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RESUMO

No Brasil, a Febre Amarela esta presente principalmente na regido Norte, Centro
Oeste, parte do Maranhéo, Bahia e Regido Sudeste. Estudos recentes do Ministério
da Saude do Brasil (MS) tém demonstrado uma expansao consideravel da area de
risco de infeccdo pelo virus da febre amarela, com consequente ampliagdo
mandatéria da area territorial de cobertura vacinal antiamarilica. A suscetibilidade a
doenca é geral e irrestrita. Nao ha tratamento especifico para a doenga e a vacina é
a forma mais segura de prevencao. Diante disso, foi realizado um estudo descritivo-
analitico de aspectos fenotipicos e funcionais da meméria imunolégica no contexto
da duragdo da imunidade poés-vacinagdo contra Febre Amarela em adultos
primovacinados. E para tal, foram aplicadas técnicas para identificar um conjunto
minimo de biomarcadores como correlatos de protecdo. O Estado de meméria das
células T circulantes (Naive-N / early efector-eEf / Meméria Central-CM / Memdéria
efetora-EM) e células B (Naive-N / Meméria-ndo-classica-nCM / Memodria-Classica-
CM) juntamente com o perfil de citocinas intracitoplasmaticas (TNF/IFN/IL-10/ IL-5)
e com o perfil de expressdo génica de citocinas e quimiocinas (CCL2, CXL10,
CCL5, CXCLS, IL-6, INFb1,TNF,IL-12 , IFN g, IL-5 e IL-10) foram monitorados antes
de vacinagdo NV(day0) e em pontos de tempo distintos apds a vacinagdo primaria
com a vacina 17DD (PV(day30-45); PV(year1-9) e PV(year10-11)).

A vacinagcdo primaria desencadeou no dia 30-45 um aumento de varios
biomarcadores relacionados com a memodria fenotipica e funcional em comparagao
com o dia 0 (eEfCD4; EMCD4; CMCD19; EMCDS8; IFNCD4; IL-5CD8; TNFCD4;
IFNCD8; TNFCDS8; IL-5CD19; IL-5CD4) com a maioria deles persistindo em
PV(year1-9) e diminuindo consideravelmente 10 anos ap6s a vacinagédo PV(year10-
11), independentemente da idade do individuo. A expressdo génica de CCL5,
CXCL8, TNF, IL-12, INF e IL-10 apresentou um diferencga significativa nos individuos
vacinados PV(day30-45) e PV(year1-9) em relacdo ao individuos ndo 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 fenotipicos e funcionais de meméoria, e IFN e IL-10 como os melhores
biomarcadores de expressdo génica poés-vacinagdo com a vacina17DD. Estes 4
biomarcadores associados ao PRNT foram considerados uma ferramenta util para
monitorar as respostas da vacina antiamarilica e a persisténcia da memodria em
populagdes distintas.

Essas descobertas podem, em Ultima andlise, contribuir para rever ou manter as
atuais diretrizes nacionais de politicas de imunizagdo que recomendam uma dose de
reforco 10 anos apds a vacinagao primaria com a vacina 17DD.

Palavras-chave: Febre Amarela, Vacina antiamarilica, Imunizagéo.



ABSTRACT

In Brazil, Yellow Fever is present mainly in the North, Midwest, part of Maranhao,
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, CXCLS, 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; EMCDS8; IFNCD4; IL-5CD8; TNFCD4; IFNCD8; TNFCDS; 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 INTRODUGAO

A Febre Amarela (FA) é uma doenca viral infecciosa aguda, ndo contagiosa,
febril, que se manifesta de forma leve a grave associada a vasculopatia, ictericia,
hemorragia, faléncia hepéatica, renal e eventualmente morte, que pode ocorrer em até
50% dos casos (1-6). E transmitida exclusivamente, pela picada de um vetor
artrépode, por isso sua denominagao de arbovirose (7).

O virus amarilico € o protétipo do género Flavivirus da familia Flaviviridae que
inclui aproximadamente 70 espécies de virus. Sao virus esféricos, envelopados, com
projecdes na superficie, medindo de 40-60 nm de didmetro (8) (Figura 1). Ele é
originario da Africa e compde-se por RNA de fita simples, ndo segmentado (9).
Apresenta apenas um subtipo com variagées genéticas na Africa e América do Sul.
Tais variagbes ndo se encontram relacionadas a atividade de doenga (9,10). Seu
genoma é constituido de 10.862 nucleotideos, que codificam 3.411 aminoacidos e
apresenta uma Unica regido codificante, que é responsavel pela formagdo das
inimeras proteinas virais. Duas regides nao-codificantes sdo também encontradas e
embora ndo contribuam com formacgéo de proteinas, tém o seu papel na regulagédo e
expressao viral, como replicagdo, viruléncia e patogenicidade (8).

O virus apresenta trés proteinas estruturais importantes, as proteinas M, E e C
que codificam o precursor da proteina de membrana (M), do envelope (E) e do
capsideo (C) (Figura 1). Pressupbe-se que essas proteinas sejam as possiveis
responsaveis pela ativacdo da resposta imunolégica durante a infecgéo viral. Ha
outras 7 proteinas ndo estruturais: NS1,NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (11)
que estéo relacionadas com a replicacéo viral (12). O virus interage com a célula do
hospedeiro por meio de receptores de superficie e € internalizado por endocitose. O
pH baixo do endossomo é um fator facilitador para a liberagado do nucleocapsideo no

citoplasma. Em seguida, ocorre a translagdo do genoma viral (13).
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Figura 1: Virions da febre amarela e sua representacéo esquematica. Adaptado de Gardner (2010)

Sao descritos dois ciclos basicos de transmissdo do virus amarilico pelo vetor,
de acordo com a localizagdo geografica, 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 virus é mantido em primatas néo
humanos que séo os principais hospedeiros do virus amarilico. Diversos mamiferos,
também, sdo suscetiveis a doenga, destacando-se como possiveis reservatérios, os
marsupiais e alguns roedores (15). A infeccdo humana ocorre quando uma pessoa
ndo imunizada penetra no ciclo enzodtico natural por motivos ocupacionais ou de
lazer. A maioria das infecgbes ocorre em homens jovens, em idade laboral, que
trabalham na éarea rural, préximo a regiées de mata e a transmissédo é feita por
intermédio de mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes na América (14,15) e
Aedes na Africa, onde em areas secas, o virus também pode ser isolado a partir de
carrapatos Amblyoma variegatumo, indicando eventual papel desses artropodes na
cadeia de transmissao da virose (8,15). O virus pode, também, ser mantido durante
as estagOes secas através da transmissao vertical nos mosquitos (16,17). A Febre
Amarela urbana ocorre quando as pessoas infectadas introduzem o virus em areas
densamente povoadas, com um elevado ndmero de individuos ndo imunes e
mosquitos Aedes, favorecendo a transmissado do virus de pessoa para pessoa. O
periodo de incubagdo no homem varia de 3 a 6 dias, podendo se estender até 15
dias. A viremia humana dura no maximo 7 dias e vai de 24-48 horas antes do
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aparecimento dos sintomas até 3 a 5 dias apds o inicio da doenga, e & durante esse
periodo que o homem pode infectar os mosquitos transmissores (18-21). Em areas
urbanas, o Aedes albopictus é um transmissor potencial, embora ainda nao tenha
sido definitivamente incriminado como vetor da Febre Amarela, presume-se que
possa servir de ponte entre os ciclos silvestre e urbano da doenga devido a sua
grande facilidade de adaptagéo aos ambientes rural, urbano e periurbano (22).

A Febre Amarela apresenta alta taxa de mortalidade que varia de 20-50% nas
formas graves. E uma das doencas-alvo do Regulamento Sanitario Internacional
sujeitas a notificacéo internacional e continua sendo um importante problema de satde
publica (14,20).

Atualmente, quarenta e sete paises estio situados em area endémica na Africa
e América latina e uma populagédo de mais de 900 milhdes de pessoas estdo em risco
de contrair a doenga (Figura 2). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que
ocorra cerca de 200.000 casos da doenga a cada ano em todo mundo, sendo em
2013, conforme um estudo baseado em fontes de dados na Africa, ocorreu 84.000-
170.000 casos graves e 29.000-60.000 mortes(14). Nas duas Ultimas décadas, tem
sido observado um aumento do nimero de casos da doenca e, fatores tais como a
diminuicdo da imunidade da populagdo a infecgdo, pela falta da vacinagdo, o
desmatamento, a urbanizagdo, os movimentos populacionais e as mudangas climaticas

tém sido apontados como responsaveis por este aumento (14,20).

Figura 2: Area de Risco da Febre Amarela na América e Africa. WHO, 2016

A Ultima epidemia de Febre Amarela urbana transmitida em territério brasileiro
ocorreu, em 1929, na cidade do Rio de Janeiro e os Ultimos casos urbanos
reconhecidos foram descritos no municipio de Sena Madureira, no Estado do Acre, em
1942 (23). Nas Américas, o ultimo registro oficial da doenca foi em 1954 em Trinidad e

Tobago. Porém, ha relatos da doenca em area urbana, na Bolivia, em 1997 (24) e,
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mais recentemente, em 2008, no Paraguai, em uma area urbana do municipio de San
Lorenzo, cerca 15 km de Assuncdo (25,26). Na Africa, ainda ocorrem epidemias de
Febre Amarela urbana em regiées contiguas a areas florestais, onde a Febre Amarela
silvestre é enzodtica (8,15).

De tempos em tempos, a Febre Amarela silvestre reemerge no Brasil,
produzindo surtos de magnitude e extensao variaveis. Segundo o Ministério da Salde
(2017), estamos passando por um grande surto da doenga no qual entre o periodo de
01 de dezembro de 2016 até 08 de margco de 2017, foram notificados 1.431 casos
suspeitos de Febre Amarela silvestre, desses, 927 (64,77%) casos permanecem em
investigacao, 379 (26,50%) casos foram confirmados e 125 (8,73%) foram descartados
(Figura 3) (27). A distribuicdo geografica dos casos humanos confirmados de Febre
Amarela estd em expansao e inclui, além do Estado de Minas Gerais, os estados do
Espirito Santo e Sdo Paulo. Além disso, o Estado da Bahia relatou 9 casos de Febre
Amarela sob investigagdo, 6 no Estado do Tocantins, um no Rio Grande do Norte e 2
em Goias (27).

O Estado do Espirito Santo, area que antes nao era considerada de risco para
Febre Amarela, confirmou 87 casos da doencga e no estado de Séo Paulo, relataram 4
casos confirmados laboratorialmente de Febre Amarela humana. No Estado de Minas
Gerais, até o dia 08 de marco de 2017, foram notificados 1093 casos (288
confirmados, 748 suspeitos e 57 descartados).

Do total de casos no pais, 246 evoluiram para 6bito, sendo que 106 (43,10%)
6bitos permanecem em investigacéo, 132 (53,65%) ébitos foram confirmados e 8 foram
descartados (3,25%). A taxa de letalidade entre os casos confirmados foi de 34,8%
(27).

O perfil demografico 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
individuos se expéem com maior frequéncia a areas e situagdes de risco, sobretudo
em decorréncia de atividades laborais. Entre os casos confirmados do Estado de Minas
Gerais, 88% sé&o do sexo masculino e 45% néao foram vacinados contra a Febre
Amarela (o status de vacinacéo dos 55% restantes é desconhecido ou nao disponivel)
(27).
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Figura 3: Distribuicdo geografica dos casos suspeitos de Febre Amarela notificados a SVS/MS até
08 de marco de 2017, com inicio dos sintomas a partir de 01 dezembro de 2016.

Além disso, até 08 de marco de 2017 foram notificadas ao Ministério da Saude
1228 epizootias em Primatas Nado Humanos (PNH), das quais 382 permanecem em
investigagdo, 11 foram descartadas e 386 foram confirmadas para Febre Amarela.
(Figura 4)

A reemergéncia do virus no Centro-Oeste brasileiro também causou
preocupacao na época entre 2007 e 2009 apds uma expansao da area de circulagdo
viral, quando o virus atingiu as regides Sudeste e Sul do pais e causou mais de 100
casos da doenga, com letalidade de 51%. No periodo de monitoramento 2014/2015,
registrou-se alteracdo no padrdo de ocorréncia de casos humanos e epizootias em
primatas ndo humanos (PNH) durante o periodo sazonal da doenga (dezembro/14 a
maio/15), com maior incidéncia de casos humanos em viajantes que realizavam
atividades de turismo e lazer. A maior parte dos casos confirmados ocorreu em regides
turisticas de Goias e Mato Grosso do Sul, areas que mantém intenso fluxo de pessoas,
sobretudo durante o verao (periodo sazonal da doencga)(28, 29).

Esse carater dindmico da epidemiologia da doenga tem exigido avaliagbes
periddicas das areas de risco para melhor direcionamento dos recursos e aplicagdo

das medidas de prevencgéo e controle (20,29).
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Figura 4:Distribuicdo geografica das epizootias em primatas ndo humanos suspeitas de Febre
Amarela notificadas a SVS/MS até 08 de margo de 2017, com data de ocorréncia a partir de 01
dezembro de 2016.

A principal estratégia de prevencdo é a vacinacdo. A OMS recomenda
atualmente duas vacinas antiamarilicas constituidas de virus vivo e atenuados
originarias da amostra 17D, as subamostras 17D-204 e 17DD, consideradas seguras e
altamente imunogénicas (30, 31).A vacina correntemente em uso no pais € a 17DD e é
produzida por Bio-Manguinhos na Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Até 2012 todos os paises das Américas com as areas enzooéticas haviam
incorporado a vacina nos programas nacionais de imunizagéo, sendo que Argentina,
Brasil e Panama ndo recomendaram a vacinagdo em todo territdério nacional,
incorporando-a somente em areas de risco potencial (32). Porém, em fungao do surto
no Brasil no inicio deste ano de 2017, o Ministério da Saude encaminhou, entre os
meses de janeiro e fevereiro, para os estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Séo
Paulo, Bahia e, Rio de Janeiro o quantitativo de aproximadamente 11,1 milhdes de
doses da vacina contra Febre Amarela com objetivo de intensificar as estratégias de
vacinagao de forma seletiva (Figura 5).

Em julho de 2013, o Grupo Técnico Assessor da OMS realizou a revisdo do
documento normativo vigente desde 2003 para a vacinagdo antiamarilica. A revisao
enfatizava a necessidade real de dose de refor¢co a cada 10 anos e a seguranga da

vacina em individuos maiores de 60 anos, pessoas infectadas pelo virus HIV ou com
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outras condi¢gdes de imunodepressao, mulheres gravidas e nutrizes. Apo6s a reviséo, a
OMS estabeleceu varias novas recomendagdes, com destaque para que uma dose
Unica da vacina antiamarilica seja considerada suficiente para protegdo por toda a vida.
O Regulamento Sanitario Internacional foi alterado entdo em maio de 2014,
estendendo a validade do certificado internacional de vacinagéo contra Febre Amarela
dos atuais 10 anos para toda a vida do vacinado. Esta nova regulamentagdo foi
implementada em junho de 2016 (30,33).

M Area Com Recomendagho Tempordria de Vacinagio (95 municipios)
B Area Com Recomendacio Permanente de Vacinagdo (3.529 municipios)
Area Sem Recomendacio de Vacinacio (1.946 municipios)

i 250 o 250 500 750 1000 km

Figura 5: Distribuicdo dos municipios segundo a recomendagéo de vacinagédo para controle de
surto e prevengdo da Febre Amarela, Brasil, 2017.

O Ministério da Saude do Brasil analisando as evidéncias cientificas disponiveis
sobre a duragdo da imunidade conferida pela vacina, bem como a situagdo atual da
Febre Amarela no Brasil, e com base no parecer do Comité Técnico Assessor do
Programa Nacional de Imunizagbes, também estabeleceu novas recomendacdes sobre
a vacina contra Febre Amarela que ja estéo inseridas nos calendarios de vacinacao da
SBIm (32-33). Segundo o PNI, criangas de 9 meses até 4 anos de idade devem ser
vacinadas com 1dose aos 9 meses de idade e 1 dose de reforgo 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 Unica dose de reforco. Pessoas a partir de 5 anos de
idade, que nunca foram vacinadas ou sem comprovante de vacinagdo deve ser

administrada a primeira dose da vacina e 1dose de reforco, 10 anos apds a
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administracdo dessa dose e pessoas com 60 anos ou mais, que nunca foram
vacinadas, deverao ser avaliadas previamente, levando em conta o risco da doenga,
presenca de comorbidades e o risco de eventos adversos nessa faixa etaria. E contra
indicada a vacinacdo para gestantes e lactantes de criangcas com até 6 meses de
idade. (33).

