais: NS1,NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (11) 

que estão relacionadas com a replicação viral (12). O vírus interage com a célula do 

hospedeiro por meio de receptores de superfície e é internalizado por endocitose. O 

pH baixo do endossomo é um fator facilitador para a liberação do nucleocapsídeo no 

citoplasma. Em seguida, ocorre a translação do genoma viral (13). 
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Figura 1: Vírions da febre amarela e sua representação esquemática. Adaptado de Gardner (2010)  

 

São descritos dois ciclos básicos de transmissão do vírus amarílico pelo vetor, 

de acordo com a localização geográfica, espécie vetorial e tipo de hospedeiros: Febre 

Amarela silvestre (FAS) e Febre Amarela urbana (FAU) (14). A Febre Amarela 

silvestre ocorre em florestas tropicais, onde o vírus é mantido em primatas não 

humanos que são os principais hospedeiros do vírus amarílico. Diversos mamíferos, 

também, são suscetíveis à doença, destacando-se como possíveis reservatórios, os 

marsupiais e alguns roedores (15). A infecção humana ocorre quando uma pessoa 

não imunizada penetra no ciclo enzoótico natural por motivos ocupacionais ou de 

lazer. A maioria das infecções ocorre em homens jovens, em idade laboral, que 

trabalham na área rural, próximo a regiões de mata e a transmissão é feita por 

intermédio de mosquitos dos gêneros Haemagogus e Sabethes na América (14,15) e 

Aedes na África, onde em áreas secas, o vírus também pode ser isolado a partir de 

carrapatos Amblyoma variegatumo, indicando eventual papel desses artrópodes na 

cadeia de transmissão da virose (8,15). O vírus pode, também, ser mantido durante 

as estações secas através da transmissão vertical nos mosquitos (16,17). A Febre 

Amarela urbana ocorre quando as pessoas infectadas introduzem o vírus em áreas 

densamente povoadas, com um elevado número de indivíduos não imunes e 

mosquitos Aedes, favorecendo a transmissão do vírus de pessoa para pessoa. O 

período de incubação no homem varia de 3 a 6 dias, podendo se estender até 15 

dias. A viremia humana dura no máximo 7 dias e vai de 24-48 horas antes do 
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aparecimento dos sintomas até 3 a 5 dias após o início da doença, e é durante esse 

período que o homem pode infectar os mosquitos transmissores (18-21). Em áreas 

urbanas, o Aedes albopictus é um transmissor potencial, embora ainda não tenha 

sido definitivamente incriminado como vetor da Febre Amarela, presume-se que 

possa servir de ponte entre os ciclos silvestre e urbano da doença devido à sua 

grande facilidade de adaptação aos ambientes rural, urbano e periurbano (22).  

A Febre Amarela apresenta alta taxa de mortalidade que varia de 20-50% nas 

formas graves. É uma das doenças-alvo do Regulamento Sanitário Internacional 

sujeitas à notificação internacional e continua sendo um importante problema de saúde 

pública (14,20). 

 Atualmente, quarenta e sete países estão situados em área endêmica na África 

e América latina e uma população de mais de 900 milhões de pessoas estão em risco 

de contrair a doença (Figura 2). A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 

ocorra cerca de 200.000 casos da doença a cada ano em todo mundo, sendo em 

2013, conforme um estudo baseado em fontes de dados na África, ocorreu 84.000-

170.000 casos graves e 29.000-60.000 mortes(14). Nas duas últimas décadas, tem 

sido observado um aumento do número de casos da doença e, fatores tais como a 

diminuição da imunidade da população à infecção, pela falta da vacinação, o 

desmatamento, a urbanização, os movimentos populacionais e as mudanças climáticas 

têm sido apontados como responsáveis por este aumento (14,20). 

 

A última epidemia de Febre Amarela urbana transmitida em território brasileiro 

ocorreu, em 1929, na cidade do Rio de Janeiro e os últimos casos urbanos 

reconhecidos foram descritos no município de Sena Madureira, no Estado do Acre, em 

1942 (23). Nas Américas, o último registro oficial da doença foi em 1954 em Trinidad e 

Tobago. Porém, há relatos da doença em área urbana, na Bolívia, em 1997 (24) e, 

Figura 2: Área de Risco da Febre Amarela na América e África. WHO, 2016 

Área de risco 
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mais recentemente, em 2008, no Paraguai, em uma área urbana do município de San 

Lorenzo, cerca 15 km de Assunção (25,26). Na África, ainda ocorrem epidemias de 

Febre Amarela urbana em regiões contíguas a áreas florestais, onde a Febre Amarela 

silvestre é enzoótica (8,15). 

De tempos em tempos, a Febre Amarela silvestre reemerge no Brasil, 

produzindo surtos de magnitude e extensão variáveis. Segundo o Ministério da Saúde 

(2017), estamos passando por um grande surto da doença no qual entre o período de 

01 de dezembro de 2016 até 08 de março de 2017, foram notificados 1.431 casos 

suspeitos de Febre Amarela silvestre, desses, 927 (64,77%) casos permanecem em 

investigação, 379 (26,50%) casos foram confirmados e 125 (8,73%) foram descartados 

(Figura 3) (27). A distribuição geográfica dos casos humanos confirmados de Febre 

Amarela está em expansão e inclui, além do Estado de Minas Gerais, os estados do 

Espírito Santo e São Paulo. Além disso, o Estado da Bahia relatou 9 casos de Febre 

Amarela sob investigação, 6 no Estado do Tocantins, um no Rio Grande do Norte e 2 

em Goiás (27). 

O Estado do Espírito Santo, área que antes não era considerada de risco para 

Febre Amarela, confirmou 87 casos da doença e no estado de São Paulo, relataram 4 

casos confirmados laboratorialmente de Febre Amarela humana. No Estado de Minas 

Gerais, até o dia 08 de março de 2017, foram notificados 1093 casos (288 

confirmados, 748 suspeitos e 57 descartados).  

Do total de casos no país, 246 evoluíram para óbito, sendo que 106 (43,10%) 

óbitos permanecem em investigação, 132 (53,65%) óbitos foram confirmados e 8 foram 

descartados (3,25%). A taxa de letalidade entre os casos confirmados foi de 34,8% 

(27). 

O perfil demográfico dos casos confirmados coincide com aquele geralmente 

observado nos surtos de Febre Amarela silvestre, com a maior parte dos casos em 

pacientes do sexo masculino e idade economicamente ativa, uma vez que esses 

indivíduos se expõem com maior frequência a áreas e situações de risco, sobretudo 

em decorrência de atividades laborais. Entre os casos confirmados do Estado de Minas 

Gerais, 88% são do sexo masculino e 45% não foram vacinados contra a Febre 

Amarela (o status de vacinação dos 55% restantes é desconhecido ou não disponível) 

(27). 
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Figura 3: Distribuição geográfica dos casos suspeitos de Febre Amarela notificados à SVS/MS até 
08 de março de 2017, com início dos sintomas a partir de 01 dezembro de 2016. 
 

Além disso, até 08 de março de 2017 foram notificadas ao Ministério da Saúde 

1228 epizootias em Primatas Não Humanos (PNH), das quais 382 permanecem em 

investigação, 11 foram descartadas e 386 foram confirmadas para Febre Amarela. 

(Figura 4) 

A reemergência do vírus no Centro-Oeste brasileiro também causou 

preocupação na época entre 2007 e 2009 após uma expansão da área de circulação 

viral, quando o vírus atingiu as regiões Sudeste e Sul do país e causou mais de 100 

casos da doença, com letalidade de 51%. No período de monitoramento 2014/2015, 

registrou-se alteração no padrão de ocorrência de casos humanos e epizootias em 

primatas não humanos (PNH) durante o período sazonal da doença (dezembro/14 a 

maio/15), com maior incidência de casos humanos em viajantes que realizavam 

atividades de turismo e lazer. A maior parte dos casos confirmados ocorreu em regiões 

turísticas de Goiás e Mato Grosso do Sul, áreas que mantêm intenso fluxo de pessoas, 

sobretudo durante o verão (período sazonal da doença)(28, 29).  

Esse caráter dinâmico da epidemiologia da doença tem exigido avaliações 

periódicas das áreas de risco para melhor direcionamento dos recursos e aplicação 

das medidas de prevenção e controle (20,29). 
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Figura 4:Distribuição geográfica das epizootias em primatas não humanos suspeitas de Febre 
Amarela notificadas à SVS/MS até 08 de março de 2017, com data de ocorrência a partir de 01 
dezembro de 2016. 

 
 A principal estratégia de prevenção é a vacinação. A OMS recomenda 

atualmente duas vacinas antiamarílicas constituídas de vírus vivo e atenuados 

originárias da amostra 17D, as subamostras 17D-204 e 17DD, consideradas seguras e 

altamente imunogênicas (30, 31).A vacina correntemente em uso no país é a 17DD e é 

produzida por Bio-Manguinhos na Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).  

  Até 2012 todos os países das Américas com as áreas enzoóticas haviam 

incorporado a vacina nos programas nacionais de imunização, sendo que Argentina, 

Brasil e Panamá não recomendaram a vacinação em todo território nacional, 

incorporando-a somente em áreas de risco potencial (32). Porém, em função do surto 

no Brasil no início deste ano de 2017, o Ministério da Saúde encaminhou, entre os 

meses de janeiro e fevereiro, para os estados de Minas Gerais, Espírito Santo, São 

Paulo, Bahia e, Rio de Janeiro o quantitativo de aproximadamente 11,1 milhões de 

doses da vacina contra Febre Amarela com objetivo de intensificar as estratégias de 

vacinação de forma seletiva (Figura 5). 

Em julho de 2013, o Grupo Técnico Assessor da OMS realizou a revisão do 

documento normativo vigente desde 2003 para a vacinação antiamarílica. A revisão 

enfatizava a necessidade real de dose de reforço a cada 10 anos e a segurança da 

vacina em indivíduos maiores de 60 anos, pessoas infectadas pelo vírus HIV ou com 
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outras condições de imunodepressão, mulheres grávidas e nutrizes. Após a revisão, a 

OMS estabeleceu várias novas recomendações, com destaque para que uma dose 

única da vacina antiamarílica seja considerada suficiente para proteção por toda a vida. 

O Regulamento Sanitário Internacional foi alterado então em maio de 2014, 

estendendo a validade do certificado internacional de vacinação contra Febre Amarela 

dos atuais 10 anos para toda a vida do vacinado. Esta nova regulamentação foi 

implementada em junho de 2016 (30,33). 

 

Figura 5: Distribuição dos municípios segundo a recomendação de vacinação para controle de 

surto e prevenção da Febre Amarela, Brasil, 2017. 

 

O Ministério da Saúde do Brasil analisando as evidências científicas disponíveis 

sobre a duração da imunidade conferida pela vacina, bem como a situação atual da 

Febre Amarela no Brasil, e com base no parecer do Comitê Técnico Assessor do 

Programa Nacional de Imunizações, também estabeleceu novas recomendações sobre 

a vacina contra Febre Amarela que já estão inseridas nos calendários de vacinação da 

SBIm (32-33). Segundo o PNI, crianças de 9 meses até 4 anos de idade devem ser 

vacinadas com 1dose aos 9 meses de idade e 1 dose de reforço aos 4 anos. Pessoas 

a partir de 5 anos de idade, que receberam uma dose da vacina antes de completar 5 

anos de idade, devem tomar uma única dose de reforço. Pessoas a partir de 5 anos de 

idade, que nunca foram vacinadas ou sem comprovante de vacinação deve ser 

administrada a primeira dose da vacina e 1dose de reforço, 10 anos após a 
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administração dessa dose e pessoas com 60 anos ou mais, que nunca foram 

vacinadas, deverão ser avaliadas previamente, levando em conta o risco da doença, 

presença de comorbidades e o risco de eventos adversos nessa faixa etária. É contra 

indicada a vacinação para gestantes e lactantes de crianças com até 6 meses de 

idade. (33). 

Desde a década de 30, mais de 600 milhões de indivíduos foram vacinados em 

todo o mundo, entretanto, a ampla área geográfica de circulação viral e expansão de 

áreas de risco de transmissão contribuem para uma maior demanda de doses. 

Portanto, para suprir o aumento da demanda por doses, três iniciativas foram 

propostas pelo Ministério da Saúde: validação de novos lotes-semente, verificação da 

imunogenicidade de doses mais baixas e investigação da necessidade da revacinação 

a cada 10 anos. Dentro dessas 3 linhas de investigação, o grupo de pesquisa da 

Fiocruz-Minas, em parceria com Bio-manguinhos, tem realizado diversos estudos que 

contribuem com as necessidades do Ministério da Saúde. 

Para suprir a primeira demanda, validação de novos lotes semente, o Grupo 

Colaborativo para Estudos com a Vacina para Febre Amarela (2007)realizou um 

estudo de imunogenicidade e reatogenicidade entre as cepas17D-213 e 17DD. Em 

adultos, a vacina 17DD demonstrou soroconversão e desempenho semelhantes às 

vacinas produzidas com o lote de sementes da OMS 17D-213/77 (34). Campi-Azevedo 

e colaboradores (2012) também demonstraram que, assim como a vacina de 

referência 17DD, o lote de sementes 17D-213/77 induziu um padrão misto de citocinas 

inflamatórias e reguladoras, apoiando seu uso universal para imunização(35). 

Em relação à verificação da imunogenicidade de doses mais baixas, Martins e 

colaboradores (2013),demonstraram que a redução em até 50 vezes da concentração 

da vacina para FA 17DD não acarreta comprometimento dos níveis dos títulos de 

proteção de anticorpos neutralizantes séricos (36). Campi-Azevedo e colaboradores 

2014, analisaram biomarcadores séricos IFN-γ e IL-10, em associação com PRNT e 

viremia e demonstraram que pode-se reduzir em até dez vezes o número de partículas 

virais/dose da vacina 17DD (37). 

