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RESUMO 

 

A Febre Amarela (FA) é uma grande ameaça à saúde global, podendo ocorrer surtos 

de grande impacto na saúde pública. Por não possuir um tratamento específico, a 

vacinação é a principal medida de controle e prevenção. Este estudo avaliou o impacto 

da imunidade prévia para Flavivírus e a influência da idade na resposta imune 

específica para FA em indivíduos primovacinados com a dose padrão da vacina 17DD. 

Além disso, também incluiu a caracterização do perfil de anticorpos neutralizantes, de 

mediadores solúveis e de biomarcadores fenotípicos e funcionais em adultos 

submetidos à primovacinação com a dose fracionada da vacina 17DD. Os resultados 

demonstraram taxas de soropositividade mais altas para FA, DENGUE e ZIKA em 

adultos em comparação com as crianças (26%;87%;67% vs 6%;13%;15%, 

respectivamente). Além disso, a soropositividade prévia para Flavivírus 

(DENGUE;ZIKA) não impactou na resposta imune celular específica para FA na linha 

de base do estudo. Entretanto, níveis mais elevados de NCD4, EMCD8, IFN-MCD8, 

NCD19 e nCMCD19 foram observados em indivíduos com soropositividade pré-

existente para FA. Também foi observado que a primovacinação para FA induz um 

aumento dos níveis de anticorpos neutralizantes para FA no D30-45 com uma redução 

no D365 independentemente da faixa etária. Embora as taxas de soropositividade 

tenham sido semelhantes entre crianças e adultos no D30-45, taxas mais baixas foram 

observadas em crianças (9Meses-2Anos) no D365 (94%;95%;100% vs 87%;96%;99%). 

Além disso, um aumento de EMCD8 foi observado em todos os subgrupos no D30-

45, entretanto uma redução no D365 foi relatada apenas em crianças (9Meses-2Anos). A 

assinatura de biomarcadores também demonstrou que apenas crianças (9Meses-2Anos) 

apresentam um declínio progressivo de EMCD8 no D365. Dessa forma, os resultados 

demonstraram que, independentemente das semelhanças observadas nos anticorpos 

neutralizantes para FA, a idade afeta a duração da resposta imune celular específica 

induzida pela primovacinação antiamarílica 17DD. Em relação ao perfil de anticorpos 

neutralizantes em adultos submetidos à primovacinação com a dose fracionada da 

vacina 17DD, os resultados demonstraram um aumento da taxa de soropositividade 

no D30-45 em comparação com o D0 (0%;92%, respectivamente). Além disso, a 

primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD induz um perfil 

misto e polifuncional de produção de mediadores solúveis. Também foi observado um 

aumento de células TCD4+ e TCD8+ Efetoras Terminais (CD45RA+CCR7-), bem como 



 

 

células B de Memória Não Clássica (IgD+CD27+) após a primovacinação com a dose 

fracionada da vacina antiamarílica 17DD. Em conjunto, os resultados fornecem 

evidências científicas positivas sobre a resposta imune induzida pela dose fracionada 

da vacina antiamarílica 17DD e contribuem para o suporte do uso da estratégia em 

situações emergenciais. 

 

Palavras-chave: Febre Amarela; resposta vacinal; vacina antiamarílica 17DD; 

memória celular; anticorpos neutralizantes; biomarcadores. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Yellow Fever (YF) is one of the greatest challenges to global health, and outbreaks 

can occur with a great impact on public health. As it does not have a specific treatment 

for the disease, vaccination is the main control and prevention measure. This is an 

study that evaluated the impact of previous Flavivirus serological status and the 

influence of age on the YF-specific immune response in individuals primary vaccinated 

with the standard dose of 17DD vaccine. In addition, it also included the 

characterization of the profile of neutralizing antibodies, soluble mediators and 

phenotypic and functional biomarkers in adults undergoing primary vaccination with a 

fractional dose of the 17DD vaccine. Data demonstrated higher seropositivity rates for 

YF, DENV and ZIKV in adults compared to children (26%;87%;67% vs 6%;13%;15%, 

respectively). Moreover, the heterologous flavivirus seropositivity (DENV;ZIKV) did not 

impact the YF-specific cellular immune response at baseline. However, higher levels 

of NCD4, EMCD8, IFN-MCD8, NCD19 and nCMCD19 were observed in subjects with 

pre-existing YFV seropositivity. It was also observed that primary vaccination for YF 

induces an increase in YF neutralizing antibody levels at D30-45 with a reduction at 

D365 regardless of age subgroup. Although similar seropositivity rates observed 

amongst children and adults at D30-45, lower rates were observed in children (9Months-

2Years) at D365 (94%;95%;100% vs 87%;96%;99%). Furthermore, an increase in 

EMCD8 was observed in all subgroups at D30-45, however a reduction in D365 was 

reported only in children (9Months-2Years). The signature of biomarkers also 

demonstrated that only children (9Months-2Years) show a progressive decline in 

EMCD8 at D365. Together these findings demonstrated that regardless the similarities 

observed in YF-neutralizing antibodies, the age impacts the duration of cellular 

response to primary 17DD-YF vaccination. Regarding the profile of neutralizing 

antibodies in adults submitted to primary vaccination with fractional dose of the YF-

17DD vaccine, the results showed an increase in the rate of seropositivity in D30-45 

compared to D0 (0%;92%, respectively). Furthermore, the primary vaccination with a 

fractional dose of 17DD-YF vaccine induces a mixed and polyfunctional profile of 

soluble mediator production. An increase in TCD4+ and TCD8+ Terminal Effector cells 

(CD45RA+CCR7-) as well as Non-Classical Memory B cells (IgD+CD27+) was also 

observed after primary vaccination with the fractional dose of 17DD-YF vaccine. 

Together, the results provide positive scientific evidence about the immune response 



 

 

induced by fractional dose of the 17DD vaccine and contributes to support the use of 

the strategy in emergency situation. 

 

Keywords: Yellow Fever; vaccine response; 17DD yellow fever vaccine; cellular 

memory; neutralizing antibodies; biomarkers. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Aspectos Gerais da Febre Amarela 

 

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

transmitida exclusivamente pela picada de vetores artrópodes hematófagos do gênero 

Haemagogus, Sabethes e Aedes (DOUAM; PLOSS, 2018; MONATH; 

VASCONCELOS, 2015). A FA pode se manifestar de diferentes formas clínicas, 

variando desde uma infecção assintomática até a sua forma grave, caracterizada por 

febre hemorrágica de alta letalidade (JOHANSSON; VASCONCELOS; STAPLES, 

2014; MONATH; VASCONCELOS, 2015). A forma assintomática e/ou leve é a forma 

clínica mais frequente, responsável por aproximadamente 90% dos casos e 

caracterizada por febre, náusea, vômito, artralgia e mialgia. As características dessas 

formas clínicas podem ser facilmente confundidas com outras doenças infecciosas 

comuns em ares endêmicas, sendo, portanto, de difícil diagnóstico (BRASIL, 2017; 

VASCONCELOS, 2003; WAGGONER; ROJAS; PINSKY, 2018). Apenas 10% dos 

casos desenvolvem a forma grave da doença, definida por hemorragia, icterícia, 

falência hepato-renal e relacionada à alta letalidade (BRASIL, 2017; VASCONCELOS, 

2003). Além disso, um novo padrão clínico da forma grave da doença vem sendo 

observado em indivíduos hospitalizados, caracterizado por eventos de hepatite tardia 

associada a danos cardíacos, renais e pancreáticos, hematofagocitose, aumento de 

transaminases, alta carga viral circulante, sepsia, dentre outros (DUARTE-NETO et 

al., 2019; KALLAS et al., 2019; REZENDE et al., 2020; WILDER-SMITH et al., 2019). 

A FA é causada por um arbovírus, protótipo do gênero Flavivirus, da família 

Flaviviridae, que contém aproximadamente 70 vírus distintos (BARRETT; HIGGS, 

2007; MONATH, 2001; MONATH; VASCONCELOS, 2015). São vírus de RNA de fita 

simples e sentido positivo, envelopados, esféricos e com um genoma de cerca de 

11.000 nucleotídeos. A partir de uma fase de leitura aberta de cerca de 10.000 

nucleotídeos, uma única poliproteína, com cerca de 3.400 aminoácidos, é traduzida e 

então processada em dez proteínas virais: três proteínas estruturais (C, PrM e E) e 

sete proteínas não estruturais (NS) (NS1, NS2A-2B, NS3, NS4A-B e NS5) (DOUAM; 

PLOSS, 2018; MONATH, 2001) (Figura 1). Além disso, existem duas regiões não 

codificantes as quais são responsáveis pela regulação e expressão viral, como 

replicação, virulência e patogenicidade (MONATH, 2001). 
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Figura 1 – Organização do genoma do vírus da Febre Amarela 

 

Figura 1 – Organização do genoma do vírus da Febre Amarela. (A) Representação do RNA de fita 

simples e da poliproteína viral, com cerca de 3.400 aminoácidos. As setas indicam os locais de clivagem 

na poliproteína, que é processada por proteases. Cada proteína viral está representada por uma cor. 

(B) Representação da poliproteína ancorada na membrana do retículo endoplasmático (RE). FONTE: 

DOUAM e PLOSS, 2018 (Adaptado). 