Desde a década de 30, mais de 600 milhdes de individuos foram vacinados em
todo o mundo, entretanto, a ampla area geografica de circulagéo viral e expanséo de
areas de risco de transmissdo contribuem para uma maior demanda de doses.
Portanto, para suprir o aumento da demanda por doses, trés iniciativas foram
propostas pelo Ministério da Salde: validagdo de novos lotes-semente, verificagdo da
imunogenicidade de doses mais baixas e investigacao da necessidade da revacinagao
a cada 10 anos. Dentro dessas 3 linhas de investigagdo, o grupo de pesquisa da
Fiocruz-Minas, em parceria com Bio-manguinhos, tem realizado diversos estudos que
contribuem com as necessidades do Ministério da Saude.

Para suprir a primeira demanda, validagdo 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 soroconversdo e desempenho semelhantes as
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
referéncia 17DD, o lote de sementes 17D-213/77 induziu um padrdo misto de citocinas
inflamatérias e reguladoras, apoiando seu uso universal para imunizagéo(35).

Em relagéo a verificagcdo da imunogenicidade de doses mais baixas, Martins e
colaboradores (2013),demonstraram que a redugdo em até 50 vezes da concentragdo
da vacina para FA 17DD n&o acarreta comprometimento dos niveis dos titulos de
protecdo de anticorpos neutralizantes séricos (36). Campi-Azevedo e colaboradores
2014, analisaram biomarcadores séricos IFN-y e IL-10, em associagdo com PRNT e
viremia e demonstraram que pode-se reduzir em até dez vezes o nimero de particulas
virais/dose da vacina 17DD (37).

E para atender a terceira iniciativa do MS, investigacdo da necessidade da
revacinagdo a cada 10 anos, foi proposto um estudo duragdo da imunidade, que
demonstrou através da avaliagdo titulos de anticorpos neutralizantes em adultos

vacinados para FA, a necessidade de revacinagdo apés 10 anos da primeira dose. (38)
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Embora estes estudos mostrem que o nivel de anticorpos neutralizantes possa
ser associado com a imunidade protetora (39-40), ndo ha evidéncias diretas de que
anticorpos neutralizantes sdo os Unicos responsaveis pela imunidade. Atualmente,
parece haver um consenso que os niveis de anticorpos no soro funcionem como um
biomarcador da imunidade protetora, ndo obstante se a protecdo é mediada por
células B e células T de memoéria ou a combinagdo de ambos os mecanismos.
Porém, cabe ressaltar que o estudo de aspectos da imunidade celular na persisténcia
da memodria torna-se fundamental, uma vez que essa resposta & a responsavel pela
producéo efetiva dos anticorpos neutralizantes.

Os conhecimentos a cerca da imunidade celular poderéao elucidar os aspectos
inerentes a memodria imunolégica na vacinagdo antiamarilica e responderao
questionamentos em relagdo a persisténcia de anticorpos neutralizantes e de linfécitos
de memodria e se existe uma relacéo entre os titulos de anticorpos neutralizantes e a
presenca de linfocitos T CD4", linfécitos T CD8" e linfécitos B de meméria em adultos
submetidos a vacinacgéo contra Febre Amarela.

Considerando o exposto, esse projeto consistiu em avaliar a duragcdo da
imunidade pds-vacinagdo contra Febre Amarela em adultos, por meio da avaliagédo da
resposta imune humoral, celular e analise da expressdo génica de citocinas e
quimiocinas em populagao de adultos primovacinados.
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2 JUSTIFICATIVA

A Organizagdo Mundial da Saude recomendou, em Junho de 2013, que uma
dose Unica da vacina contra Febre Amarela fosse considerada suficiente para protegao
por toda a vida, e o Regulamento Sanitario Internacional foi alterado em maio de 2014,
estendendo a validade do certificado internacional de vacinagdo dos atuais 10 anos
para toda a vida do vacinado. Por outro lado, o Ministério da Saude nao concordou
com a recomendacédo da OMS, uma vez que a recomendagédo de uma dose Unica foi
baseada em poucos estudos cientificos, sem base teédrica consistente e contemplando
amostras pequenas.

Visando ampliar as informagées que possam subsidiar a necessidade da
revisdo do calendario vacinal do Brasil, delineamos um estudo descritivo da resposta
imune celular (aspectos fenotipicos e funcionais da memoria) com objetivo de avaliar a
duragao da imunidade p6s-vacinagao (17DD) contra Febre Amarela em adultos. Essas
informagdes subsidiardo o Programa Nacional de Imunizagdo do Ministério da Saude

para avaliagao da atual politica de revacinagao contra Febre Amarela.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Realizar estudo descritivo-analitico de aspectos fenotipicos e funcionais da meméria
imunolégica no contexto da duracdo da imunidade pés-vacinagdo contra Febre

Amarela em adultos primovacinados.

3.2 Objetivos especificos

1 Estimar e comparar a proporgao de soropositividade e a média de reatividade
dos titulos séricos de anticorpos neutralizantes contra Febre Amarela em soros de
adultos primovacinados, em diferentes tempos de vacinagdo (artigo publicado-

Anexo2);

2 Avaliar o perfil fenotipico/funcional de linfécitos T e B de memoéria, induzido in
vitro pelo antigeno amarilico vacinal 17DD em cultura de células mononucleares do
sangue periférico de adultos primovacinados, em diferentes tempos de vacinacéo

(artigo publicado-Anexo 2);

3 Identificar biomarcadores fenotipicos e funcionais da memoria imunolégica
celular, induzidos in vitro pelo antigeno amarilico vacinal 17DD em cultura de células
mononucleares do sangue periférico de adultos primovacinados, em diferentes tempos
pds-vacinacdo, empregando a andlise comparativa da assinatura ascendente de

biomarcadores de memoéria (artigo submetido- anexo 3);

4 Selecionar os melhores biomarcadores fenotipicos / funcionais para monitorar
a memoéria imunolégica apés a vacinagdo primaria antiamarilica (17DD), empregando

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

5 Avaliar o perfil de expressédo génica (citocinas e quimiocinas) induzido in vitro
pelo antigeno amarilico vacinal 17DD em cultura de células mononucleares de adultos

primovacinados em diferentes tempos de vacinagao.

6 Selecionar os melhores biomarcadores de expressao génica para monitorar a
memoria imunolégica ap6s a vacinagdo primaria antiamarilica (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 possivel estimar e comparar a
proporcéo de soropositividade, a média geométrica dos titulos séricos de anticorpos
neutralizantes contra Febre Amarela em adultos (18-74 anos) primovacinados e
avaliar, por caracterizacao fenotipica/funcional, a frequéncia de linfécitos T e B de
memoria, induzida in vitro pelo antigeno vacinal 17DD imediatamente antes da primo
vacinagéo 17DD NV(day0) e em 5 tempos apds a primovacinacao17DD: 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 carater
longitudinal (grupos NV(day0) e PV(day30-45)) e transversal (demais grupos pos
primovacinagao).

Na segunda abordagem, foram empregadas novas ferramentas de analise que
propdem abordar os dados obtidos de forma a complementar e gerar novos
resultados.

Nesse contexto, foram realizadas algumas adequagdes 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 andlises. Optou-se também por retirar o grupo de individuos 12-13
anos poés-vacinacdo PV(year12- 13), visto que houve um aumento sutil na a média
geométrica dos titulos séricos de anticorpos neutralizantes desse grupo, sugerindo que
alguns destes individuos poderiam ter sido revacinados e apresentaram um cartdo que

nao comprovava o registro da revacinagéo.

4.1 Populacdo e amostras

A populagdo de estudo foi composta por voluntarios 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 saude de Alfenas-MG.

Este estudo teve aprovacdo formal do Comité de Etica para estudos com seres
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humanos (CPqRR/FIOCRUZ#24/2010 - Anexo 1). Os voluntarios foram classificados
como grupo de individuos nao vacinados NV(day0) ou grupo de primovacinados, que
haviam recebido ao longo da vida, uma Unica dose da vacina antiamarilica 17DD.
Estes adultos primovacinados foram categorizados segundo o tempo de poés
vacinacdo: 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 nao vacinado e primovacinado 30-45 dias
foram compostos pelos mesmos individuos (Figura 4). O grupo 30-45 dias apés

primovacinagao, PV(day30-45), foi empregado como grupo referéncia para os estudos

imunolégicos.
Populagéo de Estudo
n=139 Adultos
NV (day0) PV(day30-45) PV(year1-9) PV(year10-11)
n=46 (46/0) n=46 (46/0) n=48 (23/25) n=45 (38/7)
18-19anos 20-59 anos 31-74 anos

Figura 6: Fluxograma ilustrativo da populacdo de estudo. A populacédo elegivel compreende 139
adultos. Os voluntarios foram categorizados como grupo de individuos néo vacinados NV(day0) ou
primovacinados segundo o tempo de p6s vacinagdo: 30-45 dias PV(day30-45); 1-9 anos PV(year1-
9) e 10-11 anos PV(year10-11). O nimero de voluntarios de cada grupo esta representado pela

“an

letra “n” e o numero de voluntarios do sexo masculino/ feminino estdo representados
respectivamente dentro dos parénteses.

Amostras de 5mL de sangue periférico foram colhidas, na auséncia de
anticoagulante, de todos os voluntarios para a avaliagdo dos titulos de anticorpos
neutralizantes por meio dos testes de neutralizagdo por redugdo em placa de lise
(plaque reduction neutralization test, PRNT) no Laboratério de Tecnologia Virolégica
de Bio-Manguinhos (LATEV/BIO). Amostras de 20mL de sangue periférico foram
colhidas, na presenca de anticoagulante heparina sédica, de todos os voluntarios para
avaliagdo da duragdo da imunidade celular (aspectos fenotipicos/funcionais de células
T e B de memodria) e de expressdo génica de biomarcadores, no Laboratério de
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Biomarcadores de Diagnéstico e Monitoragdo do Centro de Pesquisas René Rachou —
Fiocruz MG.

Para definicdo de individuos soropositivos ou soronegativos, utilizou-se como
variavel-resposta de interesse o titulo de anticorpos neutralizantes de soro (em
mUI/mL) no grupo 30-45 dias ap6s a primovacinagao que foi considerado como Grupo
Referéncia. Desta forma, foram considerados individuos soropositivos quando os
titulos de anticorpos foram iguais ou maiores que 795 mUI/mL (maior ou igual a 2,9
LogiomUI/mL); e soronegativo quando os titulos foram menores do que 795 mUl/mL
(menor que 2,9 LogiomUI/mL). A proporcéo de soropositividade e a média dos titulos
de anticorpos foram estimados (com seus respectivos intervalos de 95% de confianga)
para cada grupo: NV(day0) e PV(day30-45) (Grupo Referéncia) e, posteriormente para

os demais grupos primovacinados.

4.2 Titulagdo de anticorpos neutralizantes (PRNT)

O teste padrao-ouro para protecdo contra Febre Amarela é o teste de redugéo
de placas por titulos de anticorpos neutralizantes (PRNT) (41,42). O titulo de
anticorpos neutralizantes dos voluntarios foi determinado pelo teste de neutralizagao
por reducéo de 50% das placas de lise (PRNTs0) em monocamadas de células Vero
(41). O PRNT é considerado o teste mais sensivel e mais especifico para Febre
Amarela (42), produzindo resultados quantitativos (em Unidades Internacionais) que se
correlacionam com protegdo. O PRNT5 foi realizado em placas de 96 orificios, usando
diluicdes seriadas do soro (fator 2), iniciando-se de 1:5 até 1:640, e 30 PFU do virus
17DD. Um soro padréao proveniente de macaco Rhesus foi utilizado como referéncia.
Esse soro foi previamente calibrado frente a um soro de referéncia internacional da
OMS e a calibragéo foi repetida a cada dez amostras testadas. A mistura de soro e
virus foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente e, em seguida, uma suspenséo
de células Vero foi adicionada a essa mistura. Depois de um periodo de 3 horas de
incubagdo, as células foram cobertas com meio semi-sélido contendo
carboximetilcelulose e incubadas por sete dias a 37°C com atmosfera de 5% de COx.
Apés esse periodo, a monocamada celular foi fixada com formaldeido a 10% e corada
com cristal violeta 0,04%. As placas de lise foram contadas utilizando um projetor de
diapositivo adaptado e os titulos de anticorpos foram calculados. A diluicdo onde



ocorreu 50% de redugdo do numero de placas de lise foi estimada através de
regressado linear, usando os valores das reciprocas das diluicdbes e os numeros de
placas imediatamente inferior e superior a 50%. O titulo médio do soro padréo permitiu
a determinacédo das unidades internacionais de protecdo contidas em cada amostra
(41).

4.3 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O sangue total heparinizado foi lentamente adicionado a uma solugdo de
histopaque 1077 na proporcéo de 2:1, em tubos de poliestireno com capacidade para
50mL. Os tubos foram centrifugados a 400 x g durante 40 minutos a 20°C. Ao final da
centrifugagéo, obteve-se o anel de PBMC entre a interface do histopaque e do plasma.
As PBMC foram coletadas e transferidas para tubos coOnicos, de polipropileno, de
50mL onde foram lavadas 3 vezes por centrifugacéo a 400x g por 10 minutos a 4°C em
meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium). Finalmente, as células foram
ressuspensas em RPMI 1640, contadas em contador automatizado (Countess™) e
ajustadas para 1,0 x 10’ PBMC/mL. Toda a manipulagio, exceto a contagem de

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

4.4 Macrocultura in vitro antigeno-especifica de longa duracao

A fim de serem quantificadas as frequéncias dos linfécitos T € B de memdria, as
frequéncias de células produtoras de citocinas intracitoplasmaticas pro-inflamatérias e
reguladoras, amostras de PBMC foram incubadas na presenga do antigeno vacinal de
Febre Amarela, segundo o protocolo descrito a seguir: aliquotas de 1,0 x 10° PBMC
foram incubadas em um volume final de 800, na presenca de RPMI-1640 em placas
de 48 pocos de poliestireno em duas condigdes experimentais: 1) na presenga apenas
de meio de cultura (cultura controle) e 2) meio de cultura + antigeno vacinal na
concentragao de 10* particulas virais — 17DD (cultura antigeno-especifica). Ensaios de
controle positivo foram realizados utilizando células incubadas na presenga de meio de
cultura + 5 yg/mL de PHA (cultura com mitégeno — controle positivo). As culturas foram

incubadas por 144 horas a 37°C, 5% CO, em estufa Umida.
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4.5 Marcacao de moléculas de superficie apés-estimulagdao antigeno-especifica

in vitro

Apbs a cultura de 144 horas, as células foram lavadas com tampao salina
fosfato estéril (PBS 1X)e entdo marcadas com 1uL de Violet Fluor Reagent Dye
(LIVE/DEAD-Invitrogen), que permite a identificagcéo das células viaveis e exclusédo das
células mortas na aquisicdo por citometria e fluxo. Em seguida, as células foram
lavadas com tampéao salina fosfato suplementado com 0,5% de albumina bovina estéril
(PBS-Wash) e incubadas por 30 minutos com anti-moléculas de superficie para
identificacdo de linfécitos T e B, bem como sub populagbes de células naive e de
memoéria. Apés a incubacgédo, as células foram lavadas com PBS-Wash, fixadas com
100uL de solugéo fixadora (Max FacsFix— MFF)e 100.000 linfécitos foram adquiridos
no equipamento Citdémetro de Fluxo LSR Fortessa.