E para atender a terceira iniciativa do MS, investigação da necessidade da 

revacinação a cada 10 anos, foi proposto um estudo duração da imunidade, que 

demonstrou através da avaliação títulos de anticorpos neutralizantes em adultos 

vacinados para FA, a necessidade de revacinação após 10 anos da primeira dose. (38) 
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Embora estes estudos mostrem que o nível de anticorpos neutralizantes possa 

ser associado com a imunidade protetora (39-40), não há evidências diretas de que 

anticorpos neutralizantes são os únicos responsáveis pela imunidade. Atualmente, 

parece haver um consenso que os níveis de anticorpos no soro funcionem como um 

biomarcador da imunidade protetora, não obstante se a proteção é mediada por 

células B e células T de memória ou a combinação de ambos os mecanismos. 

Porém, cabe ressaltar que o estudo de aspectos da imunidade celular na persistência 

da memória torna-se fundamental, uma vez que essa resposta é a responsável pela 

produção efetiva dos anticorpos neutralizantes. 

Os conhecimentos a cerca da imunidade celular poderão elucidar os aspectos 

inerentes à memória imunológica na vacinação antiamarílica e responderão 

questionamentos em relação à persistência de anticorpos neutralizantes e de linfócitos 

de memória e se existe uma relação entre os títulos de anticorpos neutralizantes e a 

presença de linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+ e linfócitos B de memória em adultos 

submetidos à vacinação contra Febre Amarela. 

Considerando o exposto, esse projeto consistiu em avaliar a duração da 

imunidade pós-vacinação contra Febre Amarela em adultos, por meio da avaliação da 

resposta imune humoral, celular e análise da expressão gênica de citocinas e 

quimiocinas em população de adultos primovacinados. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 A Organização Mundial da Saúde recomendou, em Junho de 2013, que uma 

dose única da vacina contra Febre Amarela fosse considerada suficiente para proteção 

por toda a vida, e o Regulamento Sanitário Internacional foi alterado em maio de 2014, 

estendendo a validade do certificado internacional de vacinação dos atuais 10 anos 

para toda a vida do vacinado. Por outro lado, o Ministério da Saúde não concordou 

com a recomendação da OMS, uma vez que a recomendação de uma dose única foi 

baseada em poucos estudos científicos, sem base teórica consistente e contemplando 

amostras pequenas. 

Visando ampliar as informações que possam subsidiar a necessidade da 

revisão do calendário vacinal do Brasil, delineamos um estudo descritivo da resposta 

imune celular (aspectos fenotípicos e funcionais da memória) com objetivo de avaliar a 

duração da imunidade pós-vacinação (17DD) contra Febre Amarela em adultos. Essas 

informações subsidiarão o Programa Nacional de Imunização do Ministério da Saúde 

para avaliação da atual política de revacinação contra Febre Amarela. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Realizar estudo descritivo-analítico de aspectos fenotípicos e funcionais da memória 

imunológica no contexto da duração da imunidade pós-vacinação contra Febre 

Amarela em adultos primovacinados. 
 

3.2 Objetivos específicos 
 

1 Estimar e comparar a proporção de soropositividade e a média de reatividade 

dos títulos séricos de anticorpos neutralizantes contra Febre Amarela em soros de 

adultos primovacinados, em diferentes tempos de vacinação (artigo publicado- 

Anexo2); 
 

2 Avaliar o perfil fenotípico/funcional de linfócitos T e B de memória, induzido in 

vitro pelo antígeno amarílico vacinal 17DD em cultura de células mononucleares do 

sangue periférico de adultos primovacinados, em diferentes tempos de vacinação 

(artigo publicado-Anexo 2);  
 

3 Identificar biomarcadores fenotípicos e funcionais da memória imunológica 

celular, induzidos in vitro pelo antígeno amarílico vacinal 17DD em cultura de células 

mononucleares do sangue periférico de adultos primovacinados, em diferentes tempos 

pós-vacinação, empregando a análise comparativa da assinatura ascendente de 

biomarcadores de memória (artigo submetido- anexo 3); 
 

4 Selecionar os melhores biomarcadores fenotípicos / funcionais para monitorar 

a memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica (17DD), empregando 

ferramentas de biologia de sistemas (artigo submetido -anexo 3);  
 

5 Avaliar o perfil de expressão gênica (citocinas e quimiocinas) induzido in vitro 

pelo antígeno amarílico vacinal 17DD em cultura de células mononucleares de adultos 

primovacinados em diferentes tempos de vacinação. 
 

6 Selecionar os melhores biomarcadores de expressão gênica para monitorar a 

memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica (17DD), empregando 

ferramentas de biologia de sistemas.
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4 METODOLOGIA 

 

Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas duas abordagens de 

estudo. A primeira, descrita no artigo publicado na revista Human Vaccines & 

Immunotherapeutics, intitulado ”Booster dose after 10 years is recommended following 

17DD-YF primary vaccination” (Anexo 2) na qual foi possível estimar e comparar a 

proporção de soropositividade, a média geométrica dos títulos séricos de anticorpos 

neutralizantes contra Febre Amarela em adultos (18-74 anos) primovacinados e 

avaliar, por caracterização fenotípica/funcional, a frequência de linfócitos T e B de 

memória, induzida in vitro pelo antígeno vacinal 17DD imediatamente antes da primo 

vacinação 17DD NV(day0) e em 5 tempos após a primovacinação17DD: 30 a 45 dias 

PV(day30-45), 1 a 4 anos PV(year1-4), 5 a 9 anos PV(year5-9), 10 a 11 anos 

PV(year10-11) e 12 a 13 anos PV(year12- 13). O estudo apresentou caráter 

longitudinal (grupos NV(day0) e  PV(day30-45)) e transversal (demais grupos pós 

primovacinação).  

Na segunda abordagem, foram empregadas novas ferramentas de análise que 

propõem abordar os dados obtidos de forma a complementar e gerar novos 

resultados. 

Nesse contexto, foram realizadas algumas adequações nos grupos de estudo. 

Os grupos PV(year1-4) e PV(year5-9) foram unificados, para que o “n” deste novo 

grupo PV(year1-9) aumentasse e por conseguinte se apresentasse mais adequado 

para essas novas análises. Optou-se também por retirar o grupo de indivíduos 12-13 

anos pós-vacinação PV(year12- 13), visto que houve um aumento sutil na a média 

geométrica dos títulos séricos de anticorpos neutralizantes desse grupo, sugerindo que 

alguns destes indivíduos poderiam ter sido revacinados e apresentaram um cartão que 

não comprovava o registro da revacinação. 

 

4.1 População e amostras 

 

A população de estudo foi composta por voluntários adultos (homens e 

mulheres), em unidades militares do Exército no Rio de Janeiro, na FIOCRUZ (campus 

Manguinhos, no Rio de Janeiro) e em unidades de saúde de Alfenas-MG.  

Este estudo teve aprovação formal do Comitê de Ética para estudos com seres 
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humanos (CPqRR/FIOCRUZ#24/2010 - Anexo 1). Os voluntários foram classificados 

como grupo de indivíduos não vacinados NV(day0) ou grupo de primovacinados, que 

haviam recebido ao longo da vida, uma única dose da vacina antiamarílica 17DD. 

Estes adultos primovacinados foram categorizados segundo o tempo de pós 

vacinação: 30-45 dias PV(day30-45); 1-9 anos PV(year1-9) e 10-11 anos PV(year10-

11). Vale a pena ressaltar que os grupos não vacinado e primovacinado 30-45 dias 

foram compostos pelos mesmos indivíduos (Figura 4). O grupo 30-45 dias após 

primovacinação, PV(day30-45), foi empregado como grupo referência para os estudos 

imunológicos. 

 

 

 

Figura 6: Fluxograma ilustrativo da população de estudo. A população elegível compreende 139 

adultos. Os voluntários foram categorizados como grupo de indivíduos não vacinados NV(day0) ou 

primovacinados segundo o tempo de pós vacinação: 30-45 dias PV(day30-45); 1-9 anos PV(year1-

9) e 10-11 anos PV(year10-11). O número de voluntários de cada grupo está representado pela 

letra “n” e o número de voluntários do sexo masculino/ feminino estão representados 

respectivamente dentro dos parênteses. 

 

Amostras de 5mL de sangue periférico foram colhidas, na ausência de 

anticoagulante, de todos os voluntários para a avaliação dos títulos de anticorpos 

neutralizantes por meio dos testes de neutralização por redução em placa de lise 

(plaque reduction neutralization test, PRNT) no Laboratório de Tecnologia Virológica 

de Bio-Manguinhos (LATEV/BIO). Amostras de 20mL de sangue periférico foram 

colhidas, na presença de anticoagulante heparina sódica, de todos os voluntários para 

avaliação da duração da imunidade celular (aspectos fenotípicos/funcionais de células 

T e B de memória) e de expressão gênica de biomarcadores, no Laboratório de 

NV(day0)
n=46 (46/0)

PV(day30-45)
n=46 (46/0) 

PV(year1-9)
n=48 (23/25)

PV(year10-11)
n=45 (38/7)

População de Estudo

n=139 Adultos

18-19 anos 18-19 anos 20-59 anos 31-74 anos
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Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração do Centro de Pesquisas René Rachou – 

Fiocruz MG.  

Para definição de indivíduos soropositivos ou soronegativos, utilizou-se como 

variável-resposta de interesse o título de anticorpos neutralizantes de soro (em 

mUI/mL) no grupo 30-45 dias após a primovacinação que foi considerado como Grupo 

Referência. Desta forma, foram considerados indivíduos soropositivos quando os 

títulos de anticorpos foram iguais ou maiores que 795 mUI/mL (maior ou igual a 2,9 

Log10mUI/mL); e soronegativo quando os títulos foram menores do que 795 mUI/mL 

(menor que 2,9 Log10mUI/mL). A proporção de soropositividade e a média dos títulos 

de anticorpos foram estimados (com seus respectivos intervalos de 95% de confiança) 

para cada grupo: NV(day0) e PV(day30-45) (Grupo Referência) e, posteriormente para 

os demais grupos primovacinados.  

 

4.2 Titulação de anticorpos neutralizantes (PRNT) 

 

 O teste padrão-ouro para proteção contra Febre Amarela é o teste de redução 

de placas por títulos de anticorpos neutralizantes (PRNT) (41,42). O título de 

anticorpos neutralizantes dos voluntários foi determinado pelo teste de neutralização 

por redução de 50% das placas de lise (PRNT50) em monocamadas de células Vero 

(41). O PRNT é considerado o teste mais sensível e mais específico para Febre 

Amarela (42), produzindo resultados quantitativos (em Unidades Internacionais) que se 

correlacionam com proteção. O PRNT50 foi realizado em placas de 96 orifícios, usando 

diluições seriadas do soro (fator 2), iniciando-se de 1:5 até 1:640, e 30 PFU do vírus 

17DD. Um soro padrão proveniente de macaco Rhesus foi utilizado como referência. 

Esse soro foi previamente calibrado frente a um soro de referência internacional da 

OMS e a calibração foi repetida a cada dez amostras testadas. A mistura de soro e 

vírus foi incubada por 1 hora à temperatura ambiente e, em seguida, uma suspensão 

de células Vero foi adicionada a essa mistura. Depois de um período de 3 horas de 

incubação, as células foram cobertas com meio semi-sólido contendo 

carboximetilcelulose e incubadas por sete dias a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2. 

Após esse período, a monocamada celular foi fixada com formaldeído a 10% e corada 

com cristal violeta 0,04%. As placas de lise foram contadas utilizando um projetor de 

diapositivo adaptado e os títulos de anticorpos foram calculados. A diluição onde 
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ocorreu 50% de redução do número de placas de lise foi estimada através de 

regressão linear, usando os valores das recíprocas das diluições e os números de 

placas imediatamente inferior e superior a 50%. O título médio do soro padrão permitiu 

a determinação das unidades internacionais de proteção contidas em cada amostra 

(41). 

 

4.3 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

 

 O sangue total heparinizado foi lentamente adicionado a uma solução de 

histopaque 1077 na proporção de 2:1, em tubos de poliestireno com capacidade para 

50mL. Os tubos foram centrifugados a 400 x g durante 40 minutos a 20oC. Ao final da 

centrifugação, obteve-se o anel de PBMC entre a interface do histopaque e do plasma. 

As PBMC foram coletadas e transferidas para tubos cônicos, de polipropileno, de 

50mL onde foram lavadas 3 vezes por centrifugação a 400x g por 10 minutos a 4oC em 

meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium). Finalmente, as células foram 

ressuspensas em RPMI 1640, contadas em contador automatizado (CountessTM) e 

ajustadas para 1,0 x 107 PBMC/mL. Toda a manipulação, exceto a contagem de 

células, foi realizada em condições estéreis em capela de fluxo laminar. 

 

4.4  Macrocultura in vitro antígeno-específica de longa duração  

 

 A fim de serem quantificadas as frequências dos linfócitos T e B de memória, as 

frequências de células produtoras de citocinas intracitoplasmáticas pró-inflamatórias e 

reguladoras, amostras de PBMC foram incubadas na presença do antígeno vacinal de 

Febre Amarela, segundo o protocolo descrito a seguir: alíquotas de 1,0 x 106 PBMC 

foram incubadas em um volume final de 800 L, na presença de RPMI-1640 em placas 

de 48 poços de poliestireno em duas condições experimentais: 1) na presença apenas 

de meio de cultura (cultura controle) e 2) meio de cultura + antígeno vacinal na 

concentração de 104
 partículas virais – 17DD (cultura antígeno-específica). Ensaios de 

controle positivo foram realizados utilizando células incubadas na presença de meio de 

cultura + 5 µg/mL de PHA (cultura com mitógeno – controle positivo). As culturas foram 

incubadas por 144 horas a 37oC, 5% CO2 em estufa úmida.  
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4.5 Marcação de moléculas de superfície após-estimulação antígeno-específica 

in vitro 

 

 Após a cultura de 144 horas, as células foram lavadas com tampão salina 

fosfato estéril (PBS 1X)e então marcadas com 1µL de Violet Fluor Reagent Dye 

(LIVE/DEAD-Invitrogen), que permite a identificação das células viáveis e exclusão das 

células mortas na aquisição por citometria e fluxo. Em seguida, as células foram 

lavadas com tampão salina fosfato suplementado com 0,5% de albumina bovina estéril 

(PBS-Wash) e incubadas por 30 minutos com anti-moléculas de superfície para 

identificação de linfócitos T e B, bem como sub populações de células naive e de 

memória. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS-Wash, fixadas com 

100µL de solução fixadora (Max FacsFix– MFF)e 100.000 linfócitos foram adquiridos 

no equipamento Citômetro de Fluxo LSR Fortessa. 