 

As proteínas estruturais C, PrM e E são as precursoras da proteína do capsídeo 

(C), da membrana (M) e do envelope (E) viral. Além disso, elas também possuem um 

papel fundamental na ativação da resposta imunológica do hospedeiro durante a 

infecção (BURKE; MONATH, 2001; DOUAM; PLOSS, 2018; GARDNER; RYMAN, 

2010). As proteínas não estruturais estão associadas com o processo de replicação 

do vírus e montagem de novas partículas virais (DOUAM; PLOSS, 2018; JONKER; 

VISSER; ROUKENS, 2013; MURRAY; JONES; RICE, 2009). A interação do vírus 

amarílico com a célula hospedeira ocorre por meio de receptores de superfície que 

contribuem para a internalização viral por endocitose. Uma vez dentro da célula do 
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hospedeiro, o pH baixo do endossomo contribui para a fusão do envelope viral com a 

membrana endossômica e liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula. Após 

a desmontagem do nucleocapsídeo, a replicação prossegue para a tradução imediata 

das proteínas virais (BRESSANELLI et al., 2004; GARDNER; RYMAN, 2010). 

 

1.2  Ciclos de Transmissão 

 

São descritos dois ciclos básicos de transmissão da FA: o ciclo silvestre, o qual o 

vírus se mantém em hospedeiros vertebrados suscetíveis, principalmente em primatas 

não humanos; e o ciclo urbano. Além desses dois ciclos clássicos de transmissão, tem 

sido relatada no continente africano, a introdução de um ciclo intermediário provocada 

por mosquitos do gênero Aedes (BARRETT; HIGGS, 2007; COUTO-LIMA et al., 2017; 

MONATH; VASCONCELOS, 2015) (Figura 2).  

O ciclo silvestre ocorre em florestas tropicais e os primatas não humanos são os 

principais hospedeiros do vírus da FA. Além deles, outros mamíferos, como os 

marsupiais e alguns roedores, também são suscetíveis à doença e possíveis 

reservatórios (BARRETT; HIGGS, 2007). A participação dos humanos nesse ciclo 

ocorre como hospedeiros acidentais, quando indivíduos não imunizados ou 

imunizados que perderam correlatos de proteção antiamarílica, adentram no ciclo 

enzoótico natural por motivos ocupacionais ou de lazer. Nesse sentido, a infecção é 

mais frequente em indivíduos do sexo masculino, com idade economicamente ativa e 

que trabalham próximos ou em regiões rurais. Na América Central e do Sul, a 

transmissão ocorre através da picada de mosquitos hematófagos dos gêneros 

Haemagogus e Sabethes. Já na África, o principal mosquito transmissor é do gênero 

Aedes. Além disso, em algumas regiões secas da África, o vírus também foi isolado 

de carrapatos Amblyoma variegatumo, podendo indicar um possível papel desses 

artrópodes na transmissão da doença (MONATH, 2001; VASCONCELOS, 2003). 

No ciclo urbano, o único hospedeiro é o homem e a transmissão ocorre quando 

pessoas infectadas com o vírus amarílico se adentram em áreas densamente 

povoadas e com um elevado número de indivíduos não imunizados. Nesse ciclo, o 

principal mosquito responsável pela transmissão pertence ao gênero Aedes (DOUAM; 

PLOSS, 2018; MONATH; VASCONCELOS, 2015; VASCONCELOS, 2003). No Brasil, 

não há registros da presença do ciclo urbano desde o ano de 1942. No entanto, 

intensos surtos urbanos de FA são registrados na África, principalmente na República 
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Democrática do Congo, Angola, Uganda e Nigéria (BARRETT; HIGGS, 2007; 

CAVALCANTE; TAUIL, 2017). 

O ciclo intermediário geralmente ocorre em áreas como vilarejos, terras agrícolas 

e comunais, podendo ocorrer infecção tanto em primatas não humanos quanto em 

humanos. Neste ciclo, a transmissão ocorre por meio de mosquitos semi-domésticos 

(que se reproduzem tanto em florestas quanto ao redor de domicílios) e é o ciclo mais 

frequente na África (MUTEBI; BARRETT, 2002; OPAS, 2021; WHO, 2021a). 

 

Figura 2 – Ciclos de transmissão do vírus da Febre Amarela 

 

Figura 2 - Ciclos de transmissão do vírus da Febre Amarela. Estão representados no esquema os três 

ciclos de transmissão (silvestre, urbano e intermediário) da Febre Amarela, bem como os principais 

vetores e hospedeiros envolvidos em cada ciclo. FONTE: CDC; NCEZID; DVBD, 2019 (Adaptado). 

 

1.3  Epidemiologia 

 

A FA possui grande importância epidemiológica em função da sua gravidade 

clínica e elevado potencial de disseminação. A doença é endêmica em países da 

África, América Central e América do Sul, podendo ocorrer surtos ou epidemias de 

grande impacto na saúde pública. Cerca de 200.000 casos da doença são reportados 

anualmente com uma alta taxa de mortalidade, podendo variar de 20-50% nas formas 

graves (OPAS, 2021; WHO, 2021b). Além disso, tem-se observado um ressurgimento 
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significativo da doença nas últimas décadas, derivado de uma baixa cobertura vacinal, 

desmatamento, urbanização, mudanças climáticas e migração populacional 

(DORIGATTI et al., 2017; SHEARER et al., 2017; WHO, 2021a). 

Entre os séculos XVIII e o início do século XX, a FA foi responsável por um grande 

número de mortes, com intensas epidemias urbanas na África e América do Sul e 

surtos locais na Europa, Caribe e América do Norte. Com a identificação do Aedes 

aegypti como vetor da doença no ano de 1900, iniciaram-se ações e programas de 

erradicação de vetores, bem como de saneamento básico que resultou em um declínio 

significativo da doença e erradicação da FA urbana na América do Norte e Europa 

(GARDNER; RYMAN; GENETICS, 2010; MONATH, 2006). Entretanto, a FA silvestre 

ainda está presente em países da África, América Central e do Sul com cerca de 900 

milhões de pessoas sob risco de infecção (GARDNER; RYMAN; GENETICS, 2010; 

MONATH; VASCONCELOS, 2015). Além disso, também tem sido relatado o risco de 

reintrodução do ciclo urbano, uma vez que o Aedes aegypti permanece nos grandes 

centros urbanos (COUTO-LIMA et al., 2017; MONATH; VASCONCELOS, 2015; 

VASCONCELOS; MONATH, 2016). Sendo assim, a FA ainda é uma importante 

ameaça à saúde pública e com elevada capacidade epidêmica, sobretudo em áreas 

infestadas por Aedes aegypti, densamente povoadas e com baixa cobertura vacinal. 

No Brasil, a FA silvestre é endêmica na Região Amazônica, porém também são 

registrados ocasionalmente períodos epizoóticos e epidêmicos na Região Extra-

Amazônica, representando reemergências da doença no país (BRASIL, 2014; 

DORIGATTI et al., 2017). O período de maior incidência de FA no Brasil ocorre entre 

os meses de dezembro a maio, os quais as condições como temperaturas mais 

elevadas, altos níveis pluviométricos e alta densidade de vetores, se tornam mais 

favoráveis para a transmissão (BRASIL, 2014; POSSAS et al., 2018; 

VASCONCELOS, 2001; VASCONCELOS; TRAVASSOS; TRAVASSOS, 2001). 

Entretanto, também há registros de transmissão fora desse período clássico, 

caracterizando uma periodicidade irregular (BRASIL, 2014; SVS; DEIDT, 2021). 

Um ressurgimento da FA silvestre no Brasil vem sendo observado desde 2014, 

resultando, até junho de 2020, 2.283 casos humanos e 779 óbitos, com uma letalidade 

de 34,1% (Figura 3) e representando o maior surto de FA silvestre na história do país 

desde que o ciclo silvestre foi descrito na década de 1930. No total, 18 estados de 

todas as regiões do Brasil foram afetados, alcançando áreas de Mata Atlântica, onde 

as populações não estavam imunizadas. Além disso, casos humanos e/ou epizootias 
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também ocorreram em todos os estados das regiões Centro-Oeste, Sudeste e Sul do 

país (BRASIL, 2014; DORIGATTI et al., 2017; SVS; DEIDT, 2021). 

 

Figura 3 – Distribuição de casos humanos de FA silvestre na Região Amazônica 

e Extra-Amazônica no período de 1998 a 2020 

 

Figura 3 - Distribuição de casos humanos de FA silvestre na Região Amazônica e Extra-Amazônica no 

período de 1998 a 2020. As barras amarelas representam o número de casos reportados em cada ano 

na Região Amazônica e as pretas na Região Extra-amazônica. FONTE: SVS; DEIDT, 2021. 

 

Entre julho de 2020 e junho de 2021, 8 casos e 3 óbitos por FA foram confirmados 

no estado de Santa Catarina entre indivíduos não vacinados. Atualmente, o estado 

conta com uma cobertura vacinal de 77%. Tem sido observada uma crescente 

disseminação da doença no sul do país, responsável por 78% dos casos suspeitos e 

100% dos casos confirmados entre 2020 e 2021. Além disso, a pandemia de COVID-

19 apresentou um desafio adicional para o controle da FA, com grandes impactos nos 

programas de vigilância, interrupção de campanhas e serviços de vacinação para a 

doença (WER, 2021). 

Diante desses dados, pode-se observar que a FA continua com um elevado 

potencial de disseminação e com persistente risco de transmissão em áreas 

endêmicas, tornando as ações de prevenção e controle e a avaliação periódica das 

áreas de risco essenciais para um melhor manejo da doença. 
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1.4  Controle e Prevenção 

 

Não existe nenhum tratamento específico para a FA, sendo, portanto, realizado 

apenas um tratamento sintomático, o qual inclui reposição de líquidos, uso de 

analgésicos e antipiréticos, repouso e observação da evolução clínica do paciente 

para um manejo clínico adequado conforme os sintomas relatados (ROLLINS; 

RAMSEY; PARSH, 2017). 