4.6 Estratégia de analise de Linfécito T de memaria

Empregando o software FlowJo-9.3.2 (TreeStar), no protocolo de identificacao
de células T de memodria, inicialmente todas as células foram selecionadas quanto aos
parametros FSC-A x FSC-H para identificacdo dos singletos, seguido pela selecao de
células adquiridas em fluxo sem interrupgéo por meio de grafico de “Time” x FSC-A e
finalmente pelo gate de linfécitos totais. A partir desta selegcdo, os linfocitos totais
foram investigados quanto aos parametros APC-Cy-7 CD3 x corante “Live-dead”
selecionando linfocitos T viaveis.O préximo passo permitiu segregar os linfécitos
TCD4" (auxiliares) dos linfécitos TCD8® (citotdxicos), a partir dos linfécitos
TCD3"viaveis, por meio da analise dos parametros PercP Cy-5.5 CD8 versus FITC
CD4, que representam anti-molécula de superficie CD8, marcada com o fluorocromo
PercP Cy-5.5 e anti-molécula de superficie CD4, marcada com o fluorocromo FITC,
respectivamente. Apos a selegdo da sub-populagdo de interesse (LT auxiliar ou LT
citotoxico), a proxima e Ultima etapa consistiu na investigagéo de células T naive (N), T
early effector (Eef), T de memdria central (CM) e T de memodria efetora (EM). Para esta
avaliagdo, foram investigados os parametros PE-Cy-7 CD45RO versus PE CD27, que
representam anti-molécula de superficie CD45RO, marcada com o fluorocromo PE-Cy-
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7 e anti-molécula de superficie CD27, marcada com o fluorocromo PE,
respectivamente. Neste sentido, linfocitos T auxiliares naive (N CD4) foram
caracterizados pelo fenétipo CD4'CD27"'CD45R0O", linfécitos T auxiliares early effector
(Eef CD4) foram caracterizados pelo fenétipo CD4'CD27 CD45R0O, linfocitos T
auxiliares de meméria central (CM CD4) foram identificados por CD4*CD27*CD45RO*
e finalmente, os linfécitos T auxiliares de memoéria efetora (EM CD4) foram
caracterizados pelo fenétipo CD4"CD27° CD45R0O". Todas estas etapas também foram

empregadas para a identificagcdo da sub-populagéo de LT citotéxicos (CD8) (Figura 7).

4.7 Estratégia de analise de Linfécito B de memoria

Empregando o software FlowJo-9.3.2 (TreeStar), no protocolo de identificagdo
de células B de memoria, inicialmente todas as células foram selecionadas quanto aos
parametros FSC-A x FSC-H para identificagdo dos singletos, seguido pela selegéo de
células adquiridas em fluxo sem interrupgéo por meio de grafico de “Time” x FSC-A e
finalmente pelo gate de linfécitos totais. A partir desta selecdo, os linfécitos totais
foram investigados quanto aos parametros PercP-Cy5.5 CD19 x corante “Live-dead”.
Apés a selecdo da sub-populagdo de linfécito B viavel, a préxima e Ultima etapa
consistiu na investigacdo de células B naive, B de memdria ndo classica e B de
memoéria classica. Para esta avaliagdo, foram investigados os parametros FITC IgD
versus PE CD27, que representam imunoglobulina de superficie IgD, marcada com o
fluorocromo FITC e anti-molécula de superficie CD27, marcada com o fluorocromo PE,
respectivamente. Desta forma, os linfécitos B naive (N CD19) foram caracterizados
pelo fenétipo CD19°CD2771gD", os linfécitos B de meméria ndo classica (nCM CD19)
foram identificados como células CD19"IgD*CD27" e, finalmente, os linfécitos B de
memoéria classica (CM CD19) foram caracterizados pelo fenétipo CD197IgD’'CD27*
(Figura 7).
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Figura 7: Estratégia de andlise de linfocitos T e B de memoéria.

4.8 Caracterizagao funcional da frequéncia de linfécitos T e B produtores de

citocinas pré-inflamatérias e reguladoras

Quatro horas antes do término do periodo de 144 horas de cultura, adicionou-se
8[i] de Brefeldina (1mg/mL) e 15 minutos antes do término do periodo das 144 horas
de cultura, adicionou-se 88uL de EDTA (20mM), obtendo uma concentragéo final de
2mM.Apéds a cultura de 144 horas, as células foram lavadas com tampéo salina fosfato
estéril (PBS 1X)e entdo marcadas com 1pL de Violet Fluor Reagent Dye(LIVE/DEAD-
Invitrogen). Em seguida, as células foram lavadas com tampéo salina fosfato
suplementado com 0,5% de albumina bovina estéril (PBS-Wash) e incubadas por 30
minutos com anti-moléculas de superficie para identificagdo de linfocitos T e B. Apds a
incubacgédo, as células foram fixadas com solugédo de lise eritrocitaria 1x concentrada
por 10 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-Wash. Finalmente, as
células foram permeabilizadas tampéo 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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intracitoplasmaticas (anti-IFN-exaFIuor 488, anti-IL-5 PE, anti-IL-10 APC e anti-
TNF-a PE-Cy7). Apds seguidas lavagens com PBS-P e PBS-Wash, as células foram
fixadas com 100uL de solugéo fixadora (Max FacsFix—MFF)e100.000 linfécitos foram
adquiridos no equipamento Citdmetro de Fluxo LSR Fortessa.

4.9 Estratégia de analise de linfocitos T e B produtores de citocinas pro-

inflamatérias e reguladoras

Empregando o software FlowJo-9.3.2 (TreeStar), no protocolo de identificacao
de células T e B de produtores de citocinas pré-inflamatérias e reguladoras,
inicialmente todas as células foram selecionadas quanto aos parametros FSC-A x
FSC-H para identificagdo dos singletos, seguido pela selecdo de células adquiridas em
fluxo sem interrupgéo por meio de grafico de “Time” x FSC-A e finalmente pelo gate de
linfocitos totais. A partir desta selecéo, os linfécitos totais foram investigados quanto
aos parametros APC-Cy-7 CD3versus “Live-dead” e PercP-Cy5.5 CD19 x corante
“Live-dead”, para identificagdo de linfécitos T e B vidveis, respectivamente. Em
seguida, as subpopulacdes de linfocitos CD4 e CD8 foram identificadas e a partir
destas e de linfocitos B, foram identificadas as subpopulagdes produtoras de citocinas
IFN-[Ef-5, IL-10 e TNF-a (Figura 8).
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Figura 8: Estratégia de analise de linfécitos T e B produtores de citocinas.

4.10 Coleta de amostra para biologia molecular

Ap6s 144 horas de cultura, as placas de 48 pogos foram centrifugadas a 1400
rpm por 10 minutos a 4°C. Foram adicionados 500 pl de PBS 1X estéril em cada pogo,
as células foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril e transferidas
para microtubos de 1,5 mL. Este material foi centrifugado a 14.500 rpm, por 90
segundos, a 4°C. A placa foi lavada mais uma vez com 500 pl de PBS 1X estéril por
poco e o material foi centrifugado como descrito anteriormente. Ap6s a Ultima
centrifugacédo, todo o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de Trizol
(Invitrogen), entdo, o material foi homogeneizado ao vértex e imediatamente

armazenado a - 80°C até o momento da extragdo de RNA total.
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4.11 Extragcao de RNA total

O RNA total foi extraido com Trizol (Invitrogen) de acordo com instrugdes do
fabricante. O RNA extraido foi armazenado a -80°C até o momento da realizagdo da
Reacdo da Transcriptase Reversa (RT-PCR). A quantificagdo do RNA total foi
determinada utilizando o Fluorémetro Qubit (Invitrogen by Life Technologies).

4.12 Verificagdo da qualidade do RNA extraido

A integridade do RNA (100%) foi analisada utilizando o equipamento
BioAnalyzer Agilent 2100 e o kit Agilent RNA 6000 Nano Chips (Agilent). O principio do
BioAnalyzer € o mesmo de uma eletroforese em gel de agarose, porém a corrida é
feita em um capilar contendo o polimero e é gerado um eletroferograma, que é
analisado automaticamente pelo aparelho, detectando qualquer trago de degradagéo.
O resultado é exibido na forma de um grafico, através do qual é possivel calcular a
razéo 28S/18S com maior precisdo a partir de seus respectivos picos, gerando desta
forma o que se denomina RIN (RNA Integrity Number). Os valores de RIN estdo numa
escala de 1 a 10, sendo que, quanto maior esta pontuagdo 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 esta acima de 7,5.

4.13 Reagdao de transcrigao reversa (RT-PCR)

O RNA extraido foi submetido a uma transcricdo reversa utilizando o Kit
ImProm-ll Reverse Transcription System (Promega) para a sintese do DNA
complementar (cDNA) de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. O
cDNA obtido foi armazenado a temperatura de -20°C até o momento da amplificagdo
por RT-gPCR.
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4.14 Determinacgao do controle endégeno

Para determinagédo do controle endégeno foi realizado o teste com 4 genes
constitutivos: BACT, GAPDH, HPRT1 e 18S. A uniformidade de expressado destes
genes candidatos foram avaliadas por RT-qPCR em amostras de cDNA. As condigbes
da reacéo e ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15
s e 60°C por 1 min no aparelho ABI StepOnePlus Real Time PCR System (Applied
Biosystems). A andlise da uniformidade de expressdo do controle endégeno nas
amostras foram realizadas por comparagdo dos resultados de Relative Quantification
(RQ) e a escolha foi feita pelo candidato com menor desvio padrdo de RQ entre as

amostras (Figura 15).

4.15 Detecgdo dos niveis de expressao génica por RT-qPCR

O cDNA resultante foi utilizado como molde para as reagdes de RT-gPCR. Para
essas reacdes foi usado o reagente TagMan PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Warrington, Reino Unido) e condigbes de ciclagem universal: 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min no aparelho ABI StepOnePlus
Real Time PCR System (Applied Biosystems). A analise foi realizada pelo software
StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems).

Os ensaios para avaliar a expressdo génica nas amostras foram realizados
utilizando 5 pL de Master Mix (TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems),
0,5 pL dos iniciadores correspondestes ao grupo de genes do estudo, 0,5 pL do gene
constitutivo, 1 yL cDNA padronizado (amostra) e 3,0 yL de agua DNA/RNA free,
perfazendo um volume de reacéo final de 10 pL por pogo. Os ensaios foram realizados
em ftriplicata para todas as amostras, com o gene constitutivo presente no mesmo
pocgo que os genes avaliados (ensaio duplex). Os resultados foram expressos através
do RQ (Relative Quantification) (43) e foram calculados através das seguintes
féormulas:

12ACt = CT gene alvo — CT gene constitutivo

22 AACt = ACt Cultura estimulada — ACt da Cultura Controle

331 RQ= (2—AACt)
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Foram avaliados a expressdo dos seguintes genes: CCL2, CXL10, CCL5,
CXCLS, IL-6, INFb1,TNF,IL-12 , IFN g, IL-5 e IL-10.

4.16 Analise estatistica

A caracterizagdo imunofenotipica de marcadores de linfocitos T e B de memoria
e células produtoras de citocinas pré-inflamatérias e reguladoras, induzidos in vitro
pelo antigeno vacinal 17DD foram avaliadas utilizando o 42ay42x, que consiste na
razdo do percentual de células na cultura estimulada dividido pelo percentual de
células na cultura controle (17DD/Controle). Para as analises de expressao génica, foi
utilizado o RQ individual das amostras controle e estimuladas pelo antigeno vacinal.
As anadlises estatisticas entre NV(42ay 0) e PV(42ay 30-45) foram realizadas pelo
método Mann-Whitney. As comparagdes entre PV(42ay 30-45) e os outros grupos pés-
vacinados foram realizados utilizando Kruskal-Wallis, seguido de um pés-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 analises foram feitas utilizando o
software Graph Pad Prism 5.0. Para andlise de performance dos biomarcadores de
protecdo foram feitos graficos de dispersdo utilizando o programa estatistico Graph
Pad Prism 5.0 e curvas ROC, utilizando o software MedCalc 16.1.

4.17 Outras estratégias de analises empregando ferramentas de biologia de

sistemas

4.17.1 Assinatura ascendente de biomarcadores

Para realizar a analise de assinatura ascendente, utilizou-se o modelo
panoramico de andlise fenotipica/funcional. Inicialmente, para determinar o index
(impacto da estimulagdo antigénica 17DDin vitro,)foi realizado o célculo da razédo do
percentual de células na cultura estimulada dividido pelo percentual de células na
cultura controle (17DD/Controle). Em seguida, foi feito um painel panoramico em que
para cada variavel (fenétipos, citocinas, quimiocinas) foi calculada a mediana global
para segregacéo de individuos em baixo index e alto index 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).Ap6s esta categorizacéo, os individuos considerados alto index para determinada
variavel,ou seja individuos que apresentavam valores acima da mediana global obtido
para o biomarcador, foram utilizados para calculo da frequéncia de alto index. Essa
frequéncia entao foi colocada em ordem crescente, ou seja, ascendente para selecao
dos biomarcadores mais relevantes.

A curva ascendente gerada pelo grupo referéncia PV(day 30-45), foi sobreposta
aos graficos gerados pelos individuos alto produtores (acima do mediana) de cada
grupo analisado: NV(day0), PV(year 1-9) e PV(year10-11). No caso da andlise de

expressao génica, ao invés de utilizar o index, foi utilizado o RQ.

4.17.2 Analise de intersecao utilizando Diagrama de Venn

O Diagrama de Venn é uma ilustracao das relagdes entre os grupos de objetos
em estudo que compartiham algo em comum. Geralmente, estes diagramas sao
usados para descrever conjunto de intersecdes (N). Para andlise de intercessédo entre
os grupos NV(dayO), PV(day 30-45), PV(year 1-9) e PV(year10-11) foi utilizado o
software Bioinformatics & Evolutionary Genomics, disponivel em
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Através do software foi possivel
gerar uma tabela e um grafico sob a forma de diagrama, indicando quais elementos
(biomarcadores fenotipico/funcional e de expressdo génica) estdo em intercessdo

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

4.17.3 Analise do perfil de biomarcadores por heatmap

Outra ferramenta utilizada para analise do perfil de biomarcadores foi o
heatmap, que é uma representacdo grafica dos dados, onde os valores individuais
contidos na matriz sdo representados por cores. Para sua construgéo foi elaborada
uma matriz para cada biomarcador selecionado no diagrama de Venn considerando
todos os grupos de estudo ndo vacinados e primovacinados. Foi calculada a mediana
global do index (cultura estimulada 17DD/cultura controle) ou RQ dos individuos por
biomarcador selecionado e discriminado um valor minimo e um valor maximo para

definicdo das cores na matriz. Os valores de index ou RQ acima da mediana global,



préximos a mediana e inferiores a mediana foram representados por diferentes cores
respectivamente. Entdo através dessa codificagdo de cores foi possivel 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 Analise dos dados por arvore de decisao

A arvore de decisdo surge como uma ferramenta auxiliar de analise com o
intuito de classificar, gerar regras de associagdes e “clusterizar’ os dados. O objetivo &
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 arvore é organizada hierarquicamente da seguinte forma:

(a) Raiz - & o atributo que confere a melhor acuréacia para a classificagdo dos conjuntos
pré-definidos;

(b) N6 interno (ndo-folha) — E o préximo atributo da hierarquia. E rotulado com o nome
de um dos atributos previsores;

(c) Ramos (ou arestas) — Saem da raiz ou de um no6 interno. Sédo rotulados com os
valores do atributo naquele né;

(c) Folha- E rotulada com uma classe, a qual € a classe prevista para exemplos que
pertengam aquele noé folha (44)

O algoritmo para a indugéo das arvores de decisdo utiliza a estratégia “dividir
para conquistar’, ou seja, um problema complexo é decomposto em subproblemas
mais simples. A idéia basica do algoritmo é escolher um atributo; estender a arvore
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 discriminagao entre as classes para os registros (exemplos) nas folhas.
O atributo com maior ganho de informagdo é utilizado para realizar a primeira
separacao dos dados (44).

As arvores de decisédo foram avaliadas estatisticamente pelos testes de Fisher
ou chi-quadrado e para avaliacdo de performance, foram construidos graficos de
dispersdo 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 representagdo esquematica de uma arvore de

decisao.

Ramo Ramo
Ramo, Ramo
| Folha | | Folha |
| Folha | | Folha |

Figura 9: Representacdo esquematica de uma arvore de decisdo. Atributo Raiz e N6
representados por elipses. Os ramos representados por linhas conectoras e folhas
representadas por retangulos.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise comparativa da Assinatura Ascendente de biomarcadores
fenotipicos e funcionais de Linfécitos, utilizando o grupo 30-45 dias pos-
vacinagdao PV(day30-45) como referéncia, ap6s estimulo in vitro com antigeno
da vacina 177DD

Para anadlise do perfil de marcadores fenotipicos e funcionais relacionados a
memoéria poés-imunizagéo de individuos primovacinados com a vacina antiamarilica,
apo6s estimulo in vitro com antigeno da vacina 17DD, foi utilizada a estratégia de
andlise de Assinatura Ascendente de biomarcadores utilizando o grupo PV(day30-45)
como referéncia (Figura 10).

Esta analise foi realizada em todos os grupos de estudo. Os individuos que
apresentaram baixos index, ou seja, valores abaixo da mediana global, foram
demonstrados na forma de retangulos brancos e os considerados altos index foram
coloridos conforme a cor referente a cada grupo: PV(day 30-45) preto, NV(dayO)
cinza claro, PV(year 1-9) cinza escuro e PV(year 10-11) cinza médio (Figura 10).