 

4.6 Estratégia de análise de Linfócito T de memória 

 

 Empregando o software FlowJo-9.3.2 (TreeStar), no protocolo de identificação 

de células T de memória, inicialmente todas as células foram selecionadas quanto aos 

parâmetros FSC-A x FSC-H para identificação dos singletos, seguido pela seleção de 

células adquiridas em fluxo sem interrupção por meio de gráfico de “Time” x FSC-A e 

finalmente pelo gate de linfócitos totais. A partir desta seleção, os linfócitos totais 

foram investigados quanto aos parâmetros APC-Cy-7 CD3 x corante “Live-dead” 

selecionando linfócitos T viáveis.O próximo passo permitiu segregar os linfócitos 

TCD4+ (auxiliares) dos linfócitos TCD8+ (citotóxicos), a partir dos linfócitos 

TCD3+viáveis, por meio da análise dos parâmetros PercP Cy-5.5 CD8 versus FITC 

CD4, que representam anti-molécula de superfície CD8, marcada com o fluorocromo 

PercP Cy-5.5 e anti-molécula de superfície CD4, marcada com o fluorocromo FITC, 

respectivamente. Após a seleção da sub-população de interesse (LT auxiliar ou LT 

citotóxico), a próxima e última etapa consistiu na investigação de células T naive (N), T 

early effector (Eef), T de memória central (CM) e T de memória efetora (EM). Para esta 

avaliação, foram investigados os parâmetros PE-Cy-7 CD45RO versus PE CD27, que 

representam anti-molécula de superfície CD45RO, marcada com o fluorocromo PE-Cy-
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7 e anti-molécula de superfície CD27, marcada com o fluorocromo PE, 

respectivamente. Neste sentido, linfócitos T auxiliares naive (N CD4) foram 

caracterizados pelo fenótipo CD4+CD27+CD45RO
-, linfócitos T auxiliares early effector 

(Eef CD4) foram caracterizados pelo fenótipo CD4+CD27-CD45RO
-, linfócitos T 

auxiliares de memória central (CM CD4) foram identificados por CD4+CD27+CD45RO
+ 

e finalmente, os linfócitos T auxiliares de memória efetora (EM CD4) foram 

caracterizados pelo fenótipo CD4+CD27-CD45RO
+. Todas estas etapas também foram 

empregadas para a identificação da sub-população de LT citotóxicos (CD8) (Figura 7). 

 

4.7 Estratégia de análise de Linfócito B de memória 

 

 Empregando o software FlowJo-9.3.2 (TreeStar), no protocolo de identificação 

de células B de memória, inicialmente todas as células foram selecionadas quanto aos 

parâmetros FSC-A x FSC-H para identificação dos singletos, seguido pela seleção de 

células adquiridas em fluxo sem interrupção por meio de gráfico de “Time” x FSC-A e 

finalmente pelo gate de linfócitos totais. A partir desta seleção, os linfócitos totais 

foram investigados quanto aos parâmetros PercP-Cy5.5 CD19 x corante “Live-dead”. 

Após a seleção da sub-população de linfócito B viável, a próxima e última etapa 

consistiu na investigação de células B naive, B de memória não clássica e B de 

memória clássica. Para esta avaliação, foram investigados os parâmetros FITC IgD 

versus PE CD27, que representam imunoglobulina de superfície IgD, marcada com o 

fluorocromo FITC e anti-molécula de superfície CD27, marcada com o fluorocromo PE, 

respectivamente. Desta forma, os linfócitos B naive (N CD19) foram caracterizados 

pelo fenótipo CD19+CD27-IgD+, os linfócitos B de memória não clássica (nCM CD19) 

foram identificados como células CD19+IgD+CD27+ e, finalmente, os linfócitos B de 

memória clássica (CM CD19) foram caracterizados pelo fenótipo CD19+IgD-CD27+ 

(Figura 7). 
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Figura 7: Estratégia de análise de linfócitos T e B de memória.  

 

4.8 Caracterização funcional da frequência de linfócitos T e B produtores de 

citocinas pró-inflamatórias e reguladoras 

 

 Quatro horas antes do término do período de 144 horas de cultura, adicionou-se 

8 L de Brefeldina (1mg/mL) e 15 minutos antes do término do período das 144 horas 

de cultura, adicionou-se 88µL de EDTA (20mM), obtendo uma concentração final de 

2mM.Após a cultura de 144 horas, as células foram lavadas com tampão salina fosfato 

estéril (PBS 1X)e então marcadas com 1µL de Violet Fluor Reagent Dye(LIVE/DEAD-

Invitrogen). Em seguida, as células foram lavadas com tampão salina fosfato 

suplementado com 0,5% de albumina bovina estéril (PBS-Wash) e incubadas por 30 

minutos com anti-moléculas de superfície para identificação de linfócitos T e B. Após a 

incubação, as células foram fixadas com solução de lise eritrocitária 1x concentrada 

por 10 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-Wash. Finalmente, as 

células foram permeabilizadas tampão salina fosfato suplementado com 0,5% de 

albumina bovina e 0,5% saponina estéril (PBS-P)e marcadas com anti-moléculas 
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intracitoplasmáticas (anti-IFN- AlexaFluor 488, anti-IL-5 PE, anti-IL-10 APC e anti-

TNF-α PE-Cy7). Após seguidas lavagens com PBS-P e PBS-Wash, as células foram 

fixadas com 100µL de solução fixadora (Max FacsFix–MFF)e100.000 linfócitos foram 

adquiridos no equipamento Citômetro de Fluxo LSR Fortessa. 

 

4.9 Estratégia de análise de linfócitos T e B produtores de citocinas pró-

inflamatórias e reguladoras 

 

 Empregando o software FlowJo-9.3.2 (TreeStar), no protocolo de identificação 

de células T e B de produtores de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras, 

inicialmente todas as células foram selecionadas quanto aos parâmetros FSC-A x 

FSC-H para identificação dos singletos, seguido pela seleção de células adquiridas em 

fluxo sem interrupção por meio de gráfico de “Time” x FSC-A e finalmente pelo gate de 

linfócitos totais. A partir desta seleção, os linfócitos totais foram investigados quanto 

aos parâmetros APC-Cy-7 CD3versus “Live-dead” e PercP-Cy5.5 CD19 x corante 

“Live-dead”, para identificação de linfócitos T e B viáveis, respectivamente. Em 

seguida, as subpopulações de linfócitos CD4 e CD8 foram identificadas e a partir 

destas e de linfócitos B, foram identificadas as subpopulações produtoras de citocinas 

IFN-  IL-5, IL-10 e TNF-α (Figura 8). 
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Figura 8: Estratégia de análise de linfócitos T e B produtores de citocinas.  

 

4.10 Coleta de amostra para biologia molecular 

 

Após 144 horas de cultura, as placas de 48 poços foram centrifugadas à 1400 

rpm por 10 minutos à 4ºC. Foram adicionados 500 µl de PBS 1X estéril em cada poço, 

as células foram coletadas com o auxílio de uma pipeta Pasteur estéril e transferidas 

para microtubos de 1,5 mL. Este material foi centrifugado à 14.500 rpm, por 90 

segundos, à 4ºC. A placa foi lavada mais uma vez com 500 µl de PBS 1X estéril por 

poço e o material foi centrifugado como descrito anteriormente. Após a última 

centrifugação, todo o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de Trizol 

(Invitrogen), então, o material foi homogeneizado ao vórtex e imediatamente 

armazenado à - 80ºC até o momento da extração de RNA total.    
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4.11 Extração de RNA total 

 

 O RNA total foi extraído com Trizol (Invitrogen) de acordo com instruções do 

fabricante. O RNA extraído foi armazenado à -80ºC até o momento da realização da 

Reação da Transcriptase Reversa (RT-PCR). A quantificação do RNA total foi 

determinada utilizando o Fluorômetro Qubit (Invitrogen by Life Technologies). 

 

4.12 Verificação da qualidade do RNA extraído 

 

A integridade do RNA (100%) foi analisada utilizando o equipamento 

BioAnalyzer Agilent 2100 e o kit Agilent RNA 6000 Nano Chips (Agilent). O princípio do 

BioAnalyzer é o mesmo de uma eletroforese em gel de agarose, porém a corrida é 

feita em um capilar contendo o polímero e é gerado um eletroferograma, que é 

analisado automaticamente pelo aparelho, detectando qualquer traço de degradação. 

O resultado é exibido na forma de um gráfico, através do qual é possível calcular a 

razão 28S/18S com maior precisão a partir de seus respectivos picos, gerando desta 

forma o que se denomina RIN (RNA Integrity Number). Os valores de RIN estão numa 

escala de 1 a 10, sendo que, quanto maior esta pontuação maior é a qualidade e/ou 

integridade do RNA. De modo geral, para experimentos de PCR quantitativa em tempo 

real, considera-se um RNA de boa qualidade quando o valor de RIN está acima de 7,5.  

 

4.13 Reação de transcrição reversa (RT-PCR) 

 

O RNA extraído foi submetido a uma transcrição reversa utilizando o Kit 

ImProm-II Reverse Transcription System (Promega) para a síntese do DNA 

complementar (cDNA) de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. O 

cDNA obtido foi armazenado a temperatura de -20ºC até o momento da amplificação 

por RT-qPCR. 
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4.14 Determinação do controle endógeno 

 

Para determinação do controle endógeno foi realizado o teste com 4 genes 

constitutivos: BACT, GAPDH, HPRT1 e 18S. A uniformidade de expressão destes 

genes candidatos foram avaliadas por RT-qPCR em amostras de cDNA. As condições 

da reação e ciclagem foram: 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 15 

s e 60ºC por 1 min no aparelho ABI StepOnePlus Real Time PCR System (Applied 

Biosystems). A análise da uniformidade de expressão do controle endógeno nas 

amostras foram realizadas por comparação dos resultados de Relative Quantification 

(RQ) e a escolha foi feita pelo candidato com menor desvio padrão de RQ entre as 

amostras (Figura 15). 

 

4.15 Detecção dos níveis de expressão gênica por RT-qPCR 

 

O cDNA resultante foi utilizado como molde para as reações de RT-qPCR. Para 

essas reações foi usado o reagente TaqMan PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

Warrington, Reino Unido) e condições de ciclagem universal: 95ºC por 10 minutos, 

seguido de 40 ciclos de 95ºC por 15 s e 60ºC por 1 min no aparelho ABI StepOnePlus 

Real Time PCR System (Applied Biosystems). A análise foi realizada pelo software 

StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems). 

Os ensaios para avaliar a expressão gênica nas amostras foram realizados 

utilizando 5 µL de Master Mix (TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems), 

0,5 µL dos iniciadores correspondestes ao grupo de genes do estudo, 0,5 µL do gene 

constitutivo, 1 µL cDNA padronizado (amostra) e 3,0 µL de água DNA/RNA free, 

perfazendo um volume de reação final de 10 µL por poço. Os ensaios foram realizados 

em triplicata para todas as amostras, com o gene constitutivo presente no mesmo 

poço que os genes avaliados (ensaio duplex). Os resultados foram expressos através 

do RQ (Relative Quantification) (43) e foram calculados através das seguintes 

fórmulas: 

1ª∆Ct = CT gene alvo – CT gene constitutivo 

2ª ∆∆Ct = ∆Ct Cultura estimulada – ∆Ct da Cultura Controle 

3ª RQ= (2-∆∆Ct)  
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Foram avaliados a expressão dos seguintes genes: CCL2, CXL10, CCL5, 

CXCL8, IL-6, INFb1,TNF,IL-12 , IFN g, IL-5 e IL-10. 

 

4.16  Análise estatística 

 

 A caracterização imunofenotípica de marcadores de linfócitos T e B de memória 

e células produtoras de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras, induzidos in vitro 

pelo antígeno vacinal 17DD foram avaliadas utilizando o 42ay42x, que consiste na 

razão do percentual de células na cultura estimulada dividido pelo percentual de 

células na cultura controle (17DD/Controle). Para as análises de expressão gênica, foi 

utilizado o RQ individual das amostras controle e estimuladas pelo antígeno vacinal. 

As análises estatísticas entre NV(42ay 0) e PV(42ay 30-45) foram realizadas pelo 

método Mann-Whitney. As comparações entre PV(42ay 30-45) e os outros grupos pós-

vacinados foram realizados utilizando Kruskal-Wallis, seguido de um pós-teste de 

Dunn. Os dados obtidos foram considerados estatisticamente significativos quando o 

valor de p foi menor do que 0,05 (p<0,05). Todas as análises foram feitas utilizando o 

software Graph Pad Prism 5.0. Para análise de performance dos biomarcadores de 

proteção foram feitos gráficos de dispersão utilizando o programa estatístico Graph 

Pad Prism 5.0 e curvas ROC,utilizando o software MedCalc 16.1. 

 

4.17 Outras estratégias de análises empregando ferramentas de biologia de 

sistemas 

 

4.17.1 Assinatura ascendente de biomarcadores 

 

Para realizar a análise de assinatura ascendente, utilizou-se o modelo 

panorâmico de análise fenotípica/funcional. Inicialmente, para determinar o índex 

(impacto da estimulação antigênica 17DDin vitro,)foi realizado o cálculo da razão do 

percentual de células na cultura estimulada dividido pelo percentual de células na 

cultura controle (17DD/Controle). Em seguida, foi feito um painel panorâmico em que 

para cada variável (fenótipos, citocinas, quimiocinas) foi calculada a mediana global 

para segregação de indivíduos em baixo índex e alto índex quando abaixo ou acima 

da mediana global, respectivamente. O ponto de corte foi determinado considerando 
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todos os grupos de estudo NV(day0), PV(day 30-45), PV(year 1-9) e PV(year 10-

11).Após esta categorização, os indivíduos considerados alto índex para determinada 

variável,ou seja indivíduos que apresentavam valores acima da mediana global obtido 

para o biomarcador, foram utilizados para cálculo da frequência de alto índex. Essa 

frequência então foi colocada em ordem crescente, ou seja, ascendente para seleção 

dos biomarcadores mais relevantes.  