A principal estratégia de controle e prevenção é através da vacinação. A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) certifica e recomenda o uso de duas vacinas 

antiamarílicas originárias da amostra africana 17D, as subamostras 17D-204 e 17DD, 

sendo constituídas por vírus vivos atenuados, altamente imunogênicas e seguras. Não 

existem diferenças significativas quanto à segurança e imunogenicidade entre as 

vacinas 17D-204 e 17DD, com raros eventos adversos graves associados a elas 

(MONATH; VASCONCELOS, 2015). No Brasil, a vacina em uso é a 17DD, produzida 

por Bio-Manguinhos na Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) desde 1937 

(BIOMANGUINHOS, 2011; MONATH; VASCONCELOS, 2015). 

A reemergência da FA a partir de 2008, principalmente na Região Extra-

Amazônica, induziu a necessidade de revisão e adoção de novas estratégias de 

vigilância, prevenção e controle da doença. Nesse sentido, em julho de 2013 o Grupo 

Técnico Assessor da OMS realizou uma revisão do documento de imunização para a 

FA, que estava vigente desde 2003. A revisão incluiu assuntos relacionados à 

necessidade da dose de reforço da vacina a cada 10 anos e a segurança da vacina 

em indivíduos imunocomprometidos. Considerando a sobrecarga no abastecimento 

das vacinas de FA devido a crescente demanda e baseado em uma revisão 

sistemática de estudos publicados sobre a duração da imunidade após uma única 

dose da vacina de FA, a OMS concluiu que não havia necessidade de uma dose de 

reforço após 10 anos, implementando um novo Regulamento Sanitário Internacional 

em 2016 que determina que apenas uma única dose da vacina é suficiente para 

garantir proteção por toda a vida (PNI; DEVIT/SVS/MS, 2014; WHO, 2013). 

Além da vacinação, algumas estratégias também vêm sendo adotadas para o 

controle da FA, tais como controle vetorial e proteção individual a partir do uso de 

repelentes e mosquiteiros. Entretanto, o combate aos vetores da FA silvestre é 

impraticável, sendo possível apenas o controle do vetor da FA urbana (Aedes aegypti), 
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que, juntamente com a vacinação, tornam-se os principais meios de prevenção da 

reurbanização da doença (VASCONCELOS, 2002). 

Além disso, a Organização Mundial da Saúde (OMS), o Fundo das Nações Unidas 

para a Infância (UNICEF) e o Global Alliance for Vaccines and Immunization (GAVI) 

fundaram o programa Eliminate Yellow Fever Epidemics Strategy (EYE), cujos 

objetivos incluem proteger as populações em risco, prevenir a propagação 

internacional da doença e conter surtos rapidamente. O programa inclui, além da 

vacinação, estratégias como vigilância, controle vetorial, fortalecimento da capacidade 

laboratorial, desenvolvimento de planos de intervenção e envolvimento do setor 

privado, principalmente mineração, silvicultura e agroindústria. O objetivo principal é 

o diagnóstico precoce para que as medidas de controle possam ser aplicadas em 

tempo hábil e impedir uma possível epidemia da doença (WHO, 2021a). 

 

1.5  Vacina da Febre Amarela 

 

1.5.1 Recomendação vacinal no Brasil 

 

A vacina antiamarílica encontra-se no calendário nacional de vacinação do Brasil 

e é de caráter obrigatório, devendo os serviços públicos de saúde ou médicos em 

exercício, fornecerem o comprovante de vacinação (BRASIL, 2004).  

O Programa Nacional de Imunizações sofre constantes alterações que se 

baseiam na análise de estudos que avaliam a resposta imune induzida pela vacina 

antiamarílica, visando sempre à ampliação da cobertura vacinal e prevenção de 

futuros surtos da doença. Nesse sentido, em 2020 o Ministério da Saúde do Brasil 

decidiu ampliar a recomendação vacinal da FA para todo o território nacional, com 

ampliação de 1.101 municípios do Nordeste que ainda não faziam parte da área de 

recomendação. Além disso, também decidiu oferecer uma dose de reforço para 

crianças de 4 anos de idade (BVS, 2021). 

Sendo assim, a atual recomendação da vacina de FA no Brasil consiste em: 

crianças, ao completarem 9 meses de idade, devem tomar uma dose; ao completarem 

4 anos, devem tomar a dose de reforço; pessoas de 5 a 59 anos, devem tomar uma 

única dose, não havendo necessidade de uma dose de reforço. A vacina é 

contraindicada para crianças menores de 9 meses de idade, mulheres em 
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amamentação de crianças menores de 6 meses, pessoas com histórico de alergia 

grave ao ovo, pessoas imunocomprometidas, dentre outros (SVS, 2021).   

 

1.5.2 Eficácia e imunogenicidade 

 

As vacinas antiamarílicas disponíveis (17D-204 e 17DD) induzem altos níveis de 

anticorpos neutralizantes em adultos vacinados, variando de 95 a 99% entre 10 a 30 

dias após a vacinação (CAMPI-AZEVEDO et al., 2016; COLLABORATIVE GROUP 

FOR STUDIES ON YELLOW FEVER VACCINES, 2014; COSTA-PEREIRA et al., 

2018; MONATH, 2001). A resposta primária por anticorpos neutralizantes é detectável 

7 dias após a vacinação e é altamente específica. De acordo com o CDC, após a 

administração de cerca de 540 milhões de doses da vacina antiamarílica, apenas 23 

falhas vacinais foram detectadas (CDC, 2015; STAPLES; GERSHMAN; FISCHER, 

2002). 

Estudos anteriores demonstraram que alguns fatores podem afetar as respostas 

induzidas pela vacina antiamarílica, como a idade na primovacinação, nutrição, 

genética, exposição à Flavivírus heterólogos, dentre outros (BIFANI; ONG; DE ALWIS, 

2020; JEAN et al., 2016; MUYANJA et al., 2014). Em relação à idade, estudos 

demonstraram que as vacinas 17D-204 e 17DD de FA são altamente imunogênicas 

em adultos, induzindo uma soroconversão de quase 100% após a primovacinação 

(CAMACHO et al., 2004; HEPBURN et al., 2006; JEAN et al., 2016; MONATH et al., 

2002). Entretanto, níveis mais baixos de anticorpos neutralizantes foram relatados em 

crianças de diferentes idades na primovacinação, variando de 77,5% a 90%. Em 

crianças com idade entre 9-11 meses, a soroconversão foi ainda mais baixa, atingindo 

taxas críticas de 72% (CAMACHO et al., 2015; GOTUZZO; YACTAYO; CÓRDOVA, 

2013; GRUPO COLABORATIVO DO PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZAÇÕES 

PARA O ESTUDO DA SOROCONVERSÃO PELA VACINA CONTRA FEBRE 

AMARELA, 2003; MONATH et al., 2012). Em relação à circulação do vírus de FA, foi 

demonstrado que as taxas de soroconversão em países não endêmicos são maiores 

do que em países endêmicos (98,9% vs 94,2%) (JEAN et al., 2016). Além disso, 

mudanças no microambiente imunológico também podem afetar a resposta 

quantitativa e qualitativa à vacina antiamarílica 17D (MUYANJA et al., 2014). Foi 

proposto que a exposição frequente a doenças infecciosas induz um microambiente 

imune constantemente ativado que pode levar a uma exaustão de células T. Esses 
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eventos podem afetar as respostas humoral e celular e reduzir a eficácia da vacina 

(MUYANJA et al., 2014).  

 

1.5.3 Resposta imune à vacina antiamarílica 

 

As vacinas antiamarílicas induzem uma resposta imune humoral rápida e 

específica. Após a primovacinação, há uma breve e baixa viremia (2-3 dias; <200 

PFU/mL) que é observada em aproximadamente 50% dos indivíduos vacinados 

(BARRETT; TEUWEN, 2009). Logo após, há uma resposta primária à vacina por 

anticorpos IgM, os quais podem ser detectados entre o 3º e o 7º dia com um pico 2 

semanas pós-vacinação, podendo ser detectáveis por até 3 meses (FERREIRA et al., 

2018; MONATH, 1971). Entretanto, já foi demonstrado que a IgM pode ser detectada 

até 3-4 anos após a vacinação (GIBNEY et al., 2012). 

Posteriormente, os anticorpos neutralizantes, em sua maioria IgG, passam a ser 

detectados. Os anticorpos neutralizantes possuem um papel importante de proteção, 

uma vez que sua principal função é bloquear a interação do vírus com a célula 

hospedeira, impedindo que as células-alvo sejam infectadas. Diante disso, eles são 

considerados o principal mecanismo de proteção específica para a FA, direcionados 

a diversos epítopos complexos encontrados na superfície viral (FERREIRA et al., 

2018; PIERSON et al., 2008; VRATSKIKH et al., 2013). Eles podem persistir por anos 

no organismo, proporcionando proteção contra a doença caso o indivíduo seja 

exposto ao vírus (GOTUZZO; YACTAYO; CÓRDOVA, 2013). 

 Embora a participação dos anticorpos neutralizantes seja importante para conferir 

imunidade vacinal (ROUKENS et al., 2018; SIMÕES et al., 2012; VRATSKIKH et al., 

2013), seu papel não é exclusivo, uma vez que diversos tipos celulares também estão 

envolvidos na proteção e manutenção da resposta à vacina (AKONDY et al., 2009; 

COSTA-PEREIRA et al., 2018; HOU et al., 2017; QUEREC; PULENDRAN, 2007). 