Apo6s esta categorizagdo, os individuos que apresentaram altos index para
determinada variavel, foram utilizados para calculo da frequéncia de individuos alto
produtores. Esse resultado obtido da frequéncia foi ordenado de forma crescente, ou
seja, ascendente para selegdo dos biomarcadores mais relevantes (acima do
percentil 50) utilizando um grafico de barras. Estes biomarcadores importantes foram
grifados em destaque no eixo X de cada grafico.

A curva ascendente gerada pelos resultados obtidos no grupo referéncia PV(day
30-45), que é o grupo que apresenta 0 maximo da resposta imunolégica p6s vacinal,
foi utilizada sobreposta aos graficos gerados pelos grupos de individuos alto
produtores de cada grupo analisado: NV(day0), PV(year 1-9) e PV(year10-11) para
compara-la a estes grupos.

Foram identificados no grupo referéncia PV(day30-45) 7 biomarcadores
fenotipicos 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 CDS8,
TNF CD19, TNF CD4, IFN CD8, TNF CD8, IL-5 CD19 e IL-5 CD4.
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No grupo de individuos com 1 a 9 anos apés a primovacinagéo PV(year1-9),
quando comparados ao grupo referéncia PV(day 30-45), todos biomarcadores
fenotipicos, com excegdo do nCM CD19 continuaram altos. Em relagdo aos
biomarcadores funcionais, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4, IFNCD8, TNFCD8 e IL-5CD4
também estavam frequentes em mais de 50% dos voluntarios considerados altos
index,demonstrando entdo que a meméria imunolégica gerada nos individuos com 1
a 9 anos apds a primovacinagdo manteve-se persistente.

Ja no grupo de individuos com 10 a 11 anos apés a primovacinagdo PV(year10-
11), observou-se um retorno dos niveis basais das células de memoria. Quando
comparados ao grupo referéncia, todos os biomarcadores fenotipicos e
funcionais,destacados pelos quadros pontilhados, ficaram abaixo de 50% da
frequéncia de voluntarios altos index, sugerindo entdo a necessidade de revacinagéo

antiamarilica apés 10 anos.
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Figura 10: Analise comparativa da assinatura ascendente de biomarcadores utilizando
o resultado obtido pelo grupo 30-45 dias pés-vacinagao PV(day30-45) como referéncia.
O perfil panoramico de biomarcadores (fenétipos e citocinas) de cada individuo, em cada
grupo, esta demonstrado por diagramas. A mediana global foi o ponto de corte para
segregacdo de individuos em baixos index e altos index. Os retangulos brancos representam
os individuos baixos index, os retangulos pretos e cinzas representam os individuos alto
index e os retangulos rachurados representam index nédo calculados. A frequéncia (%) de
individuos altos index esté representado pelos numeros abaixo dos diagramas. Os graficos
de barras representam a frequéncia de individuos altos index (eixo Y) por biomarcadores
fenotipicos e funcionais relacionados a meméria pés vacinagdo com 17DD (eixo X). A andlise
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 sobreposicéo das assinaturas ascendentes as
barras geradas pelas frequéncias de cada grupo. A linha pontilhada destaca o percentil 50 da
frequéncia de voluntarios altos index. O quadro pontilhado destaca os biomarcadores acima
do percentii 50 do grupo PV(day30-45) utilizado como referéncia para as andlises
comparativas. O mesmo quadro foi transposto para os graficos dos demais grupos para
facilitar a analise comparativa. Os biomarcadores acima do percentil 50, de todos os grupos,
foram grifados em destaque no eixo X de cada gréafico. Os biomarcadores que diminuiram em
relacé@o ao grupo referéncia foram representados por asterisco (*).
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5.2 Avaliacao do perfil de biomarcadores fenotipicos e funcionais, emlinfécitos
de adultos primovacinados apés 10-11 anos, PV (year10-11), categorizados

segundo a idade, ap6s estimulo in vitro com antigeno da vacina 17DD.

Na figura 11, destaca-se o perfil de biomarcadores fenotipicos e funcionais dos
linfécitos 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 meméria imunoldgica apds 10 anos de vacinacéo (Figura 11). Essa analise
foi realizada a fim de esclarecer se existe algum viés no grupo, uma vez que ele é
constituido por individuos mais velhos (até 74 anos) e que naturalmente podem
perder a memoria a diferentes antigenos e ndo apenas ao antigeno vacinal amarilico
17DD.

O primeiro subgrupo foi composto de adultos jovens de 20-30 anos de idade, o
segundo de adultos com idade intermediaria de 31-40 anos de idade e o terceiro
subgrupo de adultos em idade mais avangada com 41-74 anos de idade.

No primeiro grupo, de adultos de 20-30 anos de idade, dos 15 biomarcadores
fenotipicos e funcionais mais relevantes, conforme grupo referéncia PV(day30-45), 11
ficaram abaixo de 50% da frequéncia do grupo de voluntarios que apresentaram altos
index, ou seja, observou-se um retorno aos niveis basais do nimero de células de
memoéria.

No segundo grupo, de adultos com idade intermediaria de 31-40 anos, a perda de
biomarcadores de meméria foi ainda mais significante, pois dos 14 biomarcadores
fenotipicos e funcionais relevantes, conforme grupo referéncia PV(day30-45), 13
ficaram abaixo de 50% da frequéncia de voluntarios com alto index.

E no udltimo grupo, composto de adultos com idade mais avangada de 41-74 anos,
dos 15 biomarcadores fenotipicos e funcionais relevantes, conforme grupo referéncia
PV(day30-45), 11 biomarcadores também ficaram abaixo do percentii 50 da
frequéncia de voluntarios alto index.

Em suma, pode-se observar que ha reducdo de biomarcadores
fenotipico/funcionais relacionados com a memoria antiamarilica 17DD, quando
comparado ao grupo referéncia PV(day30-45), e esta reducdo ocorre de forma
significativa, independente da idade do voluntario. Reforga ainda que a reducédo da

memoria antiamarilica 17DD é um fendmeno associado ao tempo pods-vacinagao.
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Figura 11: Avaliacao, do perfil de biomarcadores fenotipicos e funcionais, em linfécitos
de adultos primovacinados apés 10-11 anos PV(year10-11) categorizados segundo a
idade, apos estimulo in vitro com antigeno da vacina 17DD. O primeiro grafico de barras
representa o subgrupo de adultos jovens (20-30 anos de idade), o segundo grafico
representa o subgrupo de adultos com idade intermediaria (31-40 anos de idade) e o terceiro
grafico representa o subgrupo de adultos em idade mais avancada (41-74 anos de idade). Os
respectivos graficos de barras representam a frequéncia de individuos com altos index (eixo
Y) por biomarcadores fenotipicos e funcionais relacionados a meméria 10-11 anos pos-
vacinagdo 17DD (eixo X). A andlise comparativa do perfil de biomarcadores entre os grupos
PV(day30-45) e PV(year10-11) foi realizada pela sobreposi¢do da assinatura ascendente do
grupoPV(day30-45) pelos graficos do subgrupos ja descritos. A linha pontilhada destaca o
percentil 50 da frequéncia de voluntarios altos index. O quadro pontilhado destaca os
biomarcadores acima do percentil 50 do grupo PV(day30-45) utilizado como referéncia para
as andlises comparativas. O mesmo quadro foi transposto para os graficos dos demais
grupos para facilitar a andlise comparativa. Os biomarcadores acima do percentil 50 foram
grifados em destaque no eixo Y de cada grafico. Os biomarcadores que diminuiram em
relacé@o ao grupo referéncia foram representados por asterisco (*).
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5.3 Avaliagdo do conjunto de biomarcadores fenotipicos / funcionais
importantes para monitorar a memoria imunolégica apés a vacinagao primaria

antiamarilica (17DD)

A fim de melhorar a selegdo de biomarcadores relevantes que monitorem a
memoéria imunolégica apds a vacinagao primaria antiamarilica, foi realizada a analise
do diagrama de Venn. Essa abordagem complementar foi utilizada para definir, entre
os 22 biomarcadores relacionados a meméria, aqueles presentes simultaneamente
(Intersecéo entre os grupos) e aqueles biomarcadores Unicos para um determinado
grupo clinico.

Um diagrama simétrico foi construido para identificar os atributos dentro da
intersecdo entre PV(day30-45) e PV(year1-9), que seriam considerados
biomarcadores de protecédo (Figura 12). A analise dos dados demonstrou que 10 dos
22 biomarcadores (eEfCD4, EMCD4, CMCD19, EMCD8, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4,
IFNCD8, TNFCDS8 e IL-5CD4) estavam comumente presentes em mais de 50% dos
voluntarios em PV(dia 30-45 ) & PV(ano1-9) (Figura 12- Diagrama de Venn). A
analise de desempenho dos 10 biomarcadores comuns entre os grupos PV(day 30-
45) e PV(year1-9) demonstrou que EMCD4, CMCD19, EMCDS8 e IL-5CD4 séo os
biomarcadores mais promissores, porém quando utilizados individualmente,
apresentaram baixa precisdo global (AUC = 0,7), segundo Swets (1988) (45) (Figura
12 - tabela).

Com o intuito de melhorar a acuracia global dos biomarcadores fenotipicos e
funcionais relacionados a memoria para discriminar os individuos dos grupos
PV(day30-45) & PV(year1-9) de NV(day0) & PV(year10-11), os perfis dos
biomarcadores selecionados foram avaliados através da analise 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 analise
de desempenho do valor médio global demonstrou melhores indices de
caracteristicas operacionais, aumentando a precisdo 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 dispersao e
curva ROC).



Os valores médios globais de biomarcadores fenotipicos / funcionais de cada
voluntario foram ainda utilizados para calcular o estado de memoria resultante
juntamente com os titulos de PRNT. Para tanto, foi feito uma placa de memoéria
(“MemoryBoard”)para compilar os dados categéricos de P & F (média geral> 1,3) e
PRNT (> 2,9mIU / mL) para cada voluntario e posteriormente calcular o estado da
memoria resultante que chamamos de: Nenhum, presenca de P & F, presenca de
PRNT ou presenga simultanea de ambos os atributos de meméria (P & F e PRNT)
(Figura 3 - diagramas cinza-sombreados). A analise dos dados demonstrou que no
grupoNV(day0) ha uma proporgéo predominante (78%) de individuos sem atributos
de memodria (Nenhum), enquanto no PV(day30-45) ha uma clara maioria (81%) dos
voluntarios apresentando ambos atributos de meméria. Observou-se também que no
PV(year1-9) houve uma prevaléncia sustentada de voluntarios com ambos atributos
de memodria (55%). No entanto, no grupo PV (year10-11) foi observada uma queda na
frequéncia de voluntarios com ambos os atributos de memodria (24%).
Independentemente da proporgéo restante de individuos com memoria PRNT (47%)
observada no grupo PV(year10-11), ficou evidente que mais de 20% dos individuos
vacinados ndo possuem atributo de memoria 10-11 anos apds a vacinagéo primaria
antiamarilica (Figura 12- gréaficos de barras).
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Conjunto de biomarcadores fenotipicos/ fundonais importantes para monitorar amemériaimunolégica apés a vadnagdo primaria
antiamarilica (17DD)

Diagrama de Venn - Seleg&o de Desempenho de biomarcadores fenotipicos / funcionais comuns em PV/(day 30-45) & PV(year1-9)
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Figura 12. Conjunto de biomarcadores fenotipicos/funcionais importantes para
monitorar a memoéria imunoldgica ap6s a vacinagado primaria antiamarilica (17DD). A
analise do diagrama de Venn foi realizada para identificar a intersecdo de biomarcadores
fenotipicos / 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 prote¢éo. Os indicadores de desempenho (cut-
off, precisdo, sensibilidade-Sen e especificidade-Esp) para os dez biomarcadores comuns
selecionados (eEfCD4, EMCD4, CMCD19, EMCD8, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4, IFNCDS8,
TNFCDS8 e IL-5CD4) estdo fornecidos na tabela. A analise de heatmap foi realizada para
ilustrar o perfil dos biomarcadores P & F comuns em PV (day30-45) e PV (year1-9).0 index
meédio foi calculado considerando todos os 10 biomarcadores. Os maiores valores de index
foram representados pela coloragdo,vermelha, os valores préximos a mediana global pela cor
preta e os menores valores pela cor verde.Histogramas foram construidos para destacar a
frequéncia de voluntarios acima do index médio. O grafico de dispersédo foi construido 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 andlise da curva
ROC.A placa de meméria (Memory board) foi utilizada para determinar o estado da meméria
resultante para cada individuo, considerando o P&F (index médio de 10 biomarcadores> 1,3)
e PRNT (>2,9 logmUI / mL). As estatisticas das colunas foram utilizadas para calcular a
propor¢do de individuos que exibem status distinto da memdria resultante, referida como
“‘nenhum” (), P&F (), PRNT (mm) e ambos(mm). A meméria resultante para os 10
biomarcadores P&F e PRNT foi exibida em graficos de barras. As diferencas significativas em
p<0,05 (teste Qui-quadrado) da memoria 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 Selecao dos melhores biomarcadores fenotipicos / funcionais utilizados
para monitorar a memoria imunolégica apds a vacina¢cao primaria antiamarilica
(17DD)

Para selecionar os principais biomarcadores, dentre os 22 relacionados a
memoéria imunoldgica pds primo-vacinagéo, foi utilizada primeiramente a analise de
Arvore de Decisdo. Esta abordagem é capaz de selecionar os atributos de raiz
fenotipicos e funcionais que apresentam o melhor desempenho (Figura 13).

A analise de dados demonstrou que EMCDS8 e IL-5CD4 foram os dois melhores
atributos fenotipicos 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 EMCDS8 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 caracteristicas operacionais desses atributos raiz, foi
realizada uma analise combinada do indice médio de EMCD8 & IL-5CD4 utilizando
heatmap, grafico de dispersdo e curva ROC (Figura 13 - graficos de desempenho).
Os dados demonstraram que a analise combinada de EMCD8 e IL-5CD4, como
biomarcadores fenotipicos / funcionais principais para monitorar a memoria
imunolégica pds vacinagdo antiamarilica, apresentou desempenho aumentado (AUC
= 0,8, Sen = 75%, Esp= 73%) quando comparado a utilizagédo individual de um Unico
atributo (EMCDS8 ou IL-5CD4) (Figura 13 - painéis superiores).

Os valores globais do indice médio para EMCD8 & IL-5CD4 foram ainda
utilizados para calcular o estado da meméria resultante juntamente com os titulos
PRNT de cada voluntario. Uma placa de memoéria (“Memory Board”) foi construida
utilizando os dados categéricos de EMCD8 e IL-5CD4 (média geral> 1,3) e PRNT (>
2,9mUl / mL) para cada voluntario e calculado o estado da meméria resultante (Figura
13 - diagrama sombreado de cinza). Os resultados demonstraram que enquanto o
grupo NV(dayO) apresentou maior proporgéo (81%) de individuos sem atributos de
memoria (Nenhum), o grupo PV (day30-45) mostrou predominancia (80%) de
voluntarios com ambos atributos de meméria. No PV(year1-9) houve uma prevaléncia
persistente de voluntarios com ambos atributos de meméria (51%). Por outro lado, no
PV (year10-11) observou-se uma diminuigdo notavel na proporgcéo de voluntarios com
ambos os atributos de memoéria (29%). Apesar de 42% dos individuos ainda
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apresentarem a memoéria PRNT apés 10-11 anos da vacinagdo primaria 17DD, é
importante salientar que mais de 22% destes vacinados ndo possuem os dois

atributos de memoéria (biomarcadores P & F e PRNT) (Figura 13 —grafico de pizza).