A curva ascendente gerada pelo grupo referência PV(day 30-45), foi sobreposta 

aos gráficos gerados pelos indivíduos alto produtores (acima do mediana) de cada 

grupo analisado: NV(day0), PV(year 1-9) e PV(year10-11). No caso da análise de 

expressão gênica, ao invés de utilizar o index, foi utilizado o RQ. 

 

4.17.2 Análise de interseção utilizando Diagrama de Venn 

 

O Diagrama de Venn é uma ilustração das relações entre os grupos de objetos 

em estudo que compartilham algo em comum. Geralmente, estes diagramas são 

usados para descrever conjunto de interseções (∩). Para análise de intercessão entre 

os grupos NV(day0), PV(day 30-45), PV(year 1-9) e PV(year10-11) foi utilizado o 

software Bioinformatics & Evolutionary Genomics, disponível em 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Através do software foi possível 

gerar uma tabela e um gráfico sob a forma de diagrama, indicando quais elementos 

(biomarcadores fenotípico/funcional e de expressão gênica) estão em intercessão 

entre conjuntos/grupos ou são exclusivos de um determinado conjunto/grupo. 

 

4.17.3 Análise do perfil de biomarcadores por heatmap 

 

Outra ferramenta utilizada para análise do perfil de biomarcadores foi o 

heatmap, que é uma representação gráfica dos dados, onde os valores individuais 

contidos na matriz são representados por cores. Para sua construção foi elaborada 

uma matriz para cada biomarcador selecionado no diagrama de Venn considerando 

todos os grupos de estudo não vacinados e primovacinados. Foi calculada a mediana 

global do índex (cultura estimulada 17DD/cultura controle) ou RQ dos indivíduos por 

biomarcador selecionado e discriminado um valor mínimo e um valor máximo para 

definição das cores na matriz. Os valores de índex ou RQ acima da mediana global, 
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próximos à mediana e inferiores a mediana foram representados por diferentes cores 

respectivamente. Então através dessa codificação de cores foi possível representar a 

cinética de cada biomarcador nos grupos de estudo NV(day0), PV(day 30-45),  

PV(year 1-9) e PV(year 10-11). 

 

4.17.4 Análise dos dados por árvore de decisão  

 

A árvore de decisão surge como uma ferramenta auxiliar de análise com o 

intuito de classificar, gerar regras de associações e “clusterizar” os dados. O objetivo é 

atribuir uma classe a um exemplo (registro), dentre o conjunto de classes pré-

definidas, com base nos valores de seus atributos (44). 

A estrutura da árvore é organizada hierarquicamente da seguinte forma:  

(a) Raiz - é o atributo que confere a melhor acurácia para a classificação dos conjuntos 

pré-definidos; 

(b) Nó interno (não-folha) – É o próximo atributo da hierarquia. É rotulado com o nome 

de um dos atributos previsores; 

(c) Ramos (ou arestas) – Saem da raíz ou de um nó interno. São rotulados com os 

valores do atributo naquele nó; 

(c) Folha- É rotulada com uma classe, a qual é a classe prevista para exemplos que 

pertençam àquele nó folha (44) 

 O algoritmo para a indução das árvores de decisão utiliza a estratégia “dividir 

para conquistar”, ou seja, um problema complexo é decomposto em subproblemas 

mais simples. A idéia básica do algoritmo é escolher um atributo; estender a árvore 

adicionando um ramo para cada valor do atributo; passar os exemplos para as folhas 

(tendo em conta o valor do atributo escolhido). Deve-se escolher o atributo que tenha o 

maior poder de discriminação entre as classes para os registros (exemplos) nas folhas. 

O atributo com maior ganho de informação é utilizado para realizar a primeira 

separação dos dados (44). 

As árvores de decisão foram avaliadas estatisticamente pelos testes de Fisher 

ou chi-quadrado e para avaliação de performance, foram construídos gráficos de 

dispersão empregando o software GraphPadPrism5.0., seguidos por curva ROC 

geradas a partir do software MedCalc 16.1. 
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A Figura 9 demonstra uma representação esquemática de uma árvore de 

decisão.  

 

 

 

Figura 9: Representação esquemática de uma árvore de decisão. Atributo Raiz e Nó 

representados por elipses. Os ramos representados por linhas conectoras e folhas 

representadas por retângulos. 
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RamoRamo

Folha

Folha
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise comparativa da Assinatura Ascendente de biomarcadores 

fenotípicos e funcionais de Linfócitos, utilizando o grupo 30-45 dias pós-

vacinação PV(day30-45) como referência, após estímulo in vitro com antígeno 

da vacina 17DD 

 

 Para análise do perfil de marcadores fenotípicos e funcionais relacionados à 

memória pós-imunização de indivíduos primovacinados com a vacina antiamarílica, 

após estímulo in vitro com antígeno da vacina 17DD, foi utilizada a estratégia de 

análise de Assinatura Ascendente de biomarcadores utilizando o grupo PV(day30-45) 

como referência (Figura 10).  

 Esta análise foi realizada em todos os grupos de estudo. Os indivíduos que 

apresentaram baixos índex, ou seja, valores abaixo da mediana global, foram 

demonstrados na forma de retângulos brancos e os considerados altos índex foram 

coloridos conforme a cor referente a cada grupo: PV(day 30-45) preto,  NV(day0) 

cinza claro, PV(year 1-9) cinza escuro e PV(year 10-11) cinza médio (Figura 10). 

 Após esta categorização, os indivíduos que apresentaram altos índex para 

determinada variável, foram utilizados para cálculo da frequência de indivíduos alto 

produtores. Esse resultado obtido da frequência foi ordenado de forma crescente, ou 

seja, ascendente para seleção dos biomarcadores mais relevantes (acima do 

percentil 50) utilizando um gráfico de barras. Estes biomarcadores importantes foram 

grifados em destaque no eixo X de cada gráfico. 

 A curva ascendente gerada pelos resultados obtidos no grupo referência PV(day 

30-45), que é o grupo que apresenta o máximo da resposta imunológica pós vacinal, 

foi utilizada sobreposta aos gráficos gerados pelos grupos de indivíduos alto 

produtores de cada grupo analisado: NV(day0), PV(year 1-9) e PV(year10-11) para 

compará-la à estes grupos. 

 Foram identificados no grupo referência PV(day30-45) 7 biomarcadores 

fenotípicos classificados como relevantes: eEf CD8, eEf CD4, EM CD4, CM CD19, 

EM CD8, N CD19 e nCM CD19 e 8 biomarcadores funcionais: IFN CD4, IL-5 CD8, 

TNF CD19, TNF CD4, IFN CD8, TNF CD8, IL-5 CD19 e IL-5 CD4.  
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  No grupo de indivíduos com 1 a 9 anos após a primovacinação PV(year1-9), 

quando comparados ao grupo referência PV(day 30-45), todos biomarcadores 

fenotípicos, com exceção do nCM CD19 continuaram altos. Em relação aos 

biomarcadores funcionais, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4, IFNCD8, TNFCD8 e IL-5CD4 

também estavam frequentes em mais de 50% dos voluntários considerados altos 

índex,demonstrando então que a memória imunológica gerada nos indivíduos com 1 

a 9 anos após a primovacinação manteve-se persistente. 

 Já no grupo de indivíduos com 10 a 11 anos após a primovacinação PV(year10-

11), observou-se um retorno dos níveis basais das células de memória. Quando 

comparados ao grupo referência, todos os biomarcadores fenotípicos e 

funcionais,destacados pelos quadros pontilhados, ficaram abaixo de 50% da 

frequência de voluntários altos índex, sugerindo então a necessidade de revacinação 

antiamarílica após 10 anos. 
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Figura 10: Análise comparativa da assinatura ascendente de biomarcadores utilizando 

o resultado obtido pelo grupo 30-45 dias pós-vacinação PV(day30-45) como referência. 

O perfil panorâmico de biomarcadores (fenótipos e citocinas) de cada indivíduo, em cada 

grupo, está demonstrado por diagramas. A mediana global foi o ponto de corte para 

segregação de indivíduos em baixos índex e altos índex. Os retângulos brancos representam 

os indivíduos baixos índex, os retângulos pretos e cinzas representam os indivíduos alto 

índex e os retângulos rachurados representam índex não calculados. A frequência (%) de 

indivíduos altos índex está representado pelos números abaixo dos diagramas. Os gráficos 

de barras representam a frequência de indivíduos altos índex (eixo Y) por biomarcadores 

fenotípicos e funcionais relacionados à memória pós vacinação com 17DD (eixo X). A análise 

comparativa do perfil de biomarcadores entre os grupos PV(day30-45) aos grupos NV(day0), 

PV(year1-9) e PV(year10-11) foi realizada pela sobreposição das assinaturas ascendentes às 

barras geradas pelas frequências de cada grupo. A linha pontilhada destaca o percentil 50 da 

frequência de voluntários altos índex. O quadro pontilhado destaca os biomarcadores acima 

do percentil 50 do grupo PV(day30-45) utilizado como referência para as análises 

comparativas. O mesmo quadro foi transposto para os gráficos dos demais grupos para 

facilitar a análise comparativa. Os biomarcadores acima do percentil 50, de todos os grupos, 

foram grifados em destaque no eixo X de cada gráfico. Os biomarcadores que diminuíram em 

relação ao grupo referência foram representados por asterisco (*). 
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5.2 Avaliação do perfil de biomarcadores fenotípicos e funcionais, emlinfócitos 

de adultos primovacinados após 10-11 anos, PV (year10-11), categorizados 

segundo a idade, após estímulo in vitro com antígeno da vacina 17DD. 

 Na figura 11, destaca-se o perfil de biomarcadores fenotípicos e funcionais dos 

linfócitos em 3 subgrupos, categorizados segundo a idade, selecionados a partir do 

grupo PV(year10-11). Este grupo foi selecionado uma vez que ele se caracteriza pela 

perda da memória imunológica após 10 anos de vacinação (Figura 11). Essa análise 

foi realizada a fim de esclarecer se existe algum viés no grupo, uma vez que ele é 

constituído por indivíduos mais velhos (até 74 anos) e que naturalmente podem 

perder a memória a diferentes antígenos e não apenas ao antígeno vacinal amarílico 

17DD.  

 O primeiro subgrupo foi composto de adultos jovens de 20-30 anos de idade, o 

segundo de adultos com idade intermediária de 31-40 anos de idade e o terceiro 

subgrupo de adultos em idade mais avançada com 41-74 anos de idade. 

 No primeiro grupo, de adultos de 20-30 anos de idade, dos 15 biomarcadores 

fenotípicos e funcionais mais relevantes, conforme grupo referência PV(day30-45), 11 

ficaram abaixo de 50% da frequência do grupo de voluntários que apresentaram altos 

índex, ou seja, observou-se um retorno aos níveis basais do número de células de 

memória. 

 No segundo grupo, de adultos com idade intermediária de 31-40 anos, a perda de 

biomarcadores de memória foi ainda mais significante, pois dos 14 biomarcadores 

fenotípicos e funcionais relevantes, conforme grupo referência PV(day30-45), 13 

ficaram abaixo de 50% da frequência de voluntários com alto índex. 

 E no último grupo, composto de adultos com idade mais avançada de 41-74 anos, 

dos 15 biomarcadores fenotípicos e funcionais relevantes, conforme grupo referência 

PV(day30-45), 11 biomarcadores também ficaram abaixo do percentil  50 da 

frequência de voluntários alto índex. 

 Em suma, pode-se observar que há redução de biomarcadores 

fenotípico/funcionais relacionados com a memória antiamarílica 17DD, quando 

comparado ao grupo referência PV(day30-45), e esta redução ocorre de forma 

significativa, independente da idade do voluntário. Reforça ainda que a redução da 

memória antiamarílica 17DD é um fenômeno associado ao tempo pós-vacinação.  
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Figura 11: Avaliação, do perfil de biomarcadores fenotípicos e funcionais, em linfócitos 

de adultos primovacinados após 10-11 anos PV(year10-11) categorizados segundo a 

idade, após estímulo in vitro com antígeno da vacina 17DD. O primeiro gráfico de barras 

representa o subgrupo de adultos jovens (20-30 anos de idade), o segundo gráfico 

representa o subgrupo de adultos com idade intermediária (31-40 anos de idade) e o terceiro 

gráfico representa o subgrupo de adultos em idade mais avançada (41-74 anos de idade). Os 

respectivos gráficos de barras representam a frequência de indivíduos com altos índex (eixo 

Y) por biomarcadores fenotípicos e funcionais relacionados à memória 10-11 anos pós-

vacinação 17DD (eixo X). A análise comparativa do perfil de biomarcadores entre os grupos 

PV(day30-45) e PV(year10-11) foi realizada pela sobreposição da assinatura ascendente do 

grupoPV(day30-45) pelos gráficos do subgrupos já descritos. A linha pontilhada destaca o 

percentil 50 da frequência de voluntários altos índex. O quadro pontilhado destaca os 

biomarcadores acima do percentil 50 do grupo PV(day30-45) utilizado como referência para 

as análises comparativas. O mesmo quadro foi transposto para os gráficos dos demais 

grupos para facilitar a análise comparativa. Os biomarcadores acima do percentil 50 foram 

grifados em destaque no eixo Y de cada gráfico. Os biomarcadores que diminuíram em 

relação ao grupo referência foram representados por asterisco (*). 
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5.3 Avaliação do conjunto de biomarcadores fenotípicos / funcionais 

importantes para monitorar a memória imunológica após a vacinação primária 

antiamarílica (17DD) 

 

A fim de melhorar a seleção de biomarcadores relevantes que monitorem a 

memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica, foi realizada a análise 

do diagrama de Venn.  Essa abordagem complementar foi utilizada para definir, entre 

os 22 biomarcadores relacionados à memória, aqueles presentes simultaneamente 

(Interseção entre os grupos) e aqueles biomarcadores únicos para um determinado 

grupo clínico.  