Tem sido demonstrado um papel importante da imunidade inata, responsável pelo 

controle inicial da infecção por FA (HOU et al., 2017; QUEREC; PULENDRAN, 2007). 

Epítopos endógenos e recombinantes são expressos em decorrência da capacidade 

do vírus de FA se replicar em células dendríticas e, consequentemente, diferentes 

tipos de receptores do tipo “Toll-like” (TLR), como TLR 2, 3, 7, 8 e 9 são estimulados 

(QUEREC; PULENDRAN, 2007). Devido a esse fenômeno, há produção de 

quimiocinas (CXCL10) e citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α) que induzem uma 
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resposta de Interferon do tipo I, levando a ativação e maturação de células dendríticas 

mieloides e plasmocitoides (DA COSTA NEVES et al., 2009; PULENDRAN et al., 

2013) e desempenhando um papel importante no desenvolvimento de uma resposta 

imune adaptativa eficiente (Figura 4). 

 

Figura 4 – Resposta imune celular induzida pela vacina de Febre Amarela 

 

Figura 4 – Resposta imune celular induzida pela vacina de Febre Amarela. A figura resume as principais 

alterações imunológicas induzidas pela vacina contra a Febre Amarela. FONTE: FERREIRA et al., 

2018. 

 

Em um estudo que avaliou diferentes fenótipos de células da imunidade inata em 

adultos primovacinados com a vacina antiamarílica 17DD, foi observado um perfil de 

ativação de neutrófilos com aumento da expressão das moléculas CD23 e CD28 e de 

eosinófilos com o aumento de CD28 e HLA-DR. Além disso, também foi demonstrado 

um elevado número de monócitos ativados (CD14+CD16high) e pró-inflamatórios 

(CD14+CD16+HLA-DR+) (MARTINS et al., 2008). Alguns estudos ressaltam o papel 
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das células NK no controle da viremia no início da infecção, devido a sua capacidade 

de limitar a propagação de patógenos e vírus e de desencadear uma resposta imune 

adaptativa antígeno-específica após a vacinação (NEVES et al., 2009; DELVES; 

ROITT, 2000). 

A vacina antiamarílica induz a ativação de linfócitos gama-delta (γδ), que são as 

primeiras células a produzir IFN-γ, o qual irá auxiliar a maturação de células 

dendríticas e a polarização de linfócitos T CD4+ para uma resposta do tipo Th1 

(NEVES et al., 2010, 2013). 

O percentual de linfócitos T CD8+ se eleva significativamente no 5º dia após a 

primovacinação (AHMED; AKONDY, 2011; AKONDY et al., 2015). No 15º dia, há um 

aumento de linfócitos T CD8+ expressando moléculas de superfície (HLA-DR e CD38) 

importantes para a diferenciação de células efetoras (MARTINS et al., 2007). Já no 

30º dia pós-vacinação, há perda do fenótipo efetor para o fenótipo de memória, 

baseado na expressão das moléculas CD45RA e CCR7. Essa transição ocorre entre 

os dias 15-90 após a vacinação (AKONDY et al., 2015; BANNARD; KRAMAN; 

FEARON, 2009; BLOM et al., 2013). 

A memória imunológica é a base da proteção induzida pela vacina, sendo as 

células T CD8+ um importante componente celular. Em infecções virais, as células T 

CD8+ de memória, após expansão clonal antígeno-específica, provocam a morte do 

patógeno por meio de mecanismos citotóxicos. Essa população celular desempenha 

um papel dinâmico frente à vacinação antiamarílica, com funções efetoras de longa 

duração, citotoxidade direta, degranulação e secreção de citocinas antivirais (IFN-γ, 

TNF-α, IL-2 e CCL4) (AKONDY et al., 2009; FUERTES MARRACO et al., 2015). 

Em relação aos linfócitos T CD4+, há um aumento significativo dessa população 

celular quando a infecção está controlada (KOHLER et al., 2012; REINHARDT et al., 

1998). De acordo com o microambiente, a polarização de células T CD4+ se modifica 

em respostas do tipo Th1 ou Th2, caracterizando uma resposta celular mista 

(GAUCHER et al., 2008; MARTINS et al., 2008). Em resposta à vacinação 

antiamarílica, há uma predominância na produção e secreção de IFN. Entretanto, foi 

demonstrada uma mudança no perfil de produção de citocinas por essa população 

celular, com maior produção da citocina IL-10 (CAMPI-AZEVEDO et al., 2016). É 

importante ressaltar que estudos que avaliaram a duração da resposta celular 

induzida pela vacina antiamarílica, observaram uma queda significativa e preocupante 

dos perfis de memória efetora de células T CD4+ e T CD8+ 10 anos após a 
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primovacinação, ressaltando a importância de se manter uma dose de reforço após 

esse período (CAMPI-AZEVEDO et al., 2016, 2019a). 

No que se refere aos linfócitos B, ocorre uma proporção inversa em relação aos 

linfócitos T por volta de 7 dias pós-vacinação, quando os níveis de linfócitos B (CD19+) 

se reduzem e os de linfócitos T se elevam. Entretanto, após 15 dias há um aumento 

da população de linfócitos B, com consequente aumento na proporção de anticorpos 

neutralizantes devido a presença do fenótipo de ativação (CD19+CD69+) e aumento 

da expressão de IL-10R, importante citocina para a proliferação e diferenciação de 

linfócitos B (CAMPI-AZEVEDO et al., 2012; FERREIRA et al., 2018; KOHLER et al., 

2012; MARTINS et al., 2007). 

 

1.5.4 Dose fracionada da vacina antiamarílica 

 

Em decorrência do agravamento do cenário epidemiológico da FA, houve um 

aumento na demanda de vacinas, com consequente esgotamento dos estoques 

vacinais. Dessa forma, foi proposta em 2016, pelo Strategic Advisory Group of Experts 

(SAGE) da OMS, a utilização da vacina de FA em doses com concentrações menores 

de partículas virais (1/5 da dose padrão) como uma possível solução emergencial 

(WHO, 2017). A menor concentração de partículas virais da vacina poderia ampliar 

rapidamente a capacidade de fornecimento da vacina de FA e suprir a necessidade 

mundial. 

A estratégia do uso da dose fracionada consistiu na administração de 0,1mL da 

vacina ao invés de 0,5mL, ou seja, 1/5 da dose padrão. A OMS recomenda que a dose 

deva possuir uma concentração mínima 1.000UI. Além disso, a dose fracionada deve 

apresentar eficácia, segurança e imunogenicidade equivalente à dose padrão (WHO, 

2016b, 2017). 

Para suportar a utilização do uso fracionado da vacina antiamarílica, a OMS se 

baseou em estudos que demonstraram que 98% dos indivíduos apresentam 

anticorpos neutralizantes pós-vacinação com doses menores da vacina antiamarílica 

(CAMPI-AZEVEDO et al., 2014; MARTINS et al., 2013; ROUKENS et al., 2018). Além 

disso, foi demonstrado que a vacina antiamarílica 17DD, produzida por Bio-

Manguinhos, maior produtor mundial da vacina, tem em média 12x mais partículas 

virais do que o mínimo recomendado pela OMS (MARTINS et al., 2013). 
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Para atender a demanda do Ministério da Saúde, em 2009 foi realizado um estudo 

clínico de dose-resposta da vacina antiamarílica 17DD, produzida por Bio-

Manguinhos. O estudo envolveu 900 adultos saudáveis, do sexo masculino, de 

Unidades Militares do Rio de Janeiro. Os voluntários foram divididos em 6 grupos 

compostos por 150 participantes, os quais receberam doses decrescentes da vacina, 

desde 27.476 UI/dose (dose padrão) até 31 UI/dose. Os resultados demonstraram que 

a vacina poderia ser utilizada em concentrações até 50x menores (a partir de 587 UI) 

do que a dose padrão. Além disso, a duração da imunidade se manteve em um ano 

de avaliação nos grupos vacinais, exceto para o grupo que recebeu a menor dose 

testada (31 UI) (MARTINS et al., 2013). 

Dando continuidade ao estudo de dose-resposta, biomarcadores séricos solúveis 

foram avaliados e também foi observado que doses até 50x menores são capazes de 

induzir imunogenicidade similar à dose padrão. Entretanto, apenas doses de até 3.013 

UI (10x menor que a dose padrão) foram capazes de induzir a produção da quimiocina 

CXCL-9, de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IFN-γ e IL-2) e de citocinas 

moduladoras (IL-5 e IL-10) similar à dose padrão (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014). 

Oito anos após a primovacinação, a mesma população foi avaliada e anticorpos 

neutralizantes foram determinados. O estudo demonstrou que os títulos de anticorpos 

neutralizantes se mantêm oito anos após a primovacinação no grupo de indivíduos 

que receberam doses a partir de 587 UI (MARTINS et al., 2018). 