Principais biomarcadores fenotipicos/ funcionaise PRNT importantes para monitorar amemoériaimunolégica apds a vacinagdo primaria antiamarilica (17DD)
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Figura 13. Principais biomarcadores fenotipicos/funcionais importantes para monitorar
a memoéria imunolégica ap6s a vacinagao primaria antiamarilica (17DD). A analise da
arvore de deciséo foi realizada para identificar os atributos de raiz (CO)para biomarcadores
fenotipicos / 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
fenotipicos e funcionais relacionados a memoria 17DD respectivamente. Para o Heatmap foi
utilizado o index médio dos dois principais biomarcadores P & F (EMCD8 e IL-5CD4).
Voluntarios que apresentaram index abaixo do valor médio foram representados pela cor
branca(3) e acima do valor médio pela cor(C3) O grafico de disperséo foi construido para
demonstrar a sensibilidade (Sen) e a especificidade (Esp) dos dois biomarcadores P & F,
empregando o limite de corte (index médio = 1,3) fornecido pela andlise da curva ROC. A
placa de memoéria (Memory board) foi utilizada para determinar o estado da memoria
resultante para cada individuo, considerando o P&F (index médio dos 2 biomarcadores> 1,3)
e PRNT (>2,9 log mUI / mL). As estatisticas das colunas foram utilizadas para calcular a
propor¢do de individuos que exibem status distinto da meméria resultante, referida como
“nenhum” (3),top-2 P&F (), PRNT (E8) e ambos (mm). O status de memoria resultante
dentro de cada categoria, conforme determinado pelos dois biomarcadores P & F e PRNT, foi
exibido em gréaficos de pizza. As diferencas significativas em p<0,05 (teste Qui-quadrado) da
memoria 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 Alteracbes nos titulos de anticorpos neutralizantes e biomarcadores
relacionados com a memoria fenotipica / funcional em momentos distintos apés

a vacinagao primaria antiamarilica 17DD

Para determinar se as alteragbes nos titulos de PRNT bem como as
caracteristicas relacionadas com a meméria de P & F observadas apés a vacinagdo
primaria 17DD exibem um perfil continuamente decrescente, foi realizada a analise de
correlacdo de Spearman. Os dados foram apresentados como um diagrama de
dispersao de valores individuais (Figura 14).

Os resultados demonstraram um padrdo dependente do tempo de diminuicéo
nos titulos de anticorpos neutralizantes (PRNT) bem como caracteristicas fenotipicas
/ funcionais, com index mais baixos (YF-Ag / CC) aos 10 anos apés a vacinagao
primaria. Os indices de correlagdo 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

indices de correlagéo (Figura 14 - fundo cinza).
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Alteragdes nos titulos de anticorpos neutralizantes e biomarcadores relacionados com a meméria
fenotipica / funcional em momentos distintos apds a vacinagéo primaria antiamarilica 17DD
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Figura 14. Alteracées nos titulos de anticorpos neutralizantes e biomarcadores
relacionados com a memodria fenotipica / funcional em momentos distintos apés a
vacinacao primaria antiamarilica 17DD. As andlises de correlacdo foram realizadas para
validar o declinio dependente do tempo nos titulos de anticorpos neutralizantes e
caracteristicas fenotipicas / funcionais relacionadas com a meméria 17DD. Os dados foram
expressos como distribuicdo de dispersdo de valores individuais ao longo dos diferentes
tempos pés vacinacéo primaria 17DD (eixo x) por titulos de anticorpos neutralizantes (PRNT)
bem como caracteristicas fenotipicas e funcionais (Index YF-Ag / CC) (eixo y). O teste de
correlagédo de Spearman foi aplicado para identificar perda significativa relacionada ao tempo
de memodria relacionada com biomarcadores. Os indices de correlagdo (p e r) e a faixa de
confianga de 95% foram fornecidos na figura. Os atributos com indices de correlagdo mais
altos (valores r) foram destacados com um fundo cinza.



5.6 Perfil de Expressdao Génica em momentos distintos apos a vacinagdo

primaria antiamarilica 17DD em adultos

Antes da avaliagdo do perfil de expressdo génica em adultos primovacinados
em diferentes tempos pos vacinagao, foi realizado um teste para determinagédo do
melhor controle endégeno para os ensaios. Foram utilizados 4 genes constitutivos:
BACT, GAPDH, HPRT1 e 18S. A analise da uniformidade de expressdo do controle
endégeno nas amostras foi realizada por comparagdo dos resultados de
Quantificagdo Relativa (RQ) e a escolha foi feita pelo candidato com menor desvio
padréo de RQ entre as amostras (Figura 15).

Entre os candidatos, os genes BACT e GAPDH foram os que apresentaram
menor desvio padrdo entre os resultados das amostras testadas (Figura 15). Optou-

se por utilizar o gene BACT.
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Figura 15: Determinacédo do controle endégeno. Os dados foram expressos pelos valores
de Quantificagdo Relativa (eixo y) por gene constitutivo (eixo x). O desvio padrdo foi
representado pela barra horizontal em cada gene testado.

Posteriormente, para determinagédo do perfil de expressdo génica em adultos
primovacinados, os testes foram realizados em duplex (amostra+ ACTB+ Gene alvo)
e os resultados foram representados pelos graficos de barras e assinaturas (Figura
16). Os resultados demonstraram que IFN e IL-10 foram os melhores biomarcadores
como correlatos de protecdo. A expressdo génica de IFN apresentou um aumento
significativo nos individuos do grupo PV(day30-45) em relagdo ao individuos néo
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vacinados NV(day0), manteve-se elevado no grupo PV(year1-9) e diminuiu
consideravelmente no grupo PV(year10-11) em relagdo aos grupos vacinados
PV(day30-45) e PV(year1-9). Ja a expresséo de IL-10, apresentou-se com um perfil
inverso, houve uma queda significativa desta citocina nos individuos do grupo
PV(day30-45) em relacéo ao grupo NV(day0O), manteve-se baixo no grupo PV(year1-
9) e aumentou significativamente no grupo PV(year10-11) em relacdo aos grupos
PV(day30-45) e PV(year1-9) (Figura 16). Estes biomarcadores foram considerados
como 0s mais promissores para determinagdo da meméria pds primovacinagao
antiamarilica (graficos de barras com fundo rosa). Outros biomarcadores foram
considerados possiveis candidatos a correlatos de protecdo e foram representados
pelos graficos de barras de fundo azul. Foram eles: CCL5, CXCL8, TNF e IL-12.

O perfil panoramico dos biomarcadores em cada grupo foi demonstrado por
graficos de assinatura (Figura 16). Estes graficos representam a frequéncia de
individuos com expresséo génica (Quantificacdo Relativa- RQ) superior a Mediana
Global por biomarcadores relacionados a memoéria pds vacinagdo com 17DD (eixo X).
A analise 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 sobreposicdo das
assinaturas ascendentes as barras geradas pelas frequéncias de cada grupo. E esta
estratégia foi utilizada para selecionar os biomarcadores com mais de 50% de
voluntarios acima do indice de corte utilizado para andlise 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 analise comparativa entre os
grupos revelou que NV(dayO) apresentou uma deficiéncia de 4 biomarcadores
relacionados com a meméria dos 6 citados em PV (day30-45) (CCL5, CXCL8, TNF e
IL-12) e um nivel 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 excegdo 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 referéncia (Figura
16).Esses 2 biomarcadores (IFN e IL-10) foram considerados os “Top-Two” como

Correlatos de Protecéo.
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Figura 16. Perfil de Expressdao Genética em Momentos Distintos apds a vacinacao
primaria antiamarilica 17DD em adultos

O perfil de expressdo génica foi representado pelos graficos de barras e assinaturas. Os
grupos de estudo foram representados pelas cores NV(day0) (=3), PV(day30-45) (mm),
PV(year1-9) (mm)e PV(year10-11) ((3). Os biomarcadores considerados possiveis candidatos
a correlatos de protecdo foram representados pelos graficos de barras de fundo azul e os
biomarcadores considerados os correlatos de protegdo mais promissores foram
representados pelos gréaficos de barras de fundo rosa. As diferengas significativas (p < 0,05)
entre o grupo NV(day0) e PV(day30-45) e demais grupos de estudo estdo representados pelo
asterisco (*) e linhas conectoras respectivamente. O perfil panoramico dos biomarcadores em
cada grupo estd demonstrado por graficos de assinatura. Estes graficos representam a
frequéncia de individuos com expressdo génica (Relative Quantification- RQ) superior a
Mediana Global (eixo Y) por biomarcadores relacionados @ memoéria pds vacinagdo com
17DD (eixo X). A andlise 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 sobreposigdo das
assinaturas ascendentes as barras geradas pelas frequéncias de cada grupo. A linha
pontilhada destaca o percentil 50 da frequéncia de voluntarios. Os biomarcadores acima do
percentil 50, no grupo referéncia PV(day30-45), foram coloridos em destaque no eixo X de
cada grafico. Em azul estdo representados os possiveis correlatos de protecéo e em rosa os
melhores (Top-Two) correlatos de protegéo.
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5.7 Conjunto de biomarcadores de expressao génica relevantes para monitorar

a memoria apds a vacinagao primaria 17DD

A fim de melhorar a selegdo de biomarcadores relevantes que monitorem a
meméria imunoldgica apds a vacinagao primaria antiamarilica, foi realizada a analise
do diagrama de Venn posterior aos graficos de radar (Figura 17). Os gréaficos de
radar representam a frequéncia de individuos com expressao génica (RQ) superior a
mediana global para avaliar a resposta imunoldgica antes e em diferentes momentos
apds a vacinagdo primaria. No grupo referéncia, 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,L-12 e IL-5). Nos grupos
NV(day0) e PV(year10-11) houve uma diminuicdo da area do gréafico radar quando
comparados aos grupos PV(day30-45) e PV(year1-9), demonstrando uma queda,
com excegdo de IL-10, de biomarcadores relevantes para o monitoramento da
memoria apds a vacinagao 17DD (Figura 17).

O Diagrama de Venn foi utilizado como uma abordagem complementar para
definir, entre os 11biomarcadoresde expressdo génica relacionados a memoria,
aqueles presentes simultaneamente (Intersecdo entre os grupos) e aqueles
biomarcadores Unicos para um determinado grupo clinico. Os resultados
demonstraram que INF, CCL5 e TNF eram comuns entre os grupos PV(day30-45) e
PV(year1-9); CXCL8 entre NV(day0O) e PV(day30-45) ;IL-12 estava presente nos trés
grupos de individuos vacinados e IL-10 presente em NV(dayO) e PV(year10-11)
(Figura 17).

Os resultados demonstraram, através dos graficos de dispersdo e curva ROC,
que o IFN, CCL5 e IL-10apresentaram os melhores desempenhos para segregar os
individuos “ndo protegidos” NV(day0) & PV(year10-11) dos “protegidos” PV(year30-
45) & PV(year1-9).
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Conjunto de Biomarcadores de Expressado Génica Relevantes para Monitorar a Meméria apés a Vacinagao Priméria 17DD
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Figura 17.Conjunto de biomarcadores de expressao genética relevantes para monitorar
a memoéria apds a vacinagao primaria 17DD.

Os gréficos de radar representam a frequéncia de individuos com expresséo génica
(Quantificagdo Relativa- RQ) superior a mediana global para avaliar a resposta imunolégica
antes e em diferentes momentos ap6s a vacinagdo primaria. O circulo interno representa
percentil 50 para cada parametro (citocinas e quimiocinas), que foi tomado como limite para
definir frequéncias pertinentes de individuos com niveis mais elevados de um determinado
biomarcador (*). O diagrama de Venn assimétrico foi construido para selecionar os
biomarcadores presentes simultaneamente (Intersec&o entre os grupos) e aqueles
biomarcadores unicos para um determinado grupo clinico, sendo NV(day0) = azul, PV(day30-
45) =vermelho, PV(year1-9) = amarelo e PV(year10-11) =verde. Os gréficos de dispersdo
foram construidos para demonstrar a sensibilidade e a especificidade dos 5 biomarcadores
de expressé@o génica comuns entre os grupos PV(day30-45), PV(year1-9) e NV(day0) e 1
biomarcador comum entre NV(dayO) e PV(year10-11), empregando limites de cortes (RQ
meédio) individuais. As curva ROC demonstraram a acuracia de cada um dos 6 biomarcadores
através da area sob a curva (AUC).
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5.8 Anadlise exploratéria de alta dimensdao de biomarcadores relevantes para

monitorar a memoéria apo6s a vacinag¢ao primaria 17DD

A fim de identificar possiveis correlagbes entre os biomarcadores de
expressao génica (Atributos Fonte), com os biomarcadores de meméria fenotipica,
memoéria funcional e também expressdo génica (Atributos Destino), foi construida
uma rede de biomarcadores, utilizando o programa Cytoscape 3.4.0 (Figura 18).Para
identificar quais sdo 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 individuos com
frequéncia de expressdo génica (Quantificacdo Relativa- RQ) ou index (YF-Ag/CC)
inferior a mediana global (Baixo Produtores) e as cores mais escuras, os individuos
com frequéncia superior a Mediana Global (Alto Produtores). Na rede, as linhas mais
largas representaram os individuos Alto Produtores e as linhas finas os Baixo
produtores.Os Atributos Fonte (biomarcadores de expressdo génica) de cada grupo
de estudo foram tracadas na metade esquerda da Rede, enquanto os Atributos
destino de expressdo génica, memoria fenotipica e funcional foram plotadas na
metade direita da rede (Figura 18)

De acordo com os resultados, os individuos Alto produtores (atributos
fonte)dos grupos PV(day30-35) e PV (year1-9) se correlacionam com maior
intensidade com os atributos destino em relagéo aos grupos NV(dayO) e PV(year10-
11). Porém essas correlagdes sdo detectadas também inespecificamente ao longo de
toda a rede, ou seja, é possivel observar correlagdes entre os atributos fonte,
independente do grupo de estudo, com varios atributos destino (atributos de meméria
fenotipica, funcional e de expressdo génica). Diante disso, considera-se que os
biomarcadores de expressdo génica sdo complementares e ndo substitutivos aos
biomarcadores fenotipicos e funcionais para determinacdo da memodria apoés a

vacinagao primaria antiamarilica.
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Figura 18. Anadlise exploratéria de alta dimenséao de biomarcadores relevantes para
monitorar a memoéria apés a vacinagao primaria 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” (expressdo génica) e a segunda com
os “atributos destino”’(expressé@o génica, memoria fenotipica e memoéria funcional). As cores
mais claras representam os individuos com frequéncia de expressdo génica (Relative
Quantification- RQ) ou index (YF-Ag/ CC) inferior a Mediana Global e as cores mais escuras,
superior a Mediana Global. A rede de biomarcadores representa a correlagdo entre os
“atributos fonte” e os “atributos destino”. Os “atributos fonte” de cada grupo de estudo foram
tragadas na metade esquerda, enquanto os “atributos destino” de expresséo génica, memoria
fenotipica e funcional foram plotadas na metade direita da rede. As linhas conectoras mais
finas representam os individuos com frequéncia de expresséo génica (Relative Quantification-
RQ) inferior a Mediana Global e as linhas mais largas, superior a Mediana Global.
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5.9 Melhores atributos selecionados através da expressao génica e PRNT para
monitoramento da memoéria imunolégica apés a vacinacdo primaria

antiamarilica 177DD

Para selecionar os principais biomarcadores, dentre os 11 relacionados a
memoéria imunoldgica pds primo-vacinagéo, foi utilizada primeiramente a analise de
Arvore de Decisdo. Esta abordagem é capaz de selecionar os atributos de raiz de
expressao génica que apresentam o melhor desempenho (Figura 19).

A andlise de dados demonstrou que IFN e IL-10 foram os dois melhores
atributos de expressdo génica 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 caracteristicas operacionais desses atributos raiz, foi realizada uma
analise combinada de IFN & IL-10 utilizando também a analise de Arvore de Decis&o
e grafico de dispersdo. Os dados demonstraram que a andlise combinada de IFN& IL-
10, como biomarcadores de expressdo génica principais para monitorar a meméria
imunolégica pds vacinagdo antiamarilica, apresentou desempenho melhorado(Sen =
65%, Esp= 78%) quando comparado a utilizagao individual de um Unico atributo (IFN
ou IL-10) (Figura 19-Arvore de Decisao e Scatter).