Um diagrama simétrico foi construído para identificar os atributos dentro da 

interseção entre PV(day30-45) e PV(year1-9), que seriam considerados 

biomarcadores de proteção (Figura 12). A análise dos dados demonstrou que 10 dos 

22 biomarcadores (eEfCD4, EMCD4, CMCD19, EMCD8, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4, 

IFNCD8, TNFCD8 e IL-5CD4) estavam comumente presentes em mais de 50% dos 

voluntários em PV(dia 30-45 ) & PV(ano1-9) (Figura 12- Diagrama de Venn). A 

análise de desempenho dos 10 biomarcadores comuns entre os grupos PV(day 30-

45) e PV(year1-9) demonstrou que EMCD4, CMCD19, EMCD8 e IL-5CD4 são os 

biomarcadores mais promissores, porém quando utilizados individualmente, 

apresentaram baixa precisão global (AUC = 0,7), segundo Swets (1988) (45) (Figura 

12 - tabela). 

Com o intuito de melhorar a acurácia global dos biomarcadores fenotípicos e 

funcionais relacionados à memória para discriminar os indivíduos dos grupos 

PV(day30-45) & PV(year1-9) de NV(day0) & PV(year10-11), os perfis dos 

biomarcadores selecionados foram avaliados através da análise de heatmap 

individualmente, bem como o valor médio global (YF-Ag / CC) para os 10 

biomarcadores tomados em conjunto (Figura 12 - heatmaps e histogramas). A análise 

de desempenho do valor médio global demonstrou melhores índices de 

características operacionais, aumentando a precisão global para moderada (AUC = 

0,8), de acordo com Swets (1988) (45), com aumentos concomitantes de 

sensibilidade (71%) e especificidade (79%) (Figura 12 - diagrama de dispersão e 

curva ROC). 
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Os valores médios globais de biomarcadores fenotípicos / funcionais de cada 

voluntário foram ainda utilizados para calcular o estado de memória resultante 

juntamente com os títulos de PRNT. Para tanto, foi feito uma placa de memória 

(“MemoryBoard”)para compilar os dados categóricos de P & F (média geral> 1,3) e 

PRNT (> 2,9mIU / mL) para cada voluntário e posteriormente calcular o estado da 

memória resultante que chamamos de: Nenhum, presença de P & F, presença de 

PRNT ou presença simultânea de ambos os atributos de memória (P & F e PRNT) 

(Figura 3 - diagramas cinza-sombreados). A análise dos dados demonstrou que no 

grupoNV(day0) há uma proporção predominante (78%) de indivíduos sem atributos 

de memória (Nenhum), enquanto no PV(day30-45) há uma clara maioria (81%) dos 

voluntários apresentando ambos atributos de memória. Observou-se também que no 

PV(year1-9) houve uma prevalência sustentada de voluntários com ambos atributos 

de memória (55%). No entanto, no grupo PV (year10-11) foi observada uma queda na 

frequência de voluntários com ambos os atributos de memória (24%). 

Independentemente da proporção restante de indivíduos com memória PRNT (47%) 

observada no grupo PV(year10-11), ficou evidente que mais de 20% dos indivíduos 

vacinados não possuem atributo de memória 10-11 anos após a vacinação primária 

antiamarílica (Figura 12- gráficos de barras). 
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Desempenho de biomarcadores fenotípicos / funcionais comuns em PV(day 30-45) & PV(year1-9)Diagrama de Venn - Seleção de 

biomarcadores fenotípicos / funcionais
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Figura 12. Conjunto de biomarcadores fenotípicos/funcionais importantes para 

monitorar a memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica (17DD). A 

análise do diagrama de Venn foi realizada para identificar a interseção de biomarcadores 

fenotípicos / funcionais (P&F) entre NV(day0) = azul, PV(day30-45) =vermelho, PV(year1-9) = 

amarelo e PV(year10-11) = verde e selecionar os atributos comuns entre PV(day 30-45) e 

PV(year1-9), considerados biomarcadores de proteção. Os indicadores de desempenho (cut-

off, precisão, sensibilidade-Sen e especificidade-Esp) para os dez biomarcadores comuns 

selecionados (eEfCD4, EMCD4, CMCD19, EMCD8, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4, IFNCD8, 

TNFCD8 e IL-5CD4) estão fornecidos na tabela. A análise de heatmap foi realizada para 

ilustrar o perfil dos biomarcadores P & F comuns em PV (day30-45) e PV (year1-9).O índex 

médio foi calculado considerando todos os 10 biomarcadores. Os maiores valores de índex 

foram representados pela coloração,vermelha, os valores próximos à mediana global pela cor 

preta e os menores valores pela cor verde.Histogramas foram construídos para destacar a 

frequência de voluntários acima do índex médio. O gráfico de dispersão foi construído para 

demonstrar a sensibilidade (Sen) e a especificidade (Esp) do index médio dos 10 

biomarcadores P & F, utilizando o limite de corte de 1,3 fornecido pela análise da curva 

ROC.A placa de memória (Memory board) foi utilizada para determinar o estado da memória 

resultante para cada indivíduo, considerando o P&F (index médio de 10 biomarcadores> 1,3) 

e PRNT (>2,9 logmUI / mL). As estatísticas das colunas foram utilizadas para calcular a 

proporção de indivíduos que exibem status distinto da memória resultante, referida como 

“nenhum” ( ), P&F ( ), PRNT ( ) e ambos( ). A memória resultante para os 10 

biomarcadores P&F e PRNT foi exibida em gráficos de barras. As diferenças significativas em 

p<0,05 (teste Qui-quadrado) da memória resultante foram representadas pelas letras “a", “b", 

“c" e “d" quando comparados os grupos NV(day0), PV(day30-45), PV(year1-9) e PV(ano10-

11) respectivamente. 
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5.4 Seleção dos melhores biomarcadores fenotípicos / funcionais utilizados 

para monitorar a memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica 

(17DD) 

 

Para selecionar os principais biomarcadores, dentre os 22 relacionados à 

memória imunológica pós primo-vacinação, foi utilizada primeiramente a análise de 

Árvore de Decisão. Esta abordagem é capaz de selecionar os atributos de raiz 

fenotípicos e funcionais que apresentam o melhor desempenho (Figura 13). 

A análise de dados demonstrou que EMCD8 e IL-5CD4 foram os dois melhores 

atributos fenotípicos e funcionais capazes de segregar os grupos PV(day30-45) & 

PV(year1- 9) de NV(day0) & PV(year10-11). Utilizando o ponto de corte do index =1,2 

para EMCD8 e 1,4 para IL-5CD4 obtivemos uma co-positividade de 69% e 69% [PV 

(dia 30-45) & PV (ano1-9)] e co-negatividade de 78% e 67%, respectivamente. Além 

disso, para melhorar as características operacionais desses atributos raiz, foi 

realizada uma análise combinada do índice médio de EMCD8 & IL-5CD4 utilizando 

heatmap, gráfico de dispersão e curva ROC (Figura 13 - gráficos de desempenho). 

Os dados demonstraram que a análise combinada de EMCD8 e IL-5CD4, como 

biomarcadores fenotípicos / funcionais principais para monitorar a memória 

imunológica pós vacinação antiamarílica, apresentou desempenho aumentado (AUC 

= 0,8, Sen = 75%, Esp= 73%) quando comparado à utilização individual de um único 

atributo (EMCD8 ou IL-5CD4) (Figura 13 - painéis superiores). 

Os valores globais do índice médio para EMCD8 & IL-5CD4 foram ainda 

utilizados para calcular o estado da memória resultante juntamente com os títulos 

PRNT de cada voluntário. Uma placa de memória (“Memory Board”) foi construída 

utilizando os dados categóricos de EMCD8 e IL-5CD4 (média geral> 1,3) e PRNT (> 

2,9mUI / mL) para cada voluntário e calculado o estado da memória resultante (Figura 

13 - diagrama sombreado de cinza). Os resultados demonstraram que enquanto o 

grupo NV(day0) apresentou maior proporção (81%) de indivíduos sem atributos de 

memória (Nenhum), o grupo PV (day30-45) mostrou predominância (80%) de 

voluntários com ambos atributos de memória. No PV(year1-9) houve uma prevalência 

persistente de voluntários com ambos atributos de memória (51%). Por outro lado, no 

PV (year10-11) observou-se uma diminuição notável na proporção de voluntários com 

ambos os atributos de memória (29%). Apesar de 42% dos indivíduos ainda 
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apresentarem a memória PRNT após 10-11 anos da vacinação primária 17DD, é 

importante salientar que mais de 22% destes vacinados não possuem os dois 

atributos de memória (biomarcadores P & F e PRNT) (Figura 13 –gráfico de pizza). 
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Principais biomarcadoresfenotípicos/funcionais e PRNT importantes para monitorar a memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica (17DD)
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Figura 13. Principais biomarcadores fenotípicos/funcionais importantes para monitorar 

a memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica (17DD). A análise da 

árvore de decisão foi realizada para identificar os atributos de raiz ( )para biomarcadores 

fenotípicos / funcionais (P & F) entre os grupos NV(day0) &  PV(year10-11) e PV (day30-45)& 

PV (year1-9). EMCD8 e IL-5CD4 foram selecionados como principais biomarcadores 

fenotípicos e funcionais relacionados à memória 17DD respectivamente. Para o Heatmap foi 

utilizado o índex médio dos dois principais biomarcadores P & F (EMCD8 e IL-5CD4). 

Voluntários que apresentaram index abaixo do valor médio foram representados pela cor 

branca( ) e acima do valor médio pela cor( )  O gráfico de dispersão foi construído para 

demonstrar a sensibilidade (Sen) e a especificidade (Esp) dos dois biomarcadores P & F, 

empregando o limite de corte (índex médio = 1,3) fornecido pela análise da curva ROC. A 

placa de memória (Memory board) foi utilizada para determinar o estado da memória 

resultante para cada indivíduo, considerando o P&F (index médio dos 2 biomarcadores> 1,3) 

e PRNT (>2,9 log mUI / mL).  As estatísticas das colunas foram utilizadas para calcular a 

proporção de indivíduos que exibem status distinto da memória resultante, referida como 

“nenhum” ( ),top-2 P&F ( ), PRNT ( ) e ambos ( ). O status de memória resultante 

dentro de cada categoria, conforme determinado pelos dois biomarcadores P & F e PRNT, foi 

exibido em gráficos de pizza. As diferenças significativas em p<0,05 (teste Qui-quadrado) da 

memória resultante foram representadas pelas letras “a", “b", “c" e “d" quando comparados os 

grupos NV(day0), PV(day30-45), PV(year1-9) e PV(ano10-11) respectivamente. 
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5.5 Alterações nos títulos de anticorpos neutralizantes e biomarcadores 

relacionados com a memória fenotípica / funcional em momentos distintos após 

a vacinação primária antiamarílica 17DD 

 

Para determinar se as alterações nos títulos de PRNT bem como as 

características relacionadas com a memória de P & F observadas após a vacinação 

primária 17DD exibem um perfil continuamente decrescente, foi realizada a análise de 

correlação de Spearman. Os dados foram apresentados como um diagrama de 

dispersão de valores individuais (Figura 14).  

Os resultados demonstraram um padrão dependente do tempo de diminuição 

nos títulos de anticorpos neutralizantes (PRNT) bem como características fenotípicas 

/ funcionais, com índex mais baixos (YF-Ag / CC) aos 10 anos após a vacinação 

primária. Os índices de correlação também confirmaram que os dois principais 

biomarcadores (EMCD8 e IL-5CD4), dos 10 atributos pré-selecionados comuns nos 

grupos PV (dia 30-45) & PV (ano1-9), juntamente com PRNT, apresentaram maiores 

Índices de correlação (Figura 14 - fundo cinza). 
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Figura 14. Alterações nos títulos de anticorpos neutralizantes e biomarcadores 

relacionados com a memória fenotípica / funcional em momentos distintos após a 

vacinação primária antiamarílica 17DD. As análises de correlação foram realizadas para 

validar o declínio dependente do tempo nos títulos de anticorpos neutralizantes e 

características fenotípicas / funcionais relacionadas com a memória 17DD. Os dados foram 

expressos como distribuição de dispersão de valores individuais ao longo dos diferentes 

tempos pós vacinação primária 17DD (eixo x) por títulos de anticorpos neutralizantes (PRNT) 

bem como características fenotípicas e funcionais (Index YF-Ag / CC) (eixo y). O teste de 

correlação de Spearman foi aplicado para identificar perda significativa relacionada ao tempo 

de memória relacionada com biomarcadores. Os índices de correlação (p e r) e a faixa de 

confiança de 95% foram fornecidos na figura. Os atributos com índices de correlação mais 

altos (valores r) foram destacados com um fundo cinza. 
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5.6 Perfil de Expressão Gênica em momentos distintos após a vacinação 

primária antiamarílica 17DD em adultos 

 

Antes da avaliação do perfil de expressão gênica em adultos primovacinados 

em diferentes tempos pós vacinação, foi realizado um teste para determinação do 

melhor controle endógeno para os ensaios. Foram utilizados 4 genes constitutivos: 

BACT, GAPDH, HPRT1 e 18S. A análise da uniformidade de expressão do controle 

endógeno nas amostras foi realizada por comparação dos resultados de 

Quantificação Relativa (RQ) e a escolha foi feita pelo candidato com menor desvio 

padrão de RQ entre as amostras (Figura 15). 

Entre os candidatos, os genes BACT e GAPDH foram os que apresentaram 

menor desvio padrão entre os resultados das amostras testadas (Figura 15). Optou-

se por utilizar o gene BACT. 
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Figura 15: Determinação do controle endógeno. Os dados foram expressos pelos valores 

de Quantificação Relativa (eixo y) por gene constitutivo (eixo x). O desvio padrão foi 

representado pela barra horizontal em cada gene testado. 