Baseado nessas evidências científicas, na súbita demanda pela vacina 

antiamarílica e na recomendação da OMS, em 2018 o Ministério da Saúde do Brasil 

anunciou o uso da dose fracionada em três estados brasileiros (Bahia, Rio de Janeiro 

e São Paulo) como uma das estratégias de imunização em decorrência da situação 

emergencial (OPAS; OMS, 2018). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Embora a vacina contra a FA seja uma das mais imunogênicas existentes, estudos 

anteriores demonstraram que alguns fatores podem afetar as respostas induzidas pela 

vacina, incluindo características relacionadas ao hospedeiro (idade, nutrição, genética 

e microbioma) e aspectos ambientais (regiões endêmicas vs não endêmicas, 

coinfecção e exposição a Flavivírus heterólogos) (BIFANI; ONG; DE ALWIS, 2020; 

JEAN et al., 2016; MUYANJA et al., 2014). Com a recente ampliação da 

recomendação vacinal no Brasil para todo o território nacional, incluindo áreas sem 

circulação do vírus da FA, informações detalhadas sobre o impacto do status 

sorológico prévio para Flavivírus e a influência da idade na resposta imune induzida 

pela vacina ainda precisam ser elucidadas em indivíduos residentes em áreas sem 

circulação do vírus da FA, uma vez que a maioria dos estudos existentes foram 

realizados em áreas com circulação do vírus. 

Além disso, em 2016 foi proposto pelo Strategic Advisory Group of Experts 

(SAGE) da OMS, a utilização da vacina de FA em doses com concentrações menores 

de partículas virais (1/5 da dose padrão) como uma possível solução emergencial para 

ampliar a capacidade de fornecimento da vacina (WHO, 2016a). Diante disso, também 

são necessários estudos que avaliem se a imunização de indivíduos com doses 

menores da vacina antiamarílica é eficaz do ponto de vista da resposta imune humoral 

e celular. 

Com esta proposta, existe a oportunidade de avaliar o impacto do status 

sorológico prévio para Flavivírus e também a influência da idade na resposta imune 

induzida pela vacina antiamarílica em indivíduos residentes em áreas sem circulação 

do vírus amarílico após a vacinação com a dose padrão da vacina 17DD. Além disso, 

também será possível avaliar o perfil da resposta imune humoral e celular antígeno-

específica para FA em indivíduos submetidos à primovacinação com a dose 

fracionada (1/5 da dose padrão) da vacina antiamarílica 17DD. 

Dessa forma, o estudo poderá fornecer evidências científicas relevantes para 

subsidiar programas de saúde pública com correlatos de proteção para áreas sem 

circulação do vírus de FA e sobre a resposta imune induzida pela dose fracionada da 

vacina antiamarílica. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo Geral 

 

Caracterizar a imunidade vacinal antiamarílica 17DD induzida pela dose padrão e 

dose fracionada empregando análise exploratória multiparamétrica de biomarcadores 

fenotípicos e funcionais. 

 

3.2  Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar o impacto do status sorológico prévio para Flavivírus (Febre Amarela, 

Dengue e Zika) na resposta celular específica para FA em indivíduos 

residentes em áreas sem circulação do vírus amarílico após a vacinação com 

a dose padrão da vacina 17DD; 

2. Avaliar a influência da idade na produção de anticorpos neutralizantes e 

biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória antígeno-específica 

para FA em indivíduos residentes em áreas sem circulação do vírus amarílico 

após a primovacinação com a dose padrão da vacina 17DD; 

3. Caracterizar o perfil de anticorpos neutralizantes e mediadores solúveis em 

adultos submetidos à primovacinação com a dose fracionada da vacina 17DD; 

4. Caracterizar o perfil de biomarcadores fenotípicos e funcionais em adultos 

submetidos à primovacinação com a dose fracionada da vacina 17DD. 

 

 

 

  



 33 

4 METODOLOGIA 

 

4.1  População de estudo  

 

Este é um estudo observacional o qual incluíram grupos de indivíduos de 

diferentes faixas etárias, que nunca receberam a vacina de FA, segundo registro do 

cartão de vacinação, e que concordaram em participar voluntariamente do estudo. O 

estudo foi submetido e aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa do Instituto 

René Rachou, FIOCRUZ-Minas (CAAE #51160215.7.0000.5091; CAAE 

#82357718.5.0000.5091), da Universidade Federal da Paraíba (CAAE 

#51160215.7.3001.5183), do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas 

(CAAE #82357718.5.3001.5262) e do Instituto de Infectologia Emílio Ribas (CAAE 

#82357718.5.3002.0061). Todos os participantes ou seus responsáveis legais leram 

e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes da inclusão 

no estudo. Esta investigação atende aos princípios da declaração de Helsinque e da 

resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde para pesquisas envolvendo 

seres humanos. 

Para cumprir os objetivos específicos 1 e 2 deste estudo, foram selecionadas 2 

amostragens populacionais. No total, 576 voluntários foram incluídos, sendo 288 

crianças de 9 meses a 4 anos de idade e 288 adultos de 18 a 49 anos residentes dos 

municípios Alhandra, Caaporã e Conde no estado da Paraíba (áreas sem circulação 

do vírus de FA). Amostras de 5mL de sangue periférico de tubos sem anticoagulante 

foram coletadas de todos os voluntários para a avaliação dos títulos de anticorpos 

neutralizantes pelo teste Micro Plaque Reduction Neutralization – Horseradish 

Peroxidase (μPRN-HRP), o qual foi realizado no Laboratório de Tecnologia Virológica 

de Bio-Manguinhos (LATEV/BIO). Também foi realizada a avaliação de IgG para 

Dengue e para Zika através do teste rápido realizado pelo mesmo laboratório. 

Amostras de sangue periférico (10-20mL) em tubos sem anticoagulante e com gel 

separador foram coletadas para avaliação de biomarcadores fenotípicos de células T 

e B de memória antígeno-específica para FA em indivíduos residentes em áreas sem 

circulação do vírus amarílico através da obtenção de células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC) provenientes do coágulo sanguíneo, o qual foi realizado no 

Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores do Instituto René Rachou/Fiocruz-

Minas (Figura 5).  
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Figura 5 – Fluxograma da população de estudo, desenho e métodos referente 

aos objetivos específicos 1 e 2 

 

Figura 5 – Fluxograma da população de estudo, desenho e métodos referente aos objetivos específicos 

1 e 2. A população de estudo é composta por 576 voluntários incluindo: crianças (n=288, ambos os 

sexos, idade entre 9 meses e 4 anos) e adultos (n=288, ambos os sexos, idade entre 18 e 49 anos). 

Trata-se de uma investigação observacional realizada em uma área sem circulação do vírus de FA no 

Brasil composto por dois braços independentes. O fluxograma resume o desenho e métodos 

experimentais de cada braço. O primeiro braço do estudo (‘‘Sorologia para Flavivírus na Linha de Base 

e Resposta Imunológica à Vacinação antiamarílica 17DD”) tem como objetivo avaliar o impacto do 

status da sorologia prévia para flavivírus - ‘‘Anticorpos neutralizantes para FA (D0)", ''Sorologia para 

DENGUE (D0)" e ''Sorologia para ZIKA (D0)" - na imunidade celular específica para FA (D0) em 

amostras de Crianças (9Meses-4Anos) e Adultos (18-49Anos) categorizadas como : (-) e (+) de acordo com 

o status sorológico de flavivírus na linha de base. O segundo braço do estudo (“Impacto da idade na 

resposta celular específica para FA após vacinação antiamarílica 17DD”) tem como objetivo determinar 

o impacto da idade na primovacinação antiamarílica 17DD com base na análise de anticorpos 

neutralizantes de FA - μPRN-HRP (D0; D30-45 e D365) e imunidade celular específica de FA (D0; D30-

45 e D365) em amostras de Crianças mais novas (9Meses- 2Anos), Crianças mais velhas (3-4Anos) e Adultos 

(18-49Anos). Neste braço, voluntários com anticorpos neutralizantes positivos para FA - μPRN-HRP 

foram excluídos (18 crianças e 80 adultos). FONTE: REIS et al., 2021. 
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Para cumprir o objetivo específico 3 e 4, foram incluídos 15 adultos, de 18 a 57 

anos, primovacinados com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD durante 

campanha de vacinação em massa no Rio de Janeiro. Para isso, foram coletadas 

amostras de sangue periférico em tubos sem anticoagulante para caracterização do 

perfil de mediadores solúveis no soro e amostras de sangue contendo heparina sódica 

como anticoagulante para avaliação de biomarcadores fenotípicos e funcionais de 

memória antígeno-específica para FA através da obtenção de PBMC, o qual foi 

realizado no Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores do Instituto René 

Rachou/Fiocruz-Minas e no The Human Immune Monitoring Center (HIMC) da 

Stanford University, EUA (Figura 6). 

 

Figura 6 – Fluxograma da população de estudo, desenho e métodos referente 

aos objetivos específicos 3 e 4 

 

Figura 6 – Fluxograma da população de estudo, desenho e métodos referente aos objetivos específicos 

3 e 4. A população de estudo é composta por 15 adultos, ambos os sexos, idade entre 18 e 57 anos. 

O fluxograma resume o desenho e métodos experimentais do estudo. Foram utilizadas amostras de 

sangue periférico em tubos sem anticoagulante para caracterização do perfil de mediadores solúveis 

por Luminex e amostras de sangue periférico em tubos contendo heparina sódica como anticoagulante 

para avaliação de biomarcadores fenotípicos e funcionais de memória antígeno-específica para FA por 

citometria de massa. FONTE: elaborado pelo autor. 
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4.2  Critérios de elegibilidade 

 

Foram elegíveis para o estudo indivíduos que nunca receberam a vacina de FA, 

verificada em cartão de vacina e anamnese, e que concordaram em participar 

voluntariamente do estudo. Foi chamada a atenção no Cartão de Imunização da 

Criança que ela participou do estudo sobre a vacina de FA. Além disso, os 

participantes não puderam receber a vacina 17DD atenuada de FA simultaneamente 

com as vacinas Tríplice Viral (vacina combinada contra sarampo, rubéola e caxumba) 

ou Tetra Viral (tríplice mais varicela), respeitando um intervalo de pelo menos um mês 

entre estas e a de FA. Estas restrições não se aplicaram as demais vacinas do 

calendário básico de imunizações. 