Os valores globais do indice médio para IFN& IL-10 foram ainda utilizados para
calcular o estado da memdria resultante juntamente com os titulos PRNT de cada
voluntario. Uma placa de meméria (“Memory Board”) foi construida utilizando os
dados categoéricos de IFN & IL-10 (média geral>4,5&<0,5) e PRNT (> 2,9mUl / mL)
para cada voluntario e calculado o estado da meméria resultante (Figura 19 -
diagrama sombreado de cinza). Os resultados demonstraram que enquanto o grupo
NV(day0) apresentou maior proporgdo (78%) de individuos sem atributos de meméria
(Nenhum), o grupo PV (day30-45) mostrou predominancia (58%) de voluntarios com
ambos atributos de meméria. No PV(year1-9) houve uma prevaléncia persistente de
voluntarios com ambos atributos de meméria (63%). Por outro lado, no PV (year10-
11) observou-se uma diminuicdo notavel na proporgéo de voluntarios com ambos os
atributos de memoria (14%). Apesar de 57% dos individuos ainda apresentarem a

memoria PRNT apés 10-11 anos da vacinagdo primaria 17DD, é importante salientar
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que mais de 22% destes vacinados ndo possuem os dois atributos de memdria
(biomarcadores de expressdo génica e PRNT). Quando juntamos os grupos
NV(day0)& PV(year10-11) (Grupo Nao Protegido) e PV(day30-45)&PV(year1-9)
(Grupo Protegido), apenas 8% do Grupo Nao Protegido apresentava os dois atributos
de meméria simultaneos, enquanto que no Grupo Protegido 63% possuiam ambos
(Figura 19 —grafico de pizza).
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Figura 19: Melhores atributos selecionados através da expressdo génica e PRNT para
monitoramento da memaria imunolégica apé6s a vacinagao primaria antiamarilica 17DD

As Arvores de decisdo representam a categorizagdo dos grupos de estudo “néo protegidos”
[NV(dayO & PV(year10-11)] e “protegidos” [PV(day30-45 & PV(year10-11)] utilizando como
atributo raiz os 2 melhores correlatos de prote¢éo (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 retangulos brancos ou pretos.

O gréfico de disperséo foi construido para demonstrar a distribuicdo dos individuos (circulos
coloridos) quando utilizado os biomarcadores INF & IL-10 simultaneamente como correlatos
de protegédo, com ponto corte >4,5 & < 0,5 (retangulo cinza). A placa de meméria (Memory
board) foi utilizada para determinar o estado da memodria resultante para cada individuo,
considerando o PRNT (>2,9 logmUl / mL) e IFN & IL-10 (RQ médio dos 2 biomarcadores>4,5
&< 0,5). As estatisticas das colunas foram utilizadas para calcular a proporgéo de individuos
que exibem status distinto da memodria resultante, referida como “nenhum” (C3), PRNT (=9),
IFN &IL-10(==m) e ambos (mm). O status de memoéria resultante dentro de cada categoria,
conforme determinado pelos dois biomarcadores PRNT e IFN &IL-10, foi exibido em gréficos
de pizza. As diferencas significativas em p<0,05 (teste Qui-quadrado) da meméria resultante
foram representadas pelas letras “a", “b", “c", “d", “e" e “f",quando comparados 0s 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.



78

6 DISCUSSAO

Durante anos, a orientagdo convencional da OMS estipulava que a vacinagao
contra Febre Amarela induzia uma imunidade protetora que se iniciava rapidamente
apds a administragéo da vacina e requeria um reforgo a cada 10 anos. Recentemente,
esta recomendacao foi contestada, uma vez que o SAGE (Strategic Advisory Group of
Experts) revisou a recomendagéo sobre esta imunizagdo e concluiu que uma dose
Unica de vacina antiamarilica seria suficiente para conferir uma imunidade vitalicia
(14). Foi proposto que o "reforgo" a cada 10 anos apds a vacinagéo primaria ndo seria
necessario, sugerindo que a duragdo da imunidade apés a primovacinagdo poderia
durar varios anos em mais de 80% dos individuos vacinados (46-53). No entanto, a
Autoridade Sanitaria brasileira, o Ministério da Salde, ainda mantém a recomendagéo
original de uma dose reforco apés 10 anos da primovacinacéo (54).

A alteracdo proposta no protocolo de vacinagéo contra a FA suscitou um debate
mundial, uma vez que as evidéncias clinicas em que este conselho se baseou foram
limitadas. Varios relatos usados para apoiar a nova recomendacgéo foram conduzidos
em coortes de areas nao-endémicas ou regides sem cobertura de vacinagdo contra
FA, e a maioria deles incluiu um pequeno nimero de individuos (55-58).

Consideragdes especiais para as populagdes selecionadas deveriam ter sido
consideradas, uma vez que entre os estudos que abordaram a duragdo da imunidade
por mais de 10 anos apds a vacinagao contra Febre Amarela e que foram realizados
com residentes de areas com cobertura de vacinagdo, demonstraram uma diminuicéo
critica dos anticorpos neutralizantes antiamarilicos em mais de 25% dos individuos
vacinados (49,50,52).

Entre os miultiplos fatores que podem afetar a resposta imunolégica
desencadeada pela vacina antiamarilica, o background genético (59) e as diferengas
ambientais (60) tém sido considerados caracteristicas relevantes. O estudo histérico
mais representativo foi desenvolvido por Poland e colaboradores (1981) (47) e relatou
a persisténcia de anticorpos neutralizantes em 78,4% dos vacinados, mais de 30 anos
apds a vacinagdo primaria. No entanto, este estudo foi realizado em veteranos da
Segunda Guerra Mundial, que viviam no Texas, EUA. E importante mencionar que

esses sujeitos, residentes de area ndo endémica para Febre Amarela e sem cobertura
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vacinal, néo teriam experimentado os supostos eventos de exaustdo imunolégica que
poderiam contribuir para a diminuicdo da meméria como relatado anteriormente (60).

Por outro lado, um outro estudo mostrou niveis mais baixos de resposta de
anticorpos neutralizantes apdés a vacinagdo contra FA em adultos saudaveis de
ascendéncia africana ou hispanicos quando comparados com descendéncia europeia
mista, sem diferengas relacionadas a idade nas respostas da vacina. Constantemente,
a menor persisténcia da meméria humoral e celular foi encontrada em individuos
africanos ap6és a vacinagéo antiamarilica (60). Estes estudos objetivaram o impacto da
revacinacdo na imunidade celular em individuos vivendo em areas endémicas para
Febre Amarela. Foi demonstrado que o microambiente imune afeta a resposta
quantitativa e qualitativa a vacina antiamarilica. Os individuos que vivem em areas
endémicas para Febre Amarela e contam com cobertura vacinal apresentaram uma
reducdo da magnitude das respostas celulares e humorais a vacina, conforme
determinado pelos titulos de PRNT e pela resposta de células T CD8" especificas (60).
No entanto, uma visdo integrada dos correlatos de protecéo que fornecem ferramentas
praticas para monitoramento laboratorial no decorrer de uma linha do tempo da
resposta imune induzida pela vacina antiamarilica ainda s&o limitados.

Em nosso estudo, realizamos uma investigagéo transversal incluindo voluntarios
residentes em areas endémicas para Febre Amarela categorizados de acordo com o
tempo pés vacinacado contra FA (17DD) que consistiu de grupos de individuos néo
vacinados e grupos de individuos primovacinados em diferentes tempos pés
vacinagdo. A caracterizacdo da memoéria especifica contra FA ao longo do tempo pés
vacinagao primaria em uma populagdo que vive em areas endémicas ou regides com
cobertura de vacinagéo contra FA proporciona uma visdo mais robusta para subsidiar
a revisdo da recomendacéo para a necessidade de uma dose de reforgo apés 10 anos
da vacinagdo primaria antiamarilica (17DD). Com isso, aplicamos técnicas
aperfeicoadas para determinacéo dos biomarcadores mais adequados para realizar
uma andlise qualitativa e quantitativa da duragéo da imunidade celular e humoral apés
a vacinagao contra Febre Amarela.

Nossos resultados demonstraram que a meméria efetora de células T CD4" e
CD8", células B de memoéria classica, bem como os titulos de PRNT diminuem no
grupo de pacientes - PV(year10-11), indicando uma fragilidade das respostas de

memoria depois de 10 anos da vacinagdo primaria antiamarilica (dados publicados -
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84). Os resultados da coorte africana citados anteriormente estdo de acordo com os
nossos resultados, indicando que os subconjuntos de células T e B de memodria
especificos podem ser alterados na presenca de um meio imunitario distinto como
evidenciado por titulos de anticorpos neutralizantes baixos apés 6 anos de vacinagéo e
niveis indetectaveis depois de periodos de tempo mais longos (38,60).

Durante a imunizagdo, bem como na infecgdo, um repertério especifico de
células T de memodria (antigeno especifico), permanece relativamente constante e é
mantido por proliferagdo homeostatica impulsionada por citocinas pro-inflamatérias
bem como modulada por citocinas reguladoras (61). Essa afirmagéo corrobora com
nossos achados, onde Campi-Azevedo e colaboradores (2016) demonstraram uma
diminuicdo dos niveis de TNF-(:d IFN-lidloduzidas por células TCD4* e TCDS8',
juntamente com aumento dos niveis de células TCD4'IL-10" ao longo do tempo pds
vacinagao contra FA (84). Esta colecdo de células T de meméria genuinas transmitem
protecdo por toda a vida contra esse patégeno em particular, ou pelo menos para as
fases graves de uma segunda infecgao.

Existem fortes evidéncias de que a exposi¢do repetida ao antigeno melhora a
geracdo e é condicdo sine qua non para induzir imunidade protetora artificial e
respostas de células T de meméria de longa duracgédo (63-68). Contudo, ainda nao esta
claro por que as vacinas as vezes falham na indugcdo deste repertério robusto e
altamente especifico de respostas de células de meméria em uma exposigao singular
ao antigeno da vacina. Por isso, pode ser necessaria uma nova vacinagdo com uma
dose de reforgo para uma exposigdo adicional ao antigeno para obter respostas de
células T de memodria protetoras para coortes especificos de individuos (37,41,48,66-
69,70). A fragilidade na recuperagdo da memoria central e da memoéria efetora de
células T CD4" e CD8", bem como anticorpos de neutralizagdo, pode indicar que é
necessdria uma dose de reforgco ap6s a vacinagao primaria com 17DD para induzir
respostas de células T de memoéria especifica de longa duragéo(38).

No nosso estudo, demonstramos que a geracdo de uma protegcdo de longa
duragdo baseia-se na indugdo de resposta especifica e robusta de células de meméria
T CD4 reguladora e CD8 efetora (dados publicados - 84). As propor¢des relativas da
memoria central e da memoria efetora no sangue diferem entre as células T CD4" e
CD8", sendo a meméria central predominante em CD4" enquanto a meméria efetora
em CD8" (62,69). As células T CD4" s&o essenciais para os eventos imunolégicos que
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levam & montagem e secrecdo de anticorpo. Por outro lado, células T CD8*
reguladoras séo criticas para a ativacdo e proliferacdo de células do sistema
imunolégico, bem como a manutencdo da secrecdo de anticorpos pelas células B
(37,48,70,71). O estabelecimento de uma resposta étima de células T CD4" de
memoria é extremamente importante e depende de estimulos de citocinas para manter
os titulos de anticorpos neutralizantes elevados(37,48,70,71).

Nossos resultados demonstraram também, através da andlise comparativa, que
a vacinagao primaria desencadeia nos pacientes do grupo PV(day30-45) um aumento
de vérios biomarcadores relacionados com a meméria fenotipica e funcional quando
comparados aos individuos ndo vacinados NV(day 0). Este conjunto de biomarcadores
incluiu sete biomarcadores fenotipicos (eEfCD8, eEfCD4, EMCD4, CMCD19, EMCDS,
NCD19 e nCMCD19) e oito biomarcadores relacionados com a memdria 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 meméria 30 dias ap6s a vacinagéo contra
FA (72). De acordo com Akondy e colaboradores (2009), ha uma expanséo de células
TCD8" de memoéria caracterizadas pela falta de CCR7, perda de Ki-67 e re-expressio
de Bcl-2 (72). Foi proposto que a diferenciagdo de meméria € um processo gradual e
continuo, resultando em mudangas sutis no pool de memoéria que podem néo ser
6bvias durante um curto periodo de tempo (72). A expressao uniforme de CD27 foi
observada nos estadios de memdria precoce (3 meses) e tardio (2 anos) com um
aumento sutil ao longo do tempo em relagdo a expressdo de CCR7 e CD127, dois
marcadores associados com memoéria imune de alta qualidade (72). Blom e
colaboradores (2013) também relataram a rapida expansdo das células T
CD8"efetoras apdés a vacinagdo primaria com a vacina contra FA (dia 15 apés
vacinagao), com o fenétipo mais prevalente positivo para PD-1 e negativo para CCR7
e CD45RA. No estagio de memoria no dia 90, este fendtipo PD-1" CD45RA" tinha
mudado para uma perda de PD-1 e re-expressdo de CD45RA (73). Além disso, estes
autores demonstraram que entre as células T CD8" polifuncionais, caracterizadas por
pelo menos dois fendtipos, a positividade para IFN-Ebi uma observacdo evidente nos
dias 10, 15 e 90 (73). O aumento de IFN-l8h conjunto com a IL-5 produzida pelas
células T CD4 * e CD8 * ja foi relatado no dia 30 ap6s a vacinagéo primaria com a

vacina antiamarilica (74).
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No nosso estudo, a maioria dos biomarcadores identificados no dia 30-45
permaneceu consistentemente presente no grupo de individuos 1-9 anos apés a
vacinagdo primaria com 17DD, mas com uma clara perda de magnitude de todos os
biomarcadores relacionados com a memoéria em comparacdo com o grupo de
referéncia PV(day30-45). A diminuicdo dos biomarcadores relacionados a memoria
imune pds vacinacdo observada no grupo de individuos PV(year10-11) nao foi
influenciada pela idade na vacinagdo primaria. Estes resultados corroboram com
estudos anteriores que demonstraram que a idade ndo afeta o indice de
soroneutralizagdo detectado no dia 30 apds vacinagdo primaria contra FA, ao
comparar individuos com idade inferior a 40 anos e aqueles com 40 anos de idade ou
mais (59).

Estudos que abordam o declinio ao longo do tempo da resposta imunolégica
provocada pelas vacinas contra FA demonstraram previamente que os anticorpos
neutralizantes, assim como a resposta de células T especificas para FA, exibem uma
diminuicdo dependente do tempo ap6s a vacinagao primaria (38,46,47).

Por consenso, a presenca de altos titulos de PRNT é considerada o "padrao-
ouro" para monitorar a protecdo desencadeada pela vacinagdo antiamarilica (75).
Nesse sentido, também estd bem documentado que a revacinagdo pode aumentar
efetivamente os titulos de PRNT quando a sorologia pré-booster é baixa ou negativa
(76,77). No entanto, alguns estudos propuseram que os titulos de PRNT encontrados
em individuos revacinadas nado diferem daqueles observados em vacinados
primariamente (48,52). Porém, nossos resultados demonstraram que ha uma
diminuicéo dos titulos de PRNT juntamente & queda de células T CD8" efetoras apés
10 anos da primeira vacinagéo, sugerindo que uma dose de reforgo da vacina 17DD é
necessdria apds a vacinagdo primaria (dados publicados-84). Foi relatado
anteriormente que a persisténcia reduzida de células T e B de memdéria observadas
em voluntarios pré-imunizados podem ser reforgadas por revacinagao, sugerindo que,
regimes revacinagdo podem ser necessarios para manter a protecdo em areas sob
risco de transmissao de FA (60).

Os dados gerados neste trabalho nos deram sustentacdo para expandirmos a
gama de biomarcadores fenotipicos e relacionados a meméria funcional além dos
ensaios PRNT. Com esse objetivo, trabalhamos para identificar biomarcadores

complementares para monitorar a duragdo da memdria frente a vacinagdo 17DD. A
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andlise de conjuntos de interseccdo entre os grupos de estudo apontou 10
biomarcadores como possiveis correlatos de protecdo comumente presentes em mais
de 50% dos voluntarios nos grupos PV(day 30-45) e PV (year1-9), incluindo eEfCD4,
EMCD4, CMCD19 , EMCDS8, IFNCD4, IL-5CD8, TNFCD4, IFNCD8, TNFCDS8 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 titulos de PRNT, para monitorar a duragdo da imunidade celular e humoral
apds a vacinagdo contra FA. Utilizando este conjunto selecionado de biomarcadores
para definir a meméria resultante, nossa descoberta demonstrou diminuicéo notavel da
memoria resultante, juntamente com a falta total de atributos relacionados a memoria
encontrados em 22% dos voluntarios no grupo PV(year10-11).