Posteriormente, para determinação do perfil de expressão gênica em adultos 

primovacinados, os testes foram realizados em duplex (amostra+ ACTB+ Gene alvo) 

e os resultados foram representados pelos gráficos de barras e assinaturas (Figura 

16). Os resultados demonstraram que IFN e IL-10 foram os melhores biomarcadores 

como correlatos de proteção. A expressão gênica de IFN apresentou um aumento 

significativo nos indivíduos do grupo PV(day30-45) em relação ao indivíduos não 
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vacinados NV(day0), manteve-se elevado no grupo PV(year1-9) e diminuiu 

consideravelmente no grupo PV(year10-11) em relação aos grupos vacinados 

PV(day30-45) e PV(year1-9). Já a expressão de IL-10, apresentou-se com um perfil 

inverso, houve uma queda significativa desta citocina nos indivíduos do grupo 

PV(day30-45) em relação ao grupo NV(day0), manteve-se baixo no grupo PV(year1-

9) e aumentou significativamente no grupo PV(year10-11) em relação aos grupos 

PV(day30-45) e PV(year1-9) (Figura 16). Estes biomarcadores foram considerados 

como os mais promissores para determinação da memória pós primovacinação 

antiamarílica (gráficos de barras com fundo rosa). Outros biomarcadores foram 

considerados possíveis candidatos à correlatos de proteção e foram representados 

pelos gráficos de barras de fundo azul. Foram eles: CCL5, CXCL8, TNF e IL-12. 

O perfil panorâmico dos biomarcadores em cada grupo foi demonstrado por 

gráficos de assinatura (Figura 16). Estes gráficos representam a frequência de 

indivíduos com expressão gênica (Quantificação Relativa- RQ) superior à Mediana 

Global por biomarcadores relacionados à memória pós vacinação com 17DD (eixo X). 

A análise comparativa do perfil de biomarcadores entre os grupos PV(day30-45) aos 

grupos NV(day0), PV(year1-9) e PV(year10-11) foi realizada pela sobreposição das 

assinaturas ascendentes às barras geradas pelas frequências de cada grupo. E esta 

estratégia foi utilizada para selecionar os biomarcadores com mais de 50% de 

voluntários acima do índice de corte utilizado para análise comparativa entre os 

grupos. 

 Um conjunto de seis biomarcadores (IL-10, INF, CCL5, CXCL8, TNF e IL-12) 

foi predominante nas assinaturas de biomarcadores do grupo PV (dia 30-45) 

(destacados no eixo X em rosa e azul) (Figura 16). A análise comparativa entre os 

grupos revelou que NV(day0) apresentou uma deficiência de 4 biomarcadores 

relacionados com a memória dos 6 citados em PV (day30-45)  (CCL5, CXCL8, TNF e 

IL-12) e um nível de IL-10 superior. Além disso, observou-se que em PV(year1-9),  

manteve-se semelhante o perfil dos biomarcadores em destaque no PV(day30-45), 

com exceção do CXCL8 que diminuiu. Por outro lado, observou-se que em 

PV(year10-11) houve perda de alguns biomarcadores, em destaque IFN, e um 

aumento significativo de IL-10quando comparados ao grupo de referência (Figura 

16).Esses 2 biomarcadores (IFN e IL-10) foram considerados os “Top-Two” como 

Correlatos de Proteção.
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Figura 16. Perfil de Expressão Genética em Momentos Distintos após a vacinação 

primária antiamarílica 17DD em adultos 

O perfil de expressão gênica foi representado pelos gráficos de barras e assinaturas. Os 

grupos de estudo foram representados pelas cores NV(day0) ( ), PV(day30-45) ( ), 

PV(year1-9) ( )e PV(year10-11) ( ). Os biomarcadores considerados possíveis candidatos 

à correlatos de proteção foram representados pelos gráficos de barras de fundo azul e os 

biomarcadores considerados os correlatos de proteção mais promissores foram 

representados pelos gráficos de barras de fundo rosa. As diferenças significativas (p < 0,05) 

entre o grupo NV(day0) e PV(day30-45) e demais grupos de estudo estão representados pelo 

asterisco (*) e linhas conectoras respectivamente. O perfil panorâmico dos biomarcadores em 

cada grupo está demonstrado por gráficos de assinatura. Estes gráficos representam a 

frequência de indivíduos com expressão gênica (Relative Quantification- RQ) superior à 

Mediana Global (eixo Y) por biomarcadores relacionados à memória pós vacinação com 

17DD (eixo X). A análise comparativa do perfil de biomarcadores entre os grupos PV(day30-

45) aos grupos NV(day0), PV(year1-9) e PV(year10-11) foi realizada pela sobreposição das 

assinaturas ascendentes às barras geradas pelas frequências de cada grupo. A linha 

pontilhada destaca o percentil 50 da frequência de voluntários. Os biomarcadores acima do 

percentil 50, no grupo referência PV(day30-45), foram coloridos em destaque no eixo X de 

cada gráfico. Em azul estão representados os possíveis correlatos de proteção e em rosa os 

melhores (Top-Two) correlatos de proteção.  
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5.7 Conjunto de biomarcadores de expressão gênica relevantes para monitorar 

a memória após a vacinação primária 17DD 

 

A fim de melhorar a seleção de biomarcadores relevantes que monitorem a 

memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica, foi realizada a análise 

do diagrama de Venn posterior aos gráficos de radar (Figura 17).  Os gráficos de 

radar representam a frequência de indivíduos com expressão gênica (RQ) superior à 

mediana global para avaliar a resposta imunológica antes e em diferentes momentos 

após a vacinação primária.  No grupo referência, PV(day30-45), 5 biomarcadores 

apresentaram-se  acima do percentil 50 (INF, CCL5, CXCL8, TNF e IL-12) e em 

PV(year1-9) 7 biomarcadores (INF, CCL5, IL-6, TNF,IL-12 e IL-5). Nos grupos 

NV(day0) e PV(year10-11) houve uma diminuição da área do gráfico radar quando 

comparados aos grupos PV(day30-45) e PV(year1-9), demonstrando uma queda, 

com exceção de IL-10, de biomarcadores relevantes para o monitoramento da 

memória após a vacinação 17DD (Figura 17). 

O Diagrama de Venn foi utilizado como uma abordagem complementar para 

definir, entre os 11biomarcadoresde expressão gênica relacionados à memória, 

aqueles presentes simultaneamente (Interseção entre os grupos) e aqueles 

biomarcadores únicos para um determinado grupo clínico. Os resultados 

demonstraram que INF, CCL5 e TNF eram comuns entre os grupos PV(day30-45) e 

PV(year1-9); CXCL8 entre NV(day0) e PV(day30-45) ;IL-12 estava presente nos três 

grupos de indivíduos vacinados e IL-10 presente em NV(day0) e PV(year10-11) 

(Figura 17). 

Os resultados demonstraram, através dos gráficos de dispersão e curva ROC, 

que o IFN, CCL5 e IL-10apresentaram os melhores desempenhos para segregar os 

indivíduos “não protegidos” NV(day0) & PV(year10-11) dos “protegidos” PV(year30-

45) & PV(year1-9). 
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Figura 17.Conjunto de biomarcadores de expressão genética relevantes para monitorar 

a memória após a vacinação primária 17DD. 

Os gráficos de radar representam a frequência de indivíduos com expressão gênica 

(Quantificação Relativa- RQ) superior à mediana global para avaliar a resposta imunológica 

antes e em diferentes momentos após a vacinação primária.  O círculo interno representa 

percentil 50  para cada parâmetro (citocinas e quimiocinas), que foi tomado como limite para 

definir frequências pertinentes de indivíduos com níveis mais elevados de um determinado 

biomarcador (*). O diagrama de Venn assimétrico foi construído para selecionar os 

biomarcadores presentes simultaneamente (Interseção entre os grupos) e aqueles 

biomarcadores únicos para um determinado grupo clínico, sendo NV(day0) = azul, PV(day30-

45) =vermelho, PV(year1-9) = amarelo e PV(year10-11) =verde. Os gráficos de dispersão 

foram construídos para demonstrar a sensibilidade e a especificidade dos 5 biomarcadores 

de expressão gênica comuns entre os grupos PV(day30-45), PV(year1-9) e NV(day0) e 1 

biomarcador comum entre NV(day0) e PV(year10-11), empregando limites de cortes (RQ 

médio) individuais. As curva ROC demonstraram a acurácia de cada um dos 6 biomarcadores 

através da área sob a curva (AUC).  
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5.8 Análise exploratória de alta dimensão de biomarcadores relevantes para 

monitorar a memória após a vacinação primária 17DD 

 

 A fim de identificar possíveis correlações entre os biomarcadores de 

expressão gênica (Atributos Fonte), com os biomarcadores de memória fenotípica, 

memória funcional e também expressão gênica (Atributos Destino), foi construída 

uma rede de biomarcadores, utilizando o programa Cytoscape 3.4.0 (Figura 18).Para 

identificar quais são os biomarcadores contidos nesta rede, foi feito um diagrama 

demonstrando as assinaturas ascendentes de cada grupo de estudo tanto para os 

atributos fonte como para os atributos destino. 

No diagrama, as cores mais claras representaram os indivíduos com 

frequência de expressão gênica (Quantificação Relativa- RQ) ou índex (YF-Ag/CC) 

inferior à mediana global (Baixo Produtores) e as cores mais escuras, os indivíduos 

com frequência superior à Mediana Global (Alto Produtores). Na rede, as linhas mais 

largas representaram os indivíduos Alto Produtores e as linhas finas os Baixo 

produtores.Os Atributos Fonte (biomarcadores de expressão gênica) de cada grupo 

de estudo foram traçadas na metade esquerda da Rede, enquanto os Atributos 

destino de expressão gênica, memória fenotípica e funcional foram plotadas na 

metade direita da rede (Figura 18) 

 De acordo com os resultados, os indivíduos Alto produtores (atributos 

fonte)dos grupos PV(day30-35) e PV (year1-9) se correlacionam com maior 

intensidade com os atributos destino em relação aos grupos NV(day0) e PV(year10-

11). Porém essas correlações são detectadas também inespecificamente ao longo de 

toda a rede, ou seja, é possível observar correlações entre os atributos fonte, 

independente do grupo de estudo, com vários atributos destino (atributos de memória 

fenotípica, funcional e de expressão gênica).  Diante disso, considera-se que os 

biomarcadores de expressão gênica são complementares e não substitutivos aos 

biomarcadores fenotípicos e funcionais para determinação da memória após a 

vacinação primária antiamarílica. 
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Figura 18. Análise exploratória de alta dimensão de biomarcadores relevantes para 

monitorar a memória após a vacinação primária 17DD 

Assinatura ascendente de cada biomarcador foi demonstrada pelos diagramas, no qual cada  

grupo de estudo foi representado pelas respectivas cores NV(day0) = azul, PV(day30-45) 

=vermelho, PV(year1-9) = amarelo e PV(year10-11) =verde. O diagrama foi divido em duas 

partes, a primeira relacionada com os “atributos fonte” (expressão gênica) e a segunda com 

os “atributos destino”(expressão gênica, memória fenotípica e memória funcional). As cores 

mais claras representam os indivíduos com frequência de expressão gênica (Relative 

Quantification- RQ) ou índex (YF-Ag/ CC) inferior à Mediana Global e as cores mais escuras, 

superior à Mediana Global.  A rede de biomarcadores representa a correlação entre os 

“atributos fonte” e os “atributos destino”. Os “atributos fonte” de cada grupo de estudo foram 

traçadas na metade esquerda, enquanto os “atributos destino” de expressão gênica, memória 

fenotípica e funcional foram plotadas na metade direita da rede. As linhas conectoras mais 

finas representam os indivíduos com frequência de expressão gênica (Relative Quantification- 

RQ) inferior à Mediana Global e as linhas mais largas, superior à Mediana Global. 
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5.9 Melhores atributos selecionados através da expressão gênica e PRNT para 

monitoramento da memória imunológica após a vacinação primária 

antiamarílica 17DD 

 

Para selecionar os principais biomarcadores, dentre os 11 relacionados à 

memória imunológica pós primo-vacinação, foi utilizada primeiramente a análise de 

Árvore de Decisão. Esta abordagem é capaz de selecionar os atributos de raiz de 

expressão gênica que apresentam o melhor desempenho (Figura 19). 

A análise de dados demonstrou que IFN e IL-10 foram os dois melhores 

atributos de expressão gênica capazes de segregar os grupos PV(day30-45) & 

PV(year1- 9) de NV(day0) & PV(year10-11). Utilizando o ponto de corte do index =4,5 

para IFN e 0,5 para IL-10 obtivemos uma sensibilidade de 70% e 57% [PV (dia 30-45) 

& PV (ano1-9)] e especificidade de 60% e 60%, respectivamente. Além disso, para 

melhorar as características operacionais desses atributos raiz, foi realizada uma 

análise combinada de IFN & IL-10 utilizando também a análise de Árvore de Decisão 

e gráfico de dispersão. Os dados demonstraram que a análise combinada de IFN& IL-

10, como biomarcadores de expressão gênica principais para monitorar a memória 

imunológica pós vacinação antiamarílica, apresentou desempenho melhorado(Sen = 

65%, Esp= 78%) quando comparado à utilização individual de um único atributo (IFN  

ou IL-10) (Figura 19–Árvore de Decisão e Scatter). 