 

4.2.1 Critérios de inclusão 

 

• Capacidade de entender e assinar o TCLE; 

• Aceitação de participação no estudo após leitura, compreensão e assinatura do 

TCLE; 

• Participantes de ambos os sexos com idades entre 9 meses e 4 anos, desde 

que não tenham recebido ou deveriam receber a vacina Tríplice Viral ou Tetra Viral 

em um intervalo de 30 dias ou menos; 

• Adultos saudáveis de ambos os sexos com idade entre 18 e 49 anos desde que 

não tenham recebido ou deveriam receber a vacina Tríplice Viral ou Tetra Viral em um 

intervalo de 30 dias ou menos; 

• Residência fixa no município onde se localiza a Unidade Básica de Saúde 

(UBS) em que foram realizadas a vacinação e as coletas de material biológico 

(sangue) para o estudo; 

• Disponibilidade para as atividades de acompanhamento durante todo o período 

do estudo, bem como de seguir o protocolo do estudo; 

• Concordar em fornecer dados pessoais como nome, endereço, telefone e 

outras informações pessoais para que fosse possível o contato, caso necessário; 

•  Boas condições de saúde e sem história médica significativa; 

• Exame físico de triagem sem alterações clínicas significativas. 
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4.2.2 Critérios de exclusão 

 

• Vacinação anterior contra FA; 

• Gestação presumida ou confirmada, em qualquer fase; 

• Mulheres em amamentação; 

• Histórico pessoal de reação anafilática a alimentos, medicamentos ou vacinas; 

• Histórico de alergia ao ovo e seus componentes, eritromicina, canamicina ou 

gelatina; 

• Doenças imunomediadas (artrite reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico, 

síndrome de Sjögren e esclerose múltipla), que tenham feito ou não uso de 

medicamentos imunossupressores; 

• Soropositividade para HIV; 

• Histórico de doenças do timo, tais como timoma, miastenia gravis e timectomia 

devido à timoma; 

• Recebimento de imunoglobulina, transfusões de sangue ou derivados nos 

últimos 60 dias; 

• Vacinação de vírus vivos ou contra cólera nos últimos 30 dias, ou que 

planejavam recebê-las nos 30 dias seguintes após a vacinação contra FA; 

• Indivíduos que tenham residido em áreas endêmicas de FA; 

• Doença febril aguda, com comprometimento do estado geral de saúde. 

 

4.3  Procedimentos laboratoriais 

 

4.3.1 Titulação de anticorpos neutralizantes (μPRN-HRP) 

 

O título de anticorpos neutralizantes dos participantes do estudo foi determinado 

pelo teste Micro Plaque Reduction Neutralization – Horseradish Peroxidase (μPRN-

HRP) em colaboração com o Laboratório de Tecnologia Virológica de Bio-

Manguinhos/Fiocruz-Rio. O μPRN-HRP foi realizado conforme a Figura 7 e 

previamente descrito por Simões (2018). 

De forma resumida, o μPRN-HRP foi realizado em placas de 96 poços utilizando 

diluições seriadas do soro (fator 3 – de 1:6 a 1:1458) e aproximadamente 100 

PFU/poço do vírus vacinal 17D-213/77. Uma coluna da microplaca foi reservada para 
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o controle de vírus (meio 199 + suspensão viral) e as bordas para o controle de células 

(somente meio 199 + células). Para a etapa de neutralização, a mistura de soro e 

suspensão viral foi incubada por 2 horas em estufa a 37°C e 5% CO2.  

Após a incubação, as misturas foram transferidas para outra placa de 96 poços 

contendo monocamadas de células Vero ATCC pré-formadas (24 horas) para a etapa 

de adsorção durante 1 hora a 37°C e 5% CO2. Finalizada essa etapa, as misturas 

foram removidas e substituídas por meio semissólido de carboximetilcelulose a 2% 

(CMC) seguido de incubação por 48 horas a 37°C e 5% CO2. Em seguida, as 

monocamadas foram lavadas e fixadas com solução etanol-metanol (1:1) por pelo 

menos 1 hora a -20°C e posteriores lavagens foram realizadas. Após a etapa de 

fixação, foi adicionado o anticorpo monoclonal conjugado com HRP (4G2) diluído na 

solução bloqueadora (0,5% BSA, 0,5% de bloqueador caseína diluídos em água 

destilada) e as placas foram incubadas por 2 horas a 35°C e 5% CO2. 

Subsequentemente, as monocamadas foram lavadas com Dulbecco's Phosphate-

Buffered Saline (DPBS) antes de adicionar o substrato True Blue (TB). Após 15 

minutos de incubação no escuro e em temperatura ambiente, as monocamadas foram 

lavadas novamente com água destilada e, quando secas, foram fotografadas usando 

um sistema de aquisição de imagem automatizado previamente descrito por Denani 

et al., 2020 e as placas foram contadas manualmente (DENANI et al., 2020). 
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Figura 7 – Esquema do protocolo de execução do teste μPRN-HRP de FA 

 

Figura 7 – Esquema do protocolo de execução do teste de neutralização μPRN-HRP de FA. O teste 

consiste no preparo das monocamadas celulares, diluição seriada dos soros, neutralização do vírus, 

adsorção às células Vero, substituição das misturas por meio semissólido, fixação das monocamadas, 

tratamento com anticorpo monoclonal conjugado à enzima peroxidase para o reconhecimento dos vírus 

não neutralizados, adição de um substrato da enzima, lavagens entre as etapas e revelação do tipo 

imunoenzimático. FONTE: SIMÕES, 2018. 

 

O título de anticorpos neutralizantes foi calculado por regressão linear 

considerando os valores das recíprocas das diluições e os números de placas de lise 

imediatamente inferior e superior a 50%. Dessa forma, o título foi definido como a 

recíproca da última diluição do soro que reduziu o número de placas de lise em 50% 

em comparação com o controle. O título médio do soro padrão permitiu a 

determinação das unidades internacionais de proteção contidas em cada amostra 

(SIMÕES et al., 2012). 

 

4.3.2 Determinação de IgG para DENGUE 

 

A determinação de IgG para DENGUE foi realizada por meio do kit ELISA 

comercialmente disponível (kit Panbio dengue IgG ELISA indireto, Abbott 
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Laboratories, Chicago, IL, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Os 

resultados foram expressos em unidades relativas/mL. 

 

4.3.3 Determinação de IgG para ZIKA 

 

A determinação de IgG total para ZIKA foi realizada por meio do kit 

comercialmente disponível (TR DPP® Zika IgM / IgG - Bio-Manguinhos, FIOCRUZ, 

Rio de Janeiro, RJ, Brasil) de acordo com as instruções do fabricante. Os resultados 

foram expressos como intensidade de banda fornecida por um micro leitor disponível 

pelo fabricante. 

 

4.3.4 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) a partir 

de coágulo sanguíneo 

 

As amostras de sangue de tubos sem anticoagulante contendo gel separador 

foram preparadas a fim de obter PBMC a partir do coágulo sanguíneo. Primeiramente, 

as amostras foram submetidas à centrifugação a uma rotação de 3.000rpm por 10 

minutos em temperatura ambiente. Amostras de soro foram coletadas e armazenadas 

a -80ºC para a análise da resposta de anticorpos para Flavivírus (FA, DENGUE e 

ZIKA). Os coágulos foram removidos cuidadosamente com o auxílio de uma pinça 

cirúrgica, imediatamente transferidos para uma placa de Petri e lavados com Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) 1640 incompleto (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, 

DE). Em seguida, os coágulos foram rompidos com pinça cirúrgica e transferidos para 

um Cell-Strainer acoplado a um tubo de polipropileno de 50mL. Com o auxílio de um 

êmbolo de uma seringa de 10mL, os coágulos foram macerados e filtrados para 

remoção de fragmentos grandes e fibrina. Posteriormente, o coágulo filtrado foi diluído 

em meio RPMI-1640 até obter um volume final de 20mL. A solução de coágulo 

macerado e RPMI 1640 incompleto foi transferida lentamente para uma solução de 

Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, DE) na proporção 2:1 para 

obtenção de PBMC. As amostras foram centrifugadas a 500 x g (SL 16R Centrifuge, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) durante 40 minutos a 22°C 

(ACC=3; DCC=3). Ao final da centrifugação, um anel de PBMC foi obtido entre a 

interface do Histopaque®-1077 e do meio de cultura. As PBMC foram coletadas e 

transferidas para tubos de polipropileno de 50mL seguido de uma lavagem com meio 
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RPMI 1640 incompleto a 1.300rpm (SL 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EUA) por 7 minutos a 4°C (ACC=9; DEC=3). Em caso de 

presença de eritrócitos, foi realizada uma etapa de lise utilizando solução de cloreto 

de amônio 1x e posterior centrifugação a 1.300rpm (SL 16R Centrifuge, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) por 7 minutos a 4°C (ACC=9; DEC=3). 

Após a etapa de lise, as PBMC foram submetidas a uma segunda lavagem com meio 

RPMI 1640 incompleto nas mesmas condições de centrifugação da etapa anterior 

para retirada de vestígios de cloreto de amônio. Por fim, as células foram 

ressuspendidas em meio RPMI-1640 incompleto, contadas no contador automático 

CountessTM (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA) e ajustadas para uma 

concentração final de 2,0x107 células/mL. As células foram mantidas no gelo até o uso 

nas culturas in vitro. 

Toda a manipulação, exceto a contagem de células, foi realizada em condições 

estéreis em capela de fluxo laminar.  