A expressdo génica de IFN mostrou-se aumentada significativamente nos
individuos vacinados em relacdo aos individuos néao vacinados NV(day0) e diminuiu
consideravelmente no grupo PV(year10-11). Os IFNs do Tipo |, aumentam a
expressao de proteinas com atividade antiviral direta, tais como 1SG20 e OAS1, 2 e 3,
que conduzem a degradacdo do RNA viral e inibem a replicagao viral (78). Ja a
expressdo de IL-10, apresentou-se com um perfil inverso, houve uma queda
significativa da expressédo desta citocina nos individuos dos grupos PV(day30-45) e
PV(year1-9) em relagcdo ao grupo NV(dayO) e aumentou significativamente no grupo
PV(year10-11). Como o efeito principal da IL-10 & inibir a sintese de outras citocinas,
como o IFN-[E1L-2, IL-12, TNF-B e ainda a proliferagao de células do tipo 1, diminuindo
ainda a funcao citolitica e secretora de citocinas por estas células (79), esse resultado
se torna extremamente relevante. Outros biomarcadores também apareceram como
possiveis candidatos a correlatos de protecdo, sdo eles: CCL5, quimiotatico para
células T, eosindfilos e basofilos, e desempenha um papel ativo no recrutamento de
leucécitos para locais inflamatérios (80); CXCL8, que é um mediador chave associado
a inflamagdo, onde desempenha um papel fundamental no recrutamento e
degranulacédo de neutréfilos quimiotaxia em células-alvo e indugdo de fagocitose (81);
TNF, citocina pré-inflamatéria, que participa sistemicamente nos processos
inflamatdrios (82); e IL-12, que estimula a producao de INF-[£8 potencializa as funcées
citotoxicas dos LT (83).

Porém estes biomarcadores ndo apresentaram um desempenho tao satisfatério

quanto IFN e IL-10. Em suma, a andlise combinada da expressao génica de IFN e IL-



10, juntamente com os titulos de PRNT, apresentaram-se como melhor desempenho
para monitorar a memoria imunoldgica pés vacinacdo antiamarilica. E além disso,
quando estes biomarcadores foram utilizados para definir a meméria resultante, eles
demonstram uma diminuicdo importante dessa memdria nos voluntarios do grupo
PV(year10-11).

A fim de identificar possiveis correlagdes entre os biomarcadores de expressao
génica, com biomarcadores de meméria fenotipica € meméria funcional, foi construida
uma rede de correlagdes de biomarcadores, e nossos resultados demonstraram que
os biomarcadores de expressao génica dos grupos PV(day30-35) e PV (year1-9) se
correlacionam com maior intensidade com os atributos de meméria fenotipica e
memoéria funcional em relacdo aos grupos NV(day0) e PV(year10-11). Porém como
essas correlagdes foram detectadas inespecificamente ao longo de toda a rede
(correlagdes entre os atributos fonte, independente do grupo de estudo, com varios
atributos destino), consideramos que os biomarcadores de expressdo génica foram
complementares e ndo substitutivos aos biomarcadores fenotipicos e funcionais para
determinagéo da memoria apds a vacinagéo primaria antiamarilica.

Diante disso, nossos achados demonstraram que a analise simultanea da
imunidade celular e humoral especifica contra FA utilizando os biomarcadores
selecionados (EMCDS8, IL-5CD4 -andlises fenotipicas e funcionais- e PRNT) e (IFN, IL-
10 -andlise de expressédo génica- e PRNT) é uma ferramenta util para monitorar as
respostas da vacina antiamarilica e a persisténcia da memoéria em populagbes
distintas.Portanto, nossos resultados contribuem para a manutencdo das diretrizes
nacionais de politicas de imunizagao atuais que recomendam uma dose de reforgo, 10

anos apods a vacinagao primaria de adultos.
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7 EVIDENCIAS E CONCLUSAO

Este estudo foi delineado com o propédsito de gerar informagdes relativas a
memoéria vacinal que possam subsidiar decisdes sobre a revisédo do calendario vacinal
antiamarilico no Brasil. Trata-se de um estudo descritivo com objetivo de avaliar a
duragdo da imunidade poés-vacinagdo contra Febre Amarela 17DD em adultos, por
meio da avaliagio de marcadores da resposta imune humoral (anticorpos
neutralizantes), da resposta imune celular (aspectos fenotipicos/funcionais de células
T e B de memoéria) e analise da expresséo génica de biomarcadores em voluntarios
primovacinados.

Através dos resultados obtidos, foi possivel estimar e comparar a proporgéo de
soropositividade e a média de reatividade dos titulos séricos de anticorpos
neutralizantes contra Febre Amarela em soros de adultos primovacinados, em
diferentes tempos de vacinacéo, e os dados demonstraram que ao longo do tempo
poés-vacinacdo antiamarilica ha uma diminuigcdo significativa dos titulos de PRNT. A
correlagéo negativa encontrada entre os titulos de PRNT e os grupos de individuos
apds a vacinagao reforcam a redugéo progressiva da mem@ria imunolégica humoral ao
longo do tempo da vacinagéo (dados publicados-84).

De acordo com perfil fenotipico/funcional de linfécitos T e B em leucécitos do
sangue periférico de adultos primovacinados, observou-se que os fenoétipos de
memoéria especificos (células T efetoras e células B classicas) aumentaram
significativamente 30-45 dias ap6s a vacinagdo, e além disso, estes fenodtipos
tenderam a diminuir no grupo de individuos PV(year10-11). Houve também uma
diminuicao dos niveis de TNF-[Z] IFN-[icitocinas pré-inflamatérias, produzidos por
células TCD4" e TCD8" durante a linha de tempo p6s vacinal (dados publicados-84).

Através da analise comparativa da assinatura ascendente de biomarcadores de
memoria, foram identificados no grupo denominado referéncia PV(day30-45) 7
biomarcadores fenotipicos 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 individuos com 10 a 11 anos apds a primovacinagdo
PV(year10-11), observou-se um retorno dos niveis basais destas células de meméria.
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Com o intuito de selecionar os melhores biomarcadores fenotipicos /funcionais
dentre os mais relevantes, utilizados para monitorar a meméria imunolégica apés a
vacinagdo primaria antiamarilica (17DD), foram utilizados ferramentas de biologia de
sistemas. A andlise de dados demonstrou que EMCD8 e IL-5CD4 foram os dois
melhores atributos fenotipicos e funcionais capazes de segregar os grupos PV(day30-
45) & PV(year1- 9) de NV(day0O) & PV(year10-11). Além disso, a andlise combinada de
EMCD8 e IL-5CD4, para monitorar a memoria imunolégica pds vacinacdo
antiamarilica, apresentou desempenho aumentado quando comparado a utilizagéo
individual de um Unico atributo (EMCDS8 ou IL-5CD4).

Ja o perfil de expressdo génica (citocinas e quimiocinas) induzidos in vitro pelo
antigeno amarilico vacinal 17DD em cultura de células mononucleares de adultos,
demostrou que expressao de IFN estava aumentada significativamente nos individuos
vacinados em relagdo ao individuos ndo vacinados NV(day0) e diminuiu
consideravelmente no grupo PV(year10-11). No entanto, a expressdo de IL-10,
apresentou-se com um perfil inverso, demonstrando uma queda significativa da
expressao desta citocina nos individuos dos grupos PV(day30-45) e PV(year1-9) em
relagdo ao grupo NV(day0) e um aumento consideravel no grupo PV(year10-11).

A andlise combinada de IFN e IL-10, como biomarcadores de expressdo
génica, apresentaram o melhor desempenho para monitorar a meméria imunolégica
poés vacinagdo antiamarilica quando comparados a utilizagdo individualmente destes
marcadores. Este conjunto selecionado de biomarcadores foi utilizado para definir a
memoria resultante e demonstrou que ha uma diminuigdo importante da memoria
imunolégica nos voluntarios do grupo PV(year10-11).

Sumarizando, nossos achados demonstraram que a anadlise simultanea da
imunidade celular e humoral especifica contra FA utilizando os biomarcadores
selecionados fenotipicos, funcionais e humorais (EMCDS8, IL-5CD4 e PRNT)
complementares a biomarcadores de expressao génica (IFN e IL-10) é uma ferramenta
Util para monitorar as respostas da vacina antiamarilica e a persisténcia da meméria
em populagdes distintas.

O conjunto dos nossos resultados contribuem para a manutengéo das diretrizes
de politicas de imunizacdo atuais do Programa Nacional de Imunizacéo do Ministério
da Saude do Brasil, que indica a necessidade da dose de reforco 10 anos apéds a

vacinacao primaria com a vacina 17DD.
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nation impods efficesy af the 170-YF vacoiee inan mesidents af
enlemic ares {Afican coban) & compared o san-endeniac sies
(S cohoet) and sugpen than recine smgimens may need m be
boosted in Aftcan populaians 10 schleve efficiest bumisning.
Mmdmmhdyah:ﬂnlmﬂemhmlpcmmu:{mﬂ
wry T and B el In g ] il o Africs
wrnild be hioawed by o sooond waceinagion, These findeg b secis-
s with. thie daga presenied m ol invedgstion st dhe pa-

poal of Braesli It 1= sl 4 1 bonrer die
every 10 y o endemicand cramisionancas. ls onder 1o conmiluie
tee ik dissg; el whe o off patmory Peupanies alier poi-

iy viccinatan with 170WYE vecsine, in this seely, nosralizing
arrihadies. along with memary Tooell repeme were evalusied in
primary vaccaiees (o 4% d o 13y afier macdnasen.

The el indicste the the efecer memory (0487
O™ Tocelh, the dasical memery Bocells o well i the modian
PENT dier decreased ot P¥yvea 011, mndicaving 4 lragiliey of
incmoey eeponde afier 10y of 170HLYF pebmary mlmm
Becent Buliegg suppor the moulis enoeminrered in this
and roveal that an sctivsisd bmmaune sicoeswimneend ™
el b0 vicoinstios ey legede officicy of the 1‘.|'L'L'e'F ﬂ-:-'.ln-:

using 4 b i 1 ! primc-and-beess regimen sy
be requised for dlelang conspousas snd protcove semany T-
cell pespuenes fias specific coloers of individizls "™ The eagilin
an memeey wedll of 1TDO-YVF -gpeafic conieal menary asd
effecoor memeey of CD4* T and CEEEY Toodl responees, s well
ai eusrslizing amibodies, may indicare thae 8 boocter dose s
required afier peimuey vaccnacion with 1TOD-YF vsoiee for
elicaisg ':'l-qnn& Boanglived menary Tedl respome =
humues,*

I il maner, peocraion of a bong-lasisg prowecoon selos on
indeicing specific el mbust memoey asd egulanry CDET T
and CDE™ Tocell resprises. The relatve projeartioss. of centedd
memoey sl oo memary b blood difes ud-eCDd‘md
CDR™ Tl comapanmenn; vl memoey ifant s
fm‘bhmmcﬁcmlnmquﬂbﬂ‘t T0d* Tocells
u:ﬁn:nﬂdl[nnhtmuﬂnlqndmlhﬂhdmlgdm—
switch and aof ansihody hly s serrenne O
the oobeer band, COEY :rqgﬂmey T-a:ll:n:almti'm the acwi-
watiom snd prali cells o well = neal
nfjndhuﬂywtmbyhmmmmm”dwd-
sl memary O™ Toeell sespmie b sxresely imparang asd
depends se onohine sl for malnmising logh nosedivng
antibody ties,

Preevious siudies have o el mepative ! wf |L-

ATCDET Tocells, as well as the pﬁiumarduium‘TNE—a
u:dncyummrddmd’lbm mChEt J'-cdl.lmdu‘lnlﬂ\-
el sl

leiﬂ#ﬂnﬂmmm, !

dhenild Beed & booser dose in ander 1y schiewe efficeny imsi-
g™ The resubis in che Adricus cohore are s agreement with
the resuls fousd bere For the Brapilian coboer, indicicing chie
¥Fspecific T aml B cdll memory subsens may he sheead in the
preence of 4 dariu immuse mlieu o evidesiad by liow meu-
raliving anibedy daee afier @ y of vecd s snd andececubde

levels afies longer puuadidm'“'
[hesieg inlecthon s well s s apecific

hat & 1 ,midlblu—p&huu:dluﬂm[ll.—
10 BAL0 COEFTIL-WCDET) b peesesd ln Wy S0~
44, Even theugh 1L-10 cleculaiing bevehi eler at even carlier aeapes,
afiter nnly a few days post vaccinarisn, il scieace s 1110 levels
i elserved @ manismm dosos of I7D0CYF vaccine ased 0 o
dose-dinlepembent manner, which may indicace thar rhe snoese
in 1L-EQ i posibly s hyseasder ouwoone of the innaste sensng
imnusiny |saread of direcy o of vaccinathin. ™ [L-10 kinetics

Liges bimversely with IFN.y o] THF-o peik prodacsai, o

wf memory T-cell poal, h‘hdna@dﬁ&&rnpﬂhﬁmuﬁ
temaing selatively cemaant and (r s masrsinad thioogh hose.
e prolfesinun deives by pronilamsaery  opobines,

A ‘Hurman Varcirn & immueotheapeuscs

well ai the viremds peak pos-vaocmalion, sgEsnng 46 wmjoe-
mwnt aode ol ik ayrakine i modulaing the ctbin of ke
firsr YF-apecific efiectos funosan Tocdl dosss

olume 12 hiua 2
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lnierestingly,  the  wiple L1007 RAL-t0tCD&E THIL-
WICDA™TT assaciarion i nat oberved exclsively in PV a9
afiey peismary waccimsion, in which very few and wesk coneee-
o are dabicived. The scidn obsaved in this tiee-poine dong.
with wittelrawal of the eepulstory syeiesn may prelude the begin-

ning af failure m recsll regponses o YF, In'nludznql:mq-
nerwoek s e losges ¥ foe and

halsnced Tocdl prodifersioe. NMovel comnecrbons amd ineermwin-
Ang of menioy T-cell neposscs and cptokine-producig ol arc
abserved @ Wyeae10-11 and Féyeis 1 I-13 socompanicd by the
regulusry IL-10 micos neeanck, resombiling dhe frse years af pel-
Y vaccination.

Humwever, wrneger ooinectns benven C04 ™ and CDE oo
tral memary and effever memary ae new precn In greemens
with thewe Gradings, s wibile Indeae la e scrgealliviy cilc wis
lbmerved an ¥ year 12-1 %, which sy asppeit that undscdseed revie-
cinagin couhd have gocuered sy, parsiopaese of the sndy afie 10
ydwmu&dmlmwndmm:mw
wcasd, Anigher hyped [ =ﬁ.— ]
Pyl 2- 13 s the & | o

Patients and Methods

Sy popelision

This snsdy bad Fimal spprovel oo the Erhics Comanimee
fiew studies with hismis subjec (CPgREFIOCRUZ s240020140
and wan ivedaceed by the Callsbarsive: (Groug for Snsdies of
Ydthﬁ&UmTh:pmmﬂmﬂdmmuf
“huemueal ihodies) and “cellular
A medegy ™ (ﬂ:nm_l.pc amd fnmhnnd memsary-related Bio-
imatken) i off adgecee

The wmuly popudatian consnied of 171 healthy sduls (129
mnades amd 4Y females, g rangleg Bom 18 w T4 ¥ aldh o
army milicary usin (R, Braelld aned bealh i Geen Abesay
(MG, Branil).* These geemraphic sses have beem seleoind dise o
abasie isw cxposuse b natieal nferion lapcas with s geddemio-
logecal rids T the occurrence of sylvibc rasssmsion of vellow
Tever, amed with me cases of epiaootde sepoes i san o -pei-
mas). b owak mpottant o minimise the chasoa of e
mmnuuumwmmum-m
wihich may wietere an the sssciment of memoey

dexby waccimeses | BRI i

w elicitad by the YF-wcane

hymhmngnf:egdumvml:ﬂr‘mdtmnmﬂu;dh
hummmudm:lmjﬂwi—mm“
Mmmu}lhﬂmmﬁid’mﬂﬂmu T-
erll e as well s specific aneibody produccion ™

It Is isapartsat 1o point ool the the prsent ovestiginon iy
precit puisitive lbmisten the deald be coverad i fushes
mu&-iin-hqml isnes affereing the duration of procecrive

bmumity, wch s influesce of age ar primary vacdmanan, the
imguc of distiso nusber of viesd pasviclesdoesy, inrine of e
waccime harches wsied ot peisry wocission and the sumber of
stlunieers on each suady groups. Several al thewe e will be
addrssed by 2 10 y fnllow-ugp losgiudingd nvestigsion sheady
weng. This angolng investigarion clods @ beaader sunmber of
woluntesrs, covering a wide age range an prnsry vaccinathon asd
wveronimes the muner of wel peesdeldoes by wing o siogle
vaccime bawch. Then, the matter segardiog the numaber of virsl
pasticleatdose will be properly coverad, supponiog a sore confi-
et s Imerpecrasion of dhe duratbon of inmuess resposse ful-
lowing primmary vaccinsmion. Morcover, the bsclusion of 5 sl
age-mranified snady populiion will cover the manes opanding
the influence of decade d'.lp- prlm.ly umhdmnn:hdu-—
e of presecive b p pumche L of the
crus-wecstonal experimental dnqp\ ol the presene lwestigsion
lagge and poimbeer of wieal prrticledldose ar primary vecclmatian,
will he peapeily sldresed in the angang longinedina populi-
tan-Fuased snady.