Os valores globais do índice médio para IFN& IL-10 foram ainda utilizados para 

calcular o estado da memória resultante juntamente com os títulos PRNT de cada 

voluntário. Uma placa de memória (“Memory Board”) foi construída utilizando os 

dados categóricos de IFN & IL-10 (média geral>4,5&≤0,5) e PRNT (> 2,9mUI / mL) 

para cada voluntário e calculado o estado da memória resultante (Figura 19 - 

diagrama sombreado de cinza). Os resultados demonstraram que enquanto o grupo 

NV(day0) apresentou maior proporção (78%) de indivíduos sem atributos de memória 

(Nenhum), o grupo PV (day30-45) mostrou predominância (58%) de voluntários com 

ambos atributos de memória. No PV(year1-9) houve uma prevalência persistente de 

voluntários com ambos atributos de memória (63%). Por outro lado, no PV (year10-

11) observou-se uma diminuição notável na proporção de voluntários com ambos os 

atributos de memória (14%). Apesar de 57% dos indivíduos ainda apresentarem a 

memória PRNT após 10-11 anos da vacinação primária 17DD, é importante salientar 
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que mais de 22% destes vacinados não possuem os dois atributos de memória 

(biomarcadores de expressão gênica e PRNT). Quando juntamos os grupos 

NV(day0)& PV(year10-11) (Grupo Não Protegido) e PV(day30-45)&PV(year1-9) 

(Grupo Protegido), apenas 8% do Grupo Não Protegido apresentava os dois atributos 

de memória simultâneos, enquanto que no Grupo Protegido 63% possuíam ambos 

(Figura 19 –gráfico de pizza). 
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Melhores Atributos Selecionados Através da Expressão Gênica e PRNT para Monitoramento da Memória Imunológica Após a Primo 

Vacinação Antiamarílica 17DD

Árvore de decisão- Seleção de Biomarcadores de Expressão Gênica Memória Resultante– IFN & IL-10 e PRNT
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Figura 19: Melhores atributos selecionados através da expressão gênica e PRNT para 

monitoramento da memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica 17DD 

As Árvores de decisão representam a categorização dos grupos de estudo “não protegidos” 

[NV(day0 & PV(year10-11)] e “protegidos” [PV(day30-45 & PV(year10-11)] utilizando como 

atributo raiz os 2 melhores correlatos de proteção (IFN e IL-10) individualmente e associados.  

O atributo Raiz foi representado pela elipse. Os pontos de corte, ramos, foram representados 

pelas linhas conectoras e as folhas, correspondentes aos grupos classificados foram 

representados pelos retângulos brancos ou pretos. 

O gráfico de dispersão foi construído para demonstrar a distribuição dos indivíduos (círculos 

coloridos) quando utilizado os biomarcadores INF & IL-10 simultaneamente como correlatos 

de proteção, com ponto corte >4,5 & ≤ 0,5 (retângulo cinza). A placa de memória (Memory 

board) foi utilizada para determinar o estado da memória resultante para cada indivíduo, 

considerando o PRNT (>2,9 logmUI / mL) e IFN & IL-10 (RQ médio dos 2 biomarcadores>4,5 

& ≤ 0,5).  As estatísticas das colunas foram utilizadas para calcular a proporção de indivíduos 

que exibem status distinto da memória resultante, referida como “nenhum” ( ), PRNT ( ), 

IFN &IL-10( ) e ambos ( ). O status de memória resultante dentro de cada categoria, 

conforme determinado pelos dois biomarcadores PRNT e IFN &IL-10, foi exibido em gráficos 

de pizza. As diferenças significativas em p<0,05 (teste Qui-quadrado) da memória resultante 

foram representadas pelas letras “a", “b", “c", “d", “e" e “f",quando comparados os grupos 

NV(day0), PV(day30-45), PV(year1-9), PV(ano10-11), NV(day0) & PV(year10-11) e 

PV(day30-45) & PV(year1-9)  respectivamente. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Durante anos, a orientação convencional da OMS estipulava que a vacinação 

contra Febre Amarela induzia uma imunidade protetora que se iniciava rapidamente 

após a administração da vacina e requeria um reforço a cada 10 anos. Recentemente, 

esta recomendação foi contestada, uma vez que o SAGE (Strategic Advisory Group of 

Experts) revisou a recomendação sobre esta imunização e concluiu que uma dose 

única de vacina antiamarílica seria suficiente para conferir uma imunidade vitalícia 

(14). Foi proposto que o "reforço" a cada 10 anos após a vacinação primária não seria 

necessário, sugerindo que a duração da imunidade após a primovacinação poderia 

durar vários anos em mais de 80% dos indivíduos vacinados (46-53). No entanto, a 

Autoridade Sanitária brasileira, o Ministério da Saúde, ainda mantém a recomendação 

original de uma dose reforço após 10 anos da primovacinação (54). 

A alteração proposta no protocolo de vacinação contra a FA suscitou um debate 

mundial, uma vez que as evidências clínicas em que este conselho se baseou foram 

limitadas. Vários relatos usados para apoiar a nova recomendação foram conduzidos 

em coortes de áreas não-endêmicas ou regiões sem cobertura de vacinação contra 

FA, e a maioria deles incluiu um pequeno número de indivíduos (55-58). 

Considerações especiais para as populações selecionadas deveriam ter sido 

consideradas, uma vez que entre os estudos que abordaram a duração da imunidade 

por mais de 10 anos após a vacinação contra Febre Amarela e que foram realizados 

com residentes de áreas com cobertura de vacinação, demonstraram uma diminuição 

crítica dos anticorpos neutralizantes antiamarílicos em mais de 25% dos indivíduos 

vacinados (49,50,52). 

Entre os múltiplos fatores que podem afetar a resposta imunológica 

desencadeada pela vacina antiamarílica, o background genético (59) e as diferenças 

ambientais (60) têm sido considerados características relevantes. O estudo histórico 

mais representativo foi desenvolvido por Poland e colaboradores (1981) (47) e relatou 

a persistência de anticorpos neutralizantes em 78,4% dos vacinados, mais de 30 anos 

após a vacinação primária. No entanto, este estudo foi realizado em veteranos da 

Segunda Guerra Mundial, que viviam no Texas, EUA. É importante mencionar que 

esses sujeitos, residentes de área não endêmica para Febre Amarela e sem cobertura 
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vacinal, não teriam experimentado os supostos eventos de exaustão imunológica que 

poderiam contribuir para a diminuição da memória como relatado anteriormente (60). 

Por outro lado, um outro estudo mostrou níveis mais baixos de resposta de 

anticorpos neutralizantes após a vacinação contra FA em adultos saudáveis de 

ascendência africana ou hispânicos quando comparados com descendência europeia 

mista, sem diferenças relacionadas à idade nas respostas da vacina. Constantemente, 

a menor persistência da memória humoral e celular foi encontrada em indivíduos 

africanos após a vacinação antiamarílica (60). Estes estudos objetivaram o impacto da 

revacinação na imunidade celular em indivíduos vivendo em áreas endêmicas para 

Febre Amarela. Foi demonstrado que o microambiente imune afeta a resposta 

quantitativa e qualitativa à vacina antiamarílica. Os indivíduos que vivem em áreas 

endêmicas para Febre Amarela e contam com cobertura vacinal apresentaram uma 

redução da magnitude das respostas celulares e humorais à vacina, conforme 

determinado pelos títulos de PRNT e pela resposta de células T CD8+ específicas (60). 

No entanto, uma visão integrada dos correlatos de proteção que fornecem ferramentas 

práticas para monitoramento laboratorial no decorrer de uma linha do tempo da 

resposta imune induzida pela vacina antiamarílica ainda são limitados. 

Em nosso estudo, realizamos uma investigação transversal incluindo voluntários 

residentes em áreas endêmicas para Febre Amarela categorizados de acordo com o 

tempo pós vacinação contra FA (17DD) que consistiu de grupos de indivíduos não 

vacinados e grupos de indivíduos primovacinados em diferentes tempos pós 

vacinação. A caracterização da memória específica contra FA ao longo do tempo pós 

vacinação primária em uma população que vive em áreas endêmicas ou regiões com 

cobertura de vacinação contra FA proporciona uma visão mais robusta para subsidiar 

a revisão da recomendação para a necessidade de uma dose de reforço após 10 anos 

da vacinação primária antiamarílica (17DD). Com isso, aplicamos técnicas 

aperfeiçoadas para determinação dos biomarcadores mais adequados para realizar 

uma análise qualitativa e quantitativa da duração da imunidade celular e humoral após 

a vacinação contra Febre Amarela. 

Nossos resultados demonstraram que a memória efetora de células T CD4+ e 

CD8+, células B de memória clássica, bem como os títulos de PRNT diminuem no 

grupo de pacientes - PV(year10-11), indicando uma fragilidade das respostas de 

memória depois de 10 anos da vacinação primária antiamarílica (dados publicados - 
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84).  Os resultados da coorte africana citados anteriormente estão de acordo com os 

nossos resultados, indicando que os subconjuntos de células T e B de memória 

específicos podem ser alterados na presença de um meio imunitário distinto como 

evidenciado por títulos de anticorpos neutralizantes baixos após 6 anos de vacinação e 

níveis indetectáveis depois de períodos de tempo mais longos (38,60). 

Durante a imunização, bem como na infecção, um repertório específico de 

células T de memória (antígeno específico), permanece relativamente constante e é 

mantido por proliferação homeostática impulsionada por citocinas pró-inflamatórias 

bem como modulada por citocinas reguladoras (61). Essa afirmação corrobora com 

nossos achados, onde Campi-Azevedo e colaboradores (2016) demonstraram uma 

diminuição dos níveis de TNF- e IFN- produzidas por células TCD4+ e TCD8+, 

juntamente com aumento dos níveis de células TCD4+IL-10+ ao longo do tempo pós 

vacinação contra FA (84). Esta coleção de células T de memória genuínas transmitem 

proteção por toda a vida contra esse patógeno em particular, ou pelo menos para as 

fases graves de uma segunda infecção. 

Existem fortes evidências de que a exposição repetida ao antígeno melhora a 

geração e é condição sine qua non para induzir imunidade protetora artificial e 

respostas de células T de memória de longa duração (63-68). Contudo, ainda não está 

claro por que as vacinas às vezes falham na indução deste repertório robusto e 

altamente específico de respostas de células de memória em uma exposição singular 

ao antígeno da vacina. Por isso, pode ser necessária uma nova vacinação com uma 

dose de reforço para uma exposição adicional ao antígeno para obter respostas de 

células T de memória protetoras para coortes específicos de indivíduos (37,41,48,66-

69,70). A fragilidade na recuperação da memória central e da memória efetora de 

células T CD4+ e CD8+, bem como anticorpos de neutralização, pode indicar que é 

necessária uma dose de reforço após a vacinação primária com 17DD para induzir 

respostas de células T de memória específica de longa duração(38). 

No nosso estudo, demonstramos que a geração de uma proteção de longa 

duração baseia-se na indução de resposta específica e robusta de células de memória 

T CD4 reguladora e CD8 efetora (dados publicados - 84). As proporções relativas da 

memória central e da memória efetora no sangue diferem entre as células T CD4+ e 

CD8+, sendo a memória central predominante em CD4+ enquanto a memória efetora 

em CD8+ (62,69). As células T CD4+ são essenciais para os eventos imunológicos que 
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levam à montagem e secreção de anticorpo. Por outro lado, células T CD8+  

reguladoras são críticas para a ativação e proliferação de células do sistema 

imunológico, bem como a manutenção da secreção de anticorpos pelas células B 

(37,48,70,71). O estabelecimento de uma resposta ótima de células T CD4+  de 

memória é extremamente importante e depende de estímulos de citocinas para manter 

os títulos de anticorpos neutralizantes elevados(37,48,70,71). 

Nossos resultados demonstraram também, através da análise comparativa, que 

a vacinação primária desencadeia nos pacientes do grupo PV(day30-45) um aumento 

de vários biomarcadores relacionados com a memória fenotípica e funcional quando  

comparados aos indivíduos não vacinados NV(day 0). Este conjunto de biomarcadores 

incluiu sete biomarcadores fenotípicos (eEfCD8, eEfCD4, EMCD4, CMCD19, EMCD8, 

NCD19 e nCMCD19) e  oito biomarcadores relacionados com a memória funcional 

(IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD19, TNFCD4, IFNCD8, TNFCD8, IL-5CD19 e IL-5CD4). 

Nossos achados corroboram com dados anteriores de estudos longitudinais que 

relatam um aumento de células T CD8 + de memória 30 dias após a vacinação contra 

FA (72). De acordo com Akondy e colaboradores (2009), há uma expansão de células 

TCD8+ de memória caracterizadas pela falta de CCR7, perda de Ki-67 e re-expressão 

de Bcl-2 (72). Foi proposto que a diferenciação de memória é um processo gradual e 

contínuo, resultando em mudanças sutis no pool de memória que podem não ser 

óbvias durante um curto período de tempo (72). A expressão uniforme de CD27 foi 

observada nos estádios de memória precoce (3 meses) e tardio (2 anos) com um 

aumento sutil ao longo do tempo em relação à expressão de CCR7 e CD127, dois 

marcadores associados com memória imune de alta qualidade (72). Blom e 

colaboradores (2013) também relataram a rápida expansão das células T 

CD8+efetoras após a vacinação primária com a vacina contra FA (dia 15 após 

vacinação), com o fenótipo mais prevalente positivo para PD-1 e negativo para CCR7 

e CD45RA. No estágio de memória no dia 90, este fenótipo PD-1+ CD45RA- tinha 

mudado para uma perda de PD-1 e re-expressão de CD45RA (73). Além disso, estes 

autores demonstraram que entre as células T CD8+ polifuncionais, caracterizadas por 

pelo menos dois fenótipos, a positividade para IFN- foi uma observação evidente nos 

dias 10, 15 e 90 (73). O aumento de IFN- em conjunto com a IL-5 produzida pelas 

células T CD4 + e CD8 + já foi relatado no dia 30 após a vacinação primária com a 

vacina antiamarílica (74). 
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No nosso estudo, a maioria dos biomarcadores identificados no dia 30-45 

permaneceu consistentemente presente no grupo de indivíduos 1-9 anos após a 

vacinação primária com 17DD, mas com uma clara perda de magnitude de todos os 

biomarcadores relacionados com a memória em comparação com o grupo de 

referência PV(day30-45). A diminuição dos biomarcadores relacionados à memória 

imune pós vacinação observada no grupo de indivíduos PV(year10-11) não foi 

influenciada pela idade na vacinação primária. Estes resultados corroboram com 

estudos anteriores que demonstraram que a idade não afeta o índice de 

soroneutralização detectado no dia 30 após vacinação primária contra FA, ao 

comparar indivíduos com idade inferior a 40 anos e aqueles com 40 anos de idade ou 

mais (59). 

Estudos que abordam o declínio ao longo do tempo da resposta imunológica 

provocada pelas vacinas contra FA demonstraram previamente que os anticorpos 

neutralizantes, assim como a resposta de células T específicas para FA, exibem uma 

diminuição dependente do tempo após a vacinação primária (38,46,47). 

Por consenso, a presença de altos títulos de PRNT é considerada o "padrão-

ouro" para monitorar a proteção desencadeada pela vacinação antiamarílica (75). 