 

4.3.5 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) a partir 

de sangue heparinizado 

 

As amostras de sangue de tubos contendo heparina como anticoagulante foram 

preparadas a fim de obter PBMC. Primeiramente, as amostras foram submetidas à 

centrifugação a uma rotação de 3.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente 

para retirada do plasma sanguíneo. O creme leucocitário juntamente com a papa de 

hemácias foram diluídos em meio RPMI-1640 incompleto na proporção 1:1. 

Posteriormente, a mistura foi transferida lentamente para uma solução de 

Histopaque®-1077 na proporção de 2:1 para obtenção de PBMC. As amostras foram 

centrifugadas a 1.800rpm durante 40 minutos a 20ºC (ACC=3; DCC=3). Ao final da 

centrifugação, um anel de PBMC foi obtido entre a interface do Histopaque®-1077 e 

do meio de cultura. As PBMC foram coletadas e transferidas para tubos de 

polipropileno de 50mL seguido de uma lavagem com meio RPMI 1640 incompleto a 

1.300rpm por 7 minutos a 4ºC (ACC=9; DEC=3). Em caso de presença de eritrócitos, 

foi realizada uma etapa de lise utilizando solução de cloreto de amônio 1x e posterior 

centrifugação a 1.300rpm por 7 minutos a 4°C (ACC=9; DEC=3). Após a etapa de lise, 

as PBMC foram submetidas a uma segunda lavagem com meio RPMI 1640 

incompleto nas mesmas condições de centrifugação da etapa anterior para retirada 
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de vestígios de cloreto de amônio. Por fim, as células foram ressuspendidas em meio 

RPMI-1640 incompleto, contadas no contador automático CountessTM (Invitrogen, 

Carlsbad, California, EUA) e ajustadas para uma concentração final de 1,0x107 

células/mL. As células foram adicionadas a uma solução de congelamento (60% de 

solução crioprotetora HES-20%, 40% de soro fetal bovino inativado, 10% de DMSO 

estéril, 5000 UI/mL de heparina sódica) e armazenadas a -80ºC para posterior 

avaliação de biomarcadores fenotípicos e funcionais de memória antígeno-específica 

para FA. 

Toda a manipulação, exceto a contagem de células, foi realizada em condições 

estéreis em capela de fluxo laminar. 

 

4.3.6 Protocolo de descongelamento de PBMC 

 

Amostras de PBMC previamente congeladas e armazenadas à -80ºC foram 

descongeladas e utilizadas para avaliação de biomarcadores fenotípicos e funcionais 

de memória antígeno-específica para FA. Inicialmente, foi preparada uma solução de 

meio de cultura CMBlast (5% de soro humano, 1,6% de L-glutamina e 3% de 

antibiótico+antimicótico diluídos em RPMI incompleto), previamente aquecido em 

banho maria a 37ºC, acrescido de benzonase a 1:10.000. As amostras de PBMC 

foram transportadas cuidadosamente em gelo seco e descongeladas em banho maria 

a 37ºC. Próximo ao descongelamento total, as amostras foram encaminhadas 

imediatamente para a capela de fluxo laminar. Posteriormente, foi adicionado 

lentamente ao criotubo de PBMC 1mL da solução de CMBlast contendo benzonase e 

transferido para um tubo de polipropileno de 15mL contendo 10mL da mesma solução. 

As células foram centrifugadas a 2.000rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. 

Após a centrifugação, o sobrenadante foi removido e o pellet contendo as células foi 

ressuspendido em 0,5-1mL de meio CMBlast. Por fim, as células foram contadas no 

contador Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter, Brea, Califórnia, EUA) 

e ajustados para uma concentração final de 2,0x107 células/mL. As células foram 

mantidas no gelo até o uso nas culturas in vitro. 

 

4.3.7 Cultura celular in vitro antígeno-específico para FA de longa duração  

 



 43 

Para avaliar biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória antígeno-

específica para FA em amostras de PBMC obtidas a partir de coágulo sanguíneo, as 

células permaneceram em cultura por 6 dias (144 horas) na ausência e na presença 

do antígeno vacinal 17DD (2,5x103/mL partículas virais). 

A cultura foi realizada em placas de 96 poços de fundo U, dos quais quatro poços 

foram destinados para avaliação de linfócitos T (LT) – dois poços para cultura controle 

(CC - ausência do antígeno vacinal 17DD) e dois poços para cultura estimulada (CE - 

presença do antígeno vacinal 17DD) – e quatro poços para avaliação de linfócitos B 

(LB), utilizando a mesma estratégia de distribuição de poços. 

Adicionalmente, foi realizado um controle positivo a partir de células estimuladas 

com meio de cultura acrescido de 1,25μg/mL de Fitohemaglutinina (PHA) e um 

controle de células não marcadas com anticorpos monoclonais fluorescentes (CG – 

controle de ajuste do gate de linfócitos no citômetro de fluxo), o qual as células foram 

incubadas apenas com o meio de cultura.  

O meio de cultura utilizado nas culturas foi o meio CMBlast (5% de soro fetal 

humano + 1,6% de L-glutamina + 3% de antibiótico e antimicótico + RPMI 1640 

incompleto). O volume final em cada poço foi de 200μL, sendo 162,5μL de CMBlast e 

25μL de PBMC (5,0 x 105 células).  Para os poços de CE, foram adicionados 12,5μL 

do antígeno vacinal e para os de CC e CG 12,5μL de RPMI 1640 incompleto. 

As placas de cultura de 96 poços foram incubadas por 6 dias (144 horas) a 37°C 

e 5% CO2 em estufa úmida. 

 

4.3.8 Análise de biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória 

antígeno-específica para FA por citometria de fluxo 

 

Após cultura de 6 dias (144 horas), as células foram submetidas à marcação de 

moléculas de superfície utilizando anticorpos fluorescentes específicos para as 

populações celulares de interesse. Para isso, as PBMC foram centrifugadas para 

retirada do meio de cultura e em seguida ressuspendidas e lavadas com tampão salina 

fosfato 1x (PBS 1x). Após a lavagem, as células foram incubadas com corante 

LIVE/DEADTM Fixable Violet Dead Cell Stain (ThermoFisher Scientific, Waltham, 

Massachussetts, EUA), o qual permite o reconhecimento das células viáveis e 

exclusão das células mortas na análise dos dados adquiridos por citometria de fluxo. 
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Em seguida, as PBMC foram lavadas com tampão salina fosfato suplementado 

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

abrigo da luz com uma mistura de anti-moléculas de superfície previamente 

preparadas para identificação de linfócitos T (anti-CD3/SK7/APC-Cy7; anti-CD4/RPA-

T4/FITC; anti-CD8/SK1/PerCP-Cy5.5; anti-CD27/M-T271/PE; anti-

CD45RO/UCHL1/PE-Cy7; anti-CD183/1C6/APC) e linfócitos B (anti-IgD/IA6-2/FITC; 

anti-CD27/M-T271/PE; anti-CD19/HIB19/PerCP-Cy5.5) de memória. 

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

solução a base de formaldeído (citrato de sódio + formaldeído + dietilenoglicol + 

heparina sódica) por 10 minutos. Posteriormente, as PBMC foram lavadas com PBS-

Wash e ressuspendidas em PBS 1x para posterior aquisição de cerca de 100.000 

linfócitos por amostra no citômetro de fluxo LSRFortessa (BD Bioscience, San Diego, 

California, EUA). 

Diferentes estratégias de análise foram empregadas para a avaliação de 

biomarcadores fenotípicos de memória em células T e B por citometria de fluxo. 

Para a análise de subpopulações de linfócitos T de memória, foi utilizado o 

software FlowJo™ v10.8 (Ashland, OR, EUA), conforme ilustrado na Figura 8. 

Inicialmente, células individualizadas (singlets) foram selecionadas na região 1 (R1) 

empregando gráficos de distribuição de tamanho (Forward Scatter – FSC) expressos 

em área/Area e altura/Hight (FSC-A x FSC-H) para exclusão de agregados celulares 

(doublets). Em seguida, células viáveis foram selecionadas na região 2 (R2) 

empregando a marcação com corante vital Live-Dead em gráficos de distribuição de 

FSC-A x Live-Dead. A partir desta seleção, linfócitos totais foram selecionados na 

região 3 (R3) empregando os parâmetros de tamanho (Forward Scatter - FSC) e 

granulosidade (Side Scatter - SSC) expressos em área/Area (FSC-A x SSC-A). Em 

seguida, células adquiridas em fluxo contínuo sem interrupção foram selecionadas na 

região 4 (R4) utilizando gráficos de distribuição tempo/Time x FSC-A. Células T (CD3+) 

foram selecionadas a partir dos parâmetros CD3 APC-Cy7 x SSC-A com posterior 

seleção de linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ em gráficos CD4 FITC x CD8 PerCP-

Cy5.5. Após seleção das subpopulações de interesse (CD4+ ou CD8+), foi realizada a 

avaliação dos fenótipos de memória. Neste sentido, os fenótipos de células T CD4+ e 

T CD8+ foram caracterizados utilizando os seguintes parâmetros: naïve (N = 

CD27+/CD45RO-), early effector (eEf = CD27-/CD45RO-), memória central (CM = 

CD27+/CD45RO+), memória efetora (EM = CD27-/CD45RO+), naïve* (N* = CD183-
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/CD45RO-), early activated (eA = CD183+/CD45RO-), memória não mediada por 

Interferon-gama (nIFN-M = CD183-/CD45RO+), memória mediada por Interferon-gama 

(IFN-M = CD183+/CD45RO+). 
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Figura 8 - Estratégia de análise para avaliação de Linfócitos T de memória 

 

Figura 8 – Estratégia de análise para avaliação de linfócitos T de memória. FONTE : elaborado pelo autor.
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A análise de subpopulações de linfócitos B também foi realizada empregando o 

software FlowJo™ v10.8 (Ashland, OR, EUA), conforme ilustrado na Figura 9. 