In concheben, alvegether our fndings confiom previows seen-
logic data, which ssgpeit thar a boosier deie of 1700-YF vaodne
dhauld be pren ur Braeillan sobjec in sales to peevent 4 decline
wof seropostiviey afier primary vasinadon, In these coes coe
booster doae seema 1o be necsisiey 1o eniie banper protection.
pmuhlu swssner then curendy ecommesdel. Therefoe, e
presens mjd].-junhm the currene Bearilios ol immusiza-
e pubdeling dur recommend ane hooae duc 10 ¥
after prisnary 1T0HLYF veocisanan in sdule

'ﬂlzeqrdmcnml design was srrucweed fise a5 o paired longi-
neding] arm eo ldeuify cacly comedaie of protootios st 30 o 4%
o witer primary vaccmation (Fyday 3045, B = 395 a5 companed
o huselioe observed in Mon-Vaccinased conseripes {8V idayd,
[0 = 39 The cros-secoond dem wes aruceined is 4 groaps,
catepuribed secarding to the time after 1TDIVYF primary weci-
natios {FWyearl-d, @l = 3 Wpl:n'L‘! B o= 12 PVyearl-
11, B = 45; PWyearl 218,

Voluntees  with  seropoditive  esuls ot Bascline
(PENT=2 Uog,,; mllVml) were set induded s dhis seady.
Pelmsary vaccnuion we cosfiemal by consuliing
cards or emypleryee’s rocoedy. Al partacipants have dpned 4 weines
cottsert forin. Twa blood sanples weee collected frem cidh vol-
wiiteer wnd bnchaded 3 ml af whole Baod withaout ansoesgulang
e basmoeal amemuecdogy msay and 20 sl of bepaindoed wlole
Bload for cellidar smeminology asalvs.

TMayes Reducion Meutralizadon Test

Noaelivng sedibody wier againa Yellow Fever s was
defined by the Mlague Reduction Newtralicabos Tes (PRNT)
perfonzed at Vislogic Technology Laberaney of Bio-Masguin-
hos [LATEW, FIOCRLIE). This resrwas oonducted as previously
described ™ Afier bloed colloction, sers win obedeed by cen-
irifgatbon (4w, 1lemin, 18°C) of samples ebgsined from each
partipin. All seea samples wore previoasly isacdivencd asd sub-
mmitted to sertal twofold dilicions, sarisg an 129, i M-l tis-
aabe culeure plates. A pesbtive serum: cantrol for YF newtealiving

hody (iscenal daid), propedy calibasted by e Fing
1 | Reference I (MWIBAC cmbe W), was
inchuded in each eum of the PENT. For neurealizasion seep, cuh
and every well recehved s wellow fover viral suspemion (ks
170 215077, hat UEXVFBOL, Dier 201 1) a1 concersteatinn abaiir
S plague forming unies per well Afier newralivaion dme, o
Were cell suspension wan added w the 1or and the plaies were
incubared w0 eccur the adsorpion of die virus s neurralised

Human Yacriren & immunothetspeuses am
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and foemanen of the ool mosoliver, Aftcs 6 o walh seoni-aolid
medium & was possible 1o coust foemed plagues. PRMT river
win defined g che secipeocal of the La senem dilution which
reduced the plague nisbers in 50% eclaive o ibe vins metnal
Mluﬂmul.unnuwhuuﬂmm
e 1ers, by i al the dilu-
mmrnﬂp«n&q rulh:ﬂqkmrd::nml:d.hdr:huw
] bredow ahe 0% coadpoing value of die e, Tieers expresad in
i Uiml were calodaied scliiive po dhe amtibody cosven in il
Lternanonal Bofaoace Sauin (145 [Wml), which wis el oo
idctctisding the somisal valise of e ol asndsad (1L11%
adUnl). Thercieoe, it was pocible to eansfoem noutsalizing
amibody titer represencel by dllucon e mfliml. In chis
wnidy, rendis are sepresented in Loge ml Ul Ln seder 1o aeg-
regale serupaialiive from wermnegative sample, 8 cot-olf pame of
2 lagg mdU il wes applied 2 described prevoudy ™

In wvivre beiyg-term lymphocyies culimre

Pengheral blood mosoniacledr el (PRMO) were solasd
[y 1dml of heparintaed blood by densiny gradiens conoifiags-
thon on Hisopague- 1077 (Sigma Aldeich, SHEEE) s prevowsly
deseribed 2 Cell culeuse i were perfienid uslng 8-
wedl microplacs for 4l ae 3700 b o % OO, husaldifial sono-
sphese. bar 170D vatdes antgen somudstion, 10 x 1wt
PHMC wese added per well, 1o 4 Boal welisme of 800 ol of coan-
plee BFMI-16460 (G, & IMHSE2L) mu.l.n.m. o hﬂ
Anacrwited pormal baman AR seuss, il:

102 g/l sedinm cacodylae end B63 gl i chlemde, pH
7.2) and seared ar 47C dn vhe dak unell soqusitios oo BD [5R
Fosrewa {BD Beakciences).

Inpracyteplama cyinkine snabss
The .uulyu of mu:.ympl.-mu: qmll-u\u Iyuuph—.-_pu:.
sulniets was as cheserihal WFupe-
i stmulanion, 10g'ml. e Bud'dnh A-BFA !Eng,nn & [Frasih
v idded amed samiples were re-dincabured for an adidaiosa] 4h s
570 s a 9% OO bumidified smssphers. Followdng incuhba-
s, the culuses weie treaced with 2mM abdomedlusinccis-
acenc dcad — EINTA, & ED2ES) and maintalnsd &1 sooe
For 195 anka. Foll EDFTA thie wells
were mished 5 thines with S} pl of PACE huffer by cenisifuga-
i ap SO0y fie Msun @ room empesatiiee. Afer sldisons]
cestrifiggation, the supensatant wis discasdad and the ol peller
i sispevabed im %00 . of FACS balffer, Basdly, coll suspemsion
v dealisad by LivefDiesad Dye [Life Technalogies, #134999) fur
15 Bunubes af team emperatue, 1 the dick s then usined
with ano-humen monockansd seribodies: Qdor0% enis-CTS
(UFCHT Winvicroges, - $0100%4),  APCeFlus T80 sni-CDM
(GK M eBicaccse, #4T-049-42), PerlP ami-CDE (SEBD
Biascicmoes, #HT314) and AleaPhiorm00 snd-CDED (HIELY
eBloscience, #5%6-0199-42) Following molution 4 o Lem-
jpesatuire for 3 mis in che dark, stsmed samplics weee washed,
centrifigged ot G00qg e 10mbn & foos emperimie, and ihe
discarded. The cell peller was eesuspesaded in 2ml of

sdution (100U ML pesicillis, 100 nagfiml cha,

FACE hilizing solutios (FACS balfer supplemenad with

.25 mpfeal. amphoenin-B; Sigma, 2 P3539), snd 2 M L-
Putsmine (Winleh, £ G500 The fisl cosceprasnns of stim-
ull csblished a0 optieal usder the cdl cubure ondisons
emgrluyed were 230 Ly, per well of bive aousnad 17D0O-YF
vacclme (lo TEVECOLSE - Bao-Aasgenhos - FICCRLEL
Cells wese brvcubared foe 144 banen i the presence af 1710 vac-
e antigen of medium foosteol cultuich. Afier stimalacion, e
el simpenien was staeed e memory mucken and insscyao-
plasenic oyraldnss by fow cytometny.

Memory lymphocyte phenstyjrc smdyds

Following s iders simiskiten, cell sispendon we wsbed n
waly bffer (phosphare bilfesed saline [PES], pH 7.2, supple-
mlﬂmn.ﬁh-mhuwhmmu1ﬁmﬂium
aside, ol feom Sipma Chemical Compasy) dmd osined widh
LivedThead Drye [Life Technologies, #L39%55) far 15 mbtune a
mom empersere, o tee dadk Afier ther, the ool suspersion
wia Locubaicd with @ codaall of several mdmdmxhni::-

0.5% af sspoiis) and iscubstad for 10 Bikn ar feam lemperabae
i ehe dark Following isscubatios, the wore washal 4
deseribed peeviously amd then smined winh Alexes Fluor 428 ani-
IEM-y (cloese B27, #537718), PE IL-3 fcdone |ES1-390HG,
#559352), AMC IL-10 {chone JES3-19F1, #554707) and PE-Cy7
THFw fdose MARIT) (BD-FMhachisgen, #357647). Afec
incuhanon o M) mis s moin eopeae @ the dak, the ol
sumpenson was washed with PACS permicabilising solaaios fis
and e withk FACS bailfer, ized wits Fﬂﬁﬁu.ﬁ‘mm.ld
atored s 4°C i the dark until soquisiton oo 2 BD LSH Fancsa
(B bloscienced

Flivw cytammetnse acquilsitiom ad analvas
Flivw cyyseerry aissition wa performed in o BD 1SR Foe-
cigk flow cytometer (Hecion Ml.nmn.'l.u.u::ht FACS DIVA
mfwu: (BDY bdmciences). Afies soquiting 100,000 cvemuiube
gated five lymphecyre, distinee gatng s wiere used i ama-
I,It&.h&mummry] :ndm"‘.&ﬁ.m s owelll s

e odfice and mesory melaula The cocloil was
af 1) Menogy T-celle FITC anei-CDd (RPA-TA), PeriCP-
CydS$ and-CDE (SK1), PE asai-C02IT (M-T271) and PE-Cy7
amtl=-CIMSRO (LCHLY) and Z) Memosy B-cddbic FITC amai-
Ig (LA6-Z), IME ann-CDZ? (M-TITIE Perll wnu-CIH9
[HIB19) and APCCy? ami-CD3 (SKT). Al andbodic weie
pusclease] from B PMhasdiisges. The cdb were scubsaed for
50 minurss @ e lemperaise, o the dedke Afes the incuba-
tin, the edl sispenon wis wathed with FACS buffer, resis-
pemdnt in FACS by solugon (10 gfl parsfoemaldchde.

‘Humai Yaccimn & imniunotieipeific

subsers (Fig: 44, B} usng
Flsw|a vezsdon .52 (TeccSaas). All samples were fine gatcd oa
snglens, then o lve CI037 ol hefore cxckaling any potesisl

& well ad davadhances due w vail in the How
wate [tiese giae), followed by gatieg on lemphooyies. Suobie-
quenly, COM and CDEY Toeells were ilentified fur memoey
analysic. T-cell subser were defined by expesssnn of CDMSRO
and CDIT, Baaleen gate were erearad fom CO4SRO v
CDIT paes and che inns af T el defined
ax nsive T eells- CD4%ar CDE* CDE7* CLESROT: sany

Woluire 12 b 2
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effersne - {14 o CDHT COXTT CDESRO™: comral memary -
COiMoe CDET CDzF CD4SRO™; effecinr memary -
CO4%0r D87 CDHA77 COSROT; Bedl subscn (C0N57)
weie defined by ctpessmon of COXT end gl Boolean gares
weie credied Bam CD2T w, IgD gaes and ﬂ.tmhﬁul.uhual’
memory I cells defined as: eaive B el - COETT EI':I 7 gDt
elangical memory - COMTH CDIF gD~ eIy -
COHy* CMee Igh*: wsducig cdlls weve defined by
emprewin ol CD4d, COE oe COEY dong with TN, PNy,
EL-11F and [L-5. Boulean gaes were created fpom ClR: C0E o
CIHY v, cyrokine goey (THFa, PRy, 10 and [L-5) e
define the frequescy of cymbiem™ odb

Seavistical analye

In the mulivarlsic smalyh, the bumosl immune repane
(andicared by Loglt of tien i the ssultiple sepassion model
aned seooposiciviry i the loghaic ecpression moded] wan modeled
i1 functios of the dme (In manchs) dhapead sboce vccinaios 4.

wategarie, NVdipl  MVlaySl4%; . Vyearl-4
PV pears-0; F¥year L0 1L s PYyearl 2-13 The staseesd analy-
b ol by i i, el d i the -

e
wirie SPRE® (SPES Ine., Chicapn, 113
h&m;ﬁﬂmmm:wﬁ:um lem-

b 1 and inieacysopl oytedne of periphers|
Umdkuhmymmuﬂy,ﬁh&ddrpum#ofmq[hu
nogype and cytoakine-posive cole The memeey phesorgpe amd
oytnkine bndeess were then calealared as the murin beoveen thse
perconitages alicried s wbmulucd clnise over the percentage
derered bn the comtml cdlnere. Sisistesl snalyses beween
mahﬁaFNVaﬂimlwﬁﬂﬂ-d1wtmpmﬁnh¢dhrMmuh
Whisney cesr [unpuired nan | } and A by 7o

in which cach mede represenes & different biomuarker, The sodes
were comnertad sceording o their sistical corndason given by
Speasiman’s 160 The pasitive and negaive aorelatang were sig-
mificam when she p = 0415, The coanclinen bede (7)) were
applial w define e weocketion rength s scpate 5 = )
mderare (36 > ¢ o {LGT) anid skosg (1 = 0UGE)L Nerwodka
weie displived i s hisanhical livour planal using the Ciaa-
scape aoftware (Versinm 510k

Disclosure

Eigha authoi [VReD), MS, MSF, AMYY, AH, RMM,
EHGE, MLSM) are emploves: at the 17D vaecise mani-
fonerer [Baa-Manganhos, Fondsle Ckwaldn Cos), asd &
auehor wark in other unis of Fusdagio Owwealds Craz (LEVAL
CTF, LARC, IRC, ATC and OAMFL Bls o comgeting
interesl was prevenied by: (1) collibarsion af one geseral dinbesl
Physician (HEF) with esperence n bsleotiows dissise feom Bra-
wilidm Ay {2 ane peseral elimical Naome (JACL) with sgpesi-
ence in weclee epidemi cal wgilence from Soce Healdh
Diepartment; {3) 2 lemunologiss {LOCM and MER) fram Bra-
sllisn Boesch Acsdessy snd Usiied S Depusement of
Healih; and (%) 4 lsdependenn peofshomals working ai Undee-
graduste soudesa (RAS), PRD apsdosm (COF) o0 Pom-Doec
Resesichen (ACCA, JGCR died FMEC) s the Reld of infecnious
disases. The FIDCRUZ snrransussl comurkers otz with
and malical care, hlood sample collectos, bind wmple kandling
and processing, det collesios, sviowical amalisb snd das

&

Camparnns between ndews of MV day 4% and ather preps
[PWyearl-ds Péyearss; Miyearl0-11 and PVyearl2-13) were
peeharmed using Kruskal-Wallis followed by o Dunind po-resz.
The diife were & d by o w, lises. Seacieri-
call sgnificance was comibdened o p o 0.0%, which was estimaed
Iy GiraphPad Privm, versian 5.0 (Sam [Hege. CA)

Svsecms bindogy analysis

L ander o funles characiesiae the dyemic phenoypa asd
modoculin profiles of te inmunclogeal repomie induced by
17D0-YF vaccine over time, fadar chans wene plotied ising the
Frequency of high producers following pramay vacdnation. Te
cauilare the frequency of high producees, 3 global medisn of the
¥FCulnere/Caneral Culture st was estismaied and wsed moa
tresbald w define high and low praduces. The Teeguency of
subijern with biomarckess levels higher than dhe global modien
cue-afl win ploed in the rder graphs asd eelevan frequency
I | by “} were idered whes dhe e ol sub-
jeai. wich: Bighes kveks o 4 v blosarkesr excedot the 4™

Dinclmsure of Potsmaial Cosfics of lmera:
Wi pocetial conern of interair were discloesd.
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Anexo 3- Artigo Cientifico Submetido

O arquivo apresentado a seguir corresponde a primeira pagina do PDF gerado pela
revista Antiviral Research em que foi submetido o artigo cientifico. Este manuscrito

atribui-se aos objetivos especificos 3 e 4:

3. Identificar biomarcadores fenotipicos e funcionais da meméria imunolégica celular,
induzidos in vitro pelo antigeno amarilico vacinal 17DD em cultura de células
mononucleares do sangue periférico de adultos primovacinados, em diferentes tempos
pos-vacinagdo, empregando a analise comparativa da assinatura ascendente de

biomarcadores de memoéria;

4. Selecionar os melhores biomarcadores fenotipicos / funcionais para monitorar a
memoéria imunoldgica apds a vacinagdo primaria antiamarilica (17DD), empregando

ferramentas de biologia de sistemas.
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