Nesse sentido, também está bem documentado que a revacinação pode aumentar 

efetivamente os títulos de PRNT quando a sorologia pré-booster é baixa ou negativa 

(76,77). No entanto, alguns estudos propuseram que os títulos de PRNT encontrados 

em indivíduos revacinadas não diferem daqueles observados em vacinados 

primariamente (48,52). Porém, nossos resultados demonstraram que há uma 

diminuição dos títulos de PRNT juntamente à queda de células T CD8+ efetoras após 

10 anos da primeira vacinação, sugerindo que uma dose de reforço da vacina 17DD é 

necessária após a vacinação primária (dados publicados-84). Foi relatado 

anteriormente que a persistência reduzida de células T e B de memória observadas 

em voluntários pré-imunizados podem ser reforçadas por revacinação, sugerindo que, 

regimes revacinação podem ser necessários para manter a proteção em áreas sob 

risco de transmissão de FA (60). 

Os dados gerados neste trabalho nos deram sustentação para expandirmos a 

gama de biomarcadores fenotípicos e relacionados à memória funcional além dos 

ensaios PRNT. Com esse objetivo, trabalhamos para identificar biomarcadores 

complementares para monitorar a duração da memória frente a vacinação 17DD. A 
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análise de conjuntos de intersecção entre os grupos de estudo apontou 10 

biomarcadores como possíveis correlatos de proteção comumente presentes em mais 

de 50% dos voluntários nos grupos PV(day 30-45) e PV (year1-9), incluindo eEfCD4, 

EMCD4, CMCD19 , EMCD8, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4, IFNCD8, TNFCD8 e IL-

5CD4. Destes 10 biomarcadores comuns, EMCD8 e IL-5CD4 foram eleitos como os 

dois biomarcadores mais promissores a serem empregados (Top-Two), juntamente 

com os títulos de PRNT, para monitorar a duração da imunidade celular e humoral 

após a vacinação contra FA. Utilizando este conjunto selecionado de biomarcadores 

para definir a memória resultante, nossa descoberta demonstrou diminuição notável da 

memória resultante, juntamente com a falta total de atributos relacionados à memória 

encontrados em 22% dos voluntários no grupo PV(year10-11). 

A expressão gênica de IFN mostrou-se aumentada significativamente nos 

indivíduos vacinados em relação aos indivíduos não vacinados NV(day0) e diminuiu 

consideravelmente no grupo PV(year10-11). Os IFNs do Tipo I, aumentam a 

expressão de proteínas com atividade antiviral direta, tais como ISG20 e OAS1, 2 e 3, 

que conduzem à degradação do RNA viral e inibem a replicação viral (78). Já a 

expressão de IL-10, apresentou-se com um perfil inverso, houve uma queda 

significativa da expressão desta citocina nos indivíduos dos grupos PV(day30-45) e 

PV(year1-9) em relação ao grupo NV(day0) e aumentou significativamente no grupo 

PV(year10-11). Como o efeito principal da IL-10 é inibir a síntese de outras citocinas, 

como o IFN- , IL-2, IL-12, TNF-β e ainda a proliferação de células do tipo 1, diminuindo 

ainda a função citolítica e secretora de citocinas por estas células (79), esse resultado 

se torna extremamente relevante. Outros biomarcadores também apareceram como 

possíveis candidatos à correlatos de proteção, são eles: CCL5, quimiotático para 

células T, eosinófilos  e basófilos, e desempenha um papel ativo no recrutamento de 

leucócitos para locais inflamatórios (80); CXCL8, que é um mediador chave associado 

a inflamação, onde desempenha um papel fundamental no recrutamento e 

degranulação de neutrófilos quimiotaxia em células-alvo e indução de fagocitose (81);  

TNF, citocina pró-inflamatória, que participa sistemicamente nos processos 

inflamatórios (82); e IL-12, que estimula a produção de INF-  e potencializa as funções 

citotóxicas dos LT (83).  

Porém estes biomarcadores não apresentaram um desempenho tão satisfatório 

quanto IFN e IL-10. Em suma, a análise combinada da expressão gênica de IFN e IL-
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10, juntamente com os títulos de PRNT, apresentaram-se como melhor desempenho 

para monitorar a memória imunológica pós vacinação antiamarílica. E além disso, 

quando estes biomarcadores foram utilizados para definir a memória resultante, eles 

demonstram uma diminuição importante dessa memória nos voluntários do grupo 

PV(year10-11). 

A fim de identificar possíveis correlações entre os biomarcadores de expressão 

gênica, com biomarcadores de memória fenotípica e memória funcional, foi construída 

uma rede de correlações de biomarcadores, e nossos resultados demonstraram que 

os biomarcadores de expressão gênica dos grupos PV(day30-35) e PV (year1-9) se 

correlacionam com maior intensidade com os atributos de memória fenotípica e 

memória funcional em relação aos grupos NV(day0) e PV(year10-11). Porém como 

essas correlações foram detectadas inespecificamente ao longo de toda a rede 

(correlações entre os atributos fonte, independente do grupo de estudo, com vários 

atributos destino), consideramos que os biomarcadores de expressão gênica foram 

complementares e não substitutivos aos biomarcadores fenotípicos e funcionais para 

determinação da memória após a vacinação primária antiamarílica. 

Diante disso, nossos achados demonstraram que a análise simultânea da 

imunidade celular e humoral específica contra FA utilizando os biomarcadores 

selecionados (EMCD8, IL-5CD4 -análises fenotípicas e funcionais- e PRNT) e (IFN, IL-

10 -análise de expressão gênica- e PRNT) é uma ferramenta útil para monitorar as 

respostas da vacina antiamarílica e a persistência da memória em populações 

distintas.Portanto, nossos resultados contribuem para a manutenção das diretrizes 

nacionais de políticas de imunização atuais que recomendam uma dose de reforço, 10 

anos após a vacinação primária de adultos.  
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7 EVIDÊNCIAS E CONCLUSÃO 

 

Este estudo foi delineado com o propósito de gerar informações relativas a 

memória vacinal que possam subsidiar decisões sobre a revisão do calendário vacinal 

antiamarílico no Brasil. Trata-se de um estudo descritivo com objetivo de avaliar a 

duração da imunidade pós-vacinação contra Febre Amarela 17DD em adultos, por 

meio da avaliação de marcadores da resposta imune humoral (anticorpos 

neutralizantes), da resposta imune celular (aspectos fenotípicos/funcionais de células 

T e B de memória) e análise da expressão gênica de biomarcadores em voluntários 

primovacinados.  

Através dos resultados obtidos, foi possível estimar e comparar a proporção de 

soropositividade e a média de reatividade dos títulos séricos de anticorpos 

neutralizantes contra Febre Amarela em soros de adultos primovacinados, em 

diferentes tempos de vacinação, e os dados demonstraram que ao longo do tempo 

pós-vacinação antiamarílica há uma diminuição significativa dos títulos de PRNT. A 

correlação negativa encontrada entre os títulos de PRNT e os grupos de indivíduos 

após a vacinação reforçam a redução progressiva da memória imunológica humoral ao 

longo do tempo da vacinação (dados publicados-84). 

 De acordo com perfil fenotípico/funcional de linfócitos T e B em leucócitos do 

sangue periférico de adultos primovacinados, observou-se que os fenótipos de 

memória específicos (células T efetoras e células B clássicas) aumentaram 

significativamente 30-45 dias após a vacinação, e além disso, estes fenótipos 

tenderam a diminuir no grupo de indivíduos PV(year10-11). Houve também uma 

diminuiçao dos níveis de  TNF-   IFN- , citocinas pró-inflamatórias, produzidos por 

células TCD4+ e TCD8+ durante a linha de tempo pós vacinal (dados publicados-84). 

 Através da análise comparativa da assinatura ascendente de biomarcadores de 

memória, foram identificados no grupo denominado referência PV(day30-45) 7 

biomarcadores fenotípicos classificados como relevantes: eEf CD8, eEf CD4, EM CD4, 

CM CD19, EM CD8, N CD19 e nCM CD19 e 8 biomarcadores funcionais: IFN CD4, IL-

5 CD8, TNF CD19, TNF CD4, IFN CD8, TNF CD8, IL-5 CD19 e IL-5 CD4. Esses 

biomarcadores mantiveram-se, em sua maioria, aumentados em PV(year1-9). 

Entretanto, no grupo de indivíduos com 10 a 11 anos após a primovacinação 

PV(year10-11), observou-se um retorno dos níveis basais destas células de memória. 
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 Com o intuito de selecionar os melhores biomarcadores fenotípicos /funcionais 

dentre os mais relevantes, utilizados para monitorar a memória imunológica após a 

vacinação primária antiamarílica (17DD), foram utilizados ferramentas de biologia de 

sistemas. A análise de dados demonstrou que EMCD8 e IL-5CD4 foram os dois 

melhores atributos fenotípicos e funcionais capazes de segregar os grupos PV(day30-

45) & PV(year1- 9) de NV(day0) & PV(year10-11). Além disso, a análise combinada de 

EMCD8 e IL-5CD4, para monitorar a memória imunológica pós vacinação 

antiamarílica, apresentou desempenho aumentado quando comparado à utilização 

individual de um único atributo (EMCD8 ou IL-5CD4). 

Já o perfil de expressão gênica (citocinas e quimiocinas) induzidos in vitro pelo 

antígeno amarílico vacinal 17DD em cultura de células mononucleares de adultos, 

demostrou que expressão  de IFN estava aumentada significativamente nos indivíduos 

vacinados em relação ao indivíduos não vacinados NV(day0) e diminuiu 

consideravelmente no grupo PV(year10-11).  No entanto, a expressão de IL-10, 

apresentou-se com um perfil inverso, demonstrando uma queda significativa da 

expressão desta citocina nos indivíduos dos grupos PV(day30-45) e PV(year1-9) em 

relação ao grupo NV(day0) e um aumento considerável no grupo PV(year10-11). 

 A análise combinada de IFN e IL-10, como biomarcadores de expressão 

gênica, apresentaram o melhor desempenho para monitorar a memória imunológica 

pós vacinação antiamarílica quando comparados a utilização individualmente destes 

marcadores. Este conjunto selecionado de biomarcadores foi utilizado para definir a 

memória resultante e demonstrou que há uma diminuição importante da memória 

imunológica nos voluntários do grupo PV(year10-11). 

Sumarizando, nossos achados demonstraram que a análise simultânea da 

imunidade celular e humoral específica contra FA utilizando os biomarcadores 

selecionados fenotípicos, funcionais e humorais (EMCD8, IL-5CD4 e PRNT) 

complementares à biomarcadores de expressão gênica (IFN e IL-10) é uma ferramenta 

útil para monitorar as respostas da vacina antiamarílica e a persistência da memória 

em populações distintas.  

O conjunto dos nossos resultados contribuem para a manutenção das diretrizes 

de políticas de imunização atuais do Programa Nacional de Imunização do Ministério 

da Saúde do Brasil, que indica a necessidade da dose de reforço 10 anos após a 

vacinação primária com a vacina 17DD.
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Anexo 2- Artigo Científico Publicado 

 

O artigo científico apresentado a seguir corresponde aos objetivos específicos 1 e 2:  

 

1. Estimar e comparar a proporção de soropositividade e a média de reatividade dos 

títulos séricos de anticorpos neutralizantes contra Febre Amarela em soros de adultos 

primovacinados, em diferentes tempos de vacinação; 

2. Avaliar o perfil fenotípico/funcional de linfócitos T e B de memória, induzido in vitro 

pelo antígeno amarílico vacinal 17DD em cultura de células mononucleares do sangue 

periférico de adultos primovacinados, em diferentes tempos de vacinação. 

Título: Booster dose after 10 years is recommended following 17DD-YF primary 

vaccination 

Autores: Ana Carolina Campi-Azevedo*, Christiane Costa-Pereira*, Lis R. Antonelli, Cristina 
T. Fonseca, Andréa Teixeira-Carvalho, Gabriela Villela-Rezende, Raiany A. Santos, Maurício 
A. 
Batista, Fernanda M. Campos, Luiza Pacheco-Porto, Otoni A. Melo Júnior, Débora M. S. H. 
Hossell, Jordana G. Coelho-dos-Reis, Vanessa Peruhype-Magalhães, Matheus F. Costa-
Silva,Jaquelline G. de Oliveira, Roberto H. Farias, Tatiana N. Noronha, Jandira A. Lemos, 
Vanessa dos R. von Doellinger, Marisol Simões, Mirian M. de Souza, Luiz C. Malaquias, 
Harold R. Persi, Jorge M. Pereira, José A. Martins, Marcos Dornelas-Ribeiro, Aline de A. 
Vinhas,Tatiane R. Alves, Maria de L. Maia, Marcos da S. Freire, Reinaldo de M. Martins, Akira 
Homma, Alessandro P.M. Romano, Carla M. Domingues, Pedro L. Tauil, Pedro F. 
Vasconcelos, Maria Rios, Iramaya R. Caldas, Luiz A. Camacho, and Olindo Assis Martins- 
Filho. 
 

*Autoria compartilhada (igual contribuição) 

 

Revista: Human Vaccines & Immunotherapeutics,  

Volume:12:2, p.491-502.  

DOI: 10.1080/21645515.2015.1082693 
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Anexo 3- Artigo Científico Submetido 

 

O arquivo apresentado a seguir corresponde à primeira página do PDF gerado pela 

revista Antiviral Research em que foi submetido o artigo científico. Este manuscrito 

atribui-se aos objetivos específicos 3 e 4:  

 

3. Identificar biomarcadores fenotípicos e funcionais da memória imunológica celular, 

induzidos in vitro pelo antígeno amarílico vacinal 17DD em cultura de células 

mononucleares do sangue periférico de adultos primovacinados, em diferentes tempos 

pós-vacinação, empregando a análise comparativa da assinatura ascendente de 

biomarcadores de memória; 
 

4.Selecionar os melhores biomarcadores fenotípicos / funcionais para monitorar a 

memória imunológica após a vacinação primária antiamarílica (17DD), empregando 

ferramentas de biologia de sistemas. 
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