Inicialmente, células individualizadas (singlets) foram selecionadas na região 1 (R1) 

empregando gráficos de distribuição de tamanho (Forward Scatter – FSC) expressos 

em área/Area e altura/Hight (FSC-A x FSC-H) para exclusão de agregados celulares 

(doublets). Em seguida, células viáveis foram selecionadas na região 2 (R2) 

empregando a marcação com corante vital Live-Dead em gráficos de distribuição de 

FSC-A x Live-Dead. A partir desta seleção, linfócitos totais foram selecionados na 

região 3 (R3) empregando os parâmetros de tamanho (Forward Scatter - FSC) e 

granulosidade (Side Scatter - SSC) expressos em área/Area (FSC-A x SSC-A). Em 

seguida, células adquiridas em fluxo contínuo sem interrupção foram selecionadas na 

região 4 (R4) utilizando gráficos de distribuição tempo/Time x FSC-A. Células B 

(CD19+) foram selecionadas a partir dos parâmetros CD19 PerCP-Cy5.5 x CD3 APC-

Cy7 para separação da população CD19+. Após seleção da população de interesse 

(CD19+), células B foram caracterizadas utilizando os seguintes parâmetros: naïve (N 

= CD19+/CD27-/IgD+), early effector (eEf = CD19+/CD27-/IgD-), memória não clássica 

(nCM = CD19+/ CD27+/IgD+) e memória clássica (CM = CD19+/CD27 +/IgD-). 
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Figura 9 - Estratégia de análise para avaliação de Linfócitos B de memória 

 

Figura 9 – Estratégia de análise para avaliação de linfócitos B de memória. FONTE: elaborado pelo autor.

Fenótipos de Células B 

de memória

IgD

C
D

2
7

N

nCMCM

eEf

FSC-A

F
S

C
-H

FSC-A

L
iv

e
-D

e
a

d

FSC-A

S
S

C
-A

Time

F
S

C
-A

R1
96,1

CD19

C
D

3

CD19+

9,74

R2
83,7

R3
96,5

R4
99,6



 49 

4.3.9 Análise de biomarcadores fenotípicos e funcionais antígeno-específica 

para FA por citometria de massa (CyTOF) 

 

Amostras de PBMC previamente congeladas e armazenadas à -80ºC foram 

descongeladas para avaliação de biomarcadores fenotípicos e funcionais antígeno-

específica para FA por Citometria de Massa por Tempo de Vôo (CyTOF). Após cultura 

de 6 dias (144 horas), as células foram submetidas à marcação de moléculas de 

superfície utilizando anticorpos ligados a íons metálicos específicos para as 

populações de interesse (LIN; GUPTA; MAECKER, 2015).  

Quatro horas antes do término da cultura, foram adicionados 10μL de Brefeldina 

A (200mg/mL) para retenção das citocinas no complexo de Golgi e posterior detecção 

por CyTOF. Após esse período, foram adicionados 20μL de EDTA (20mM) seguido 

por uma incubação de 15 minutos. Após a incubação, as placas foram centrifugadas 

para retirada do meio de cultura. Em seguida, as PBMC foram lavadas duas vezes 

com 250μL de tampão CyFACS (CyPBS 1x + 0,1% BSA + 1mM EDTA e 0,05% de 

azida de sódio) seguida de uma centrifugação a 1.550 rpm por 10 minutos à 

temperatura ambiente.  

Em seguida, as PBMC foram incubadas com um coquetel de anticorpos de 

superfície, marcados com íons metálicos, por 45 minutos no gelo, para identificação 

de linfócitos T (anti-CD3/UCHT1/154Sm; anti-CD4/RPA-T4/145Nd; anti-CD8/RPA-

T8/146Nd; anti-CD45RA/HI100/153Eu; anti-CCR7/150503/169Tm) e linfócitos B (anti-

CD19/HIB19/142Nd; anti-IgD/IA6-2/170Er; anti-CD27/L128/167Er) de memória e 

ativação celular (anti-CD28/L283/155Gd; anti-CD57/HCD57/113In; anti-

CD107a/H4A3/151Eu - adicionado durante a estimulação; anti-CD27/L128/167Er; 

anti-CD38/HB-7/156Gd, anti-PDL1/29E.2A3/175Lu; anti-PDL2/24F.10C12/172Yb). 

Após a incubação, as placas foram lavadas duas vezes em 250μL de tampão 

CyFACS seguida de uma centrifugação a 1.550 rpm por 10 minutos à temperatura 

ambiente. Em seguida, foi preparada uma diluição 1:3.000 de Maleimida-DOTA/115In 

(5mg/mL) em CyPBS (PBS 1x sem contaminantes de metais pesados) para marcação 

e reconhecimento das células viáveis. As células foram ressuspendidas em 100μL da 

diluição preparada de Maleimida-DOTA/115In e incubadas por 30 minutos no gelo. 

Após a incubação, as células foram lavadas três vezes em tampão CyFACS, 

ressuspendidas em 100μL de Paraformaldeído (PFA) a 2% em CyPBS e incubadas a 

4oC overnight. 
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No dia seguinte, as PBMC foram lavadas duas vezes em tampão de 

permeabilização à base de saponina 1x em água Milli-Q e centrifugadas a 2.000 rpm 

por 10 minutos à 4oC. Após as lavagens, as células foram incubadas em um coquetel 

de anticorpos intracelular, marcados com íons metálicos, por 45 minutos no gelo, para 

identificação de ativação celular (anti-CTLA-4/14D3/149Sm; anti-

GranzimaB/GB11/171Yb; anti-Perforina/B-D48/173Yb) e citocinas (anti-

TNF/Mab11/152Sm; anti-IFN/4S.B3/161Dy; anti-IL-4/MP4-25D2/144Nd; anti-IL-

5/BVD2-21C11/159Tb; anti-IL-10/JES3-9D7/143Nd; anti-IL-17/N49-853/164Dy; anti-

IL-2/MQ1-17h12/166Er). Após incubação, as PBMC foram lavadas três vezes em 

tampão CyFACS, ressuspendidas em 100μL de Ir-Intercalador diluído 1:2.000 em PFA 

2% em CyPBS e incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente. Após esse 

período, as células foram lavadas duas vezes em tampão CyFACS seguida de mais 

três lavagens em água Milli-Q. Para leitura no CyTOF, as PBMC foram 

ressuspendidas em 1-1,5mL de água Milli-Q. 

A análise das populações celulares foi realizada empregando o software Cytobank 

Premium (Beckman Coulter) conforme ilustrado na Figura 10.
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Figura 10 - Estratégia de análise para avaliação de biomarcadores fenotípicos e funcionais antígeno-específica para FA por 

citometria de massa (CyTOF) 

 

 

Figura 10 – Estratégia de análise para avaliação de biomarcadores fenotípicos e funcionais antígeno-específica para FA por citometria de massa (CyTOF). FONTE: 

elaborado pelo autor.
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 4.3.10 Análise de mediadores solúveis em amostras de soro e sobrenadante de 

cultura por Luminex 

 
O perfil de mediadores solúveis foi determinado pelo Luminex xMAP no The 

Human Immune Monitoring Center (HIMC) da Stanford University. 

Para a análise de mediadores solúveis em amostras de soro, foram utilizados kits 

EMD Millipore Corporation (Burlington, MA) para análise simultânea de 76 mediadores 

solúveis, incluindo citocinas (GM-CSF, IFN⍺2, IFN-γ, TNF⍺, IL-1Ra, IL-1β, IL-2, IL-3, 

IL-10, IL-12P40, IL-12P70, IL-13, IL-28A, LIF, MIF, SCF, TSLP, Trail, TNF-β, IL-1⍺, IL-

4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-15, IL-16, IL-17A, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-33), 

quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL22, CXCL8, CXCL10, 

CX3CL1, GROa, CXCL5, CXCL9, CXCL12, CXCL13, CCL1, CCL11, CCL13, CCL15, 

CCL17, CCL21, CCL24, CCL26, CCL27), fatores de crescimento (FGF-β, FLT-3L, 

HGF, TGF⍺, EGF, G-CSF, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, VEGF-a) e outros (Resistin, 

TPO, Leptin, sCD40L, sICAM1, sVCAM-1, sFAS, sFASL, PAI-1). 

Para a análise de mediadores solúveis em amostras de sobrenadante de cultura, 

foram utilizados kits EMD Millipore Corporation (Burlington, MA) para análise 

simultânea de 43 mediadores solúveis, incluindo citocinas (GM-CSF, IFN⍺2, IFN-γ, 

TNF⍺, TNF-β, IL-1Ra, IL-1⍺, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12P40, 

IL-12P70, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18, IL-22), quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 

CCL7, CCL11, CCL22, CX3CL1, CXCL8, CXCL10, GROa,), fatores de crescimento 

(FGF-β, FLT-3L, TGF⍺, EGF, G-CSF, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, VEGF-a) e outros 

(sCD40L). 

Os kits foram utilizados conforme recomendações do fabricante com algumas 

modificações. De forma resumida, as amostras foram incubadas overnight com as 

esferas magnéticas (beads) ligadas a anticorpos em uma placa de 96 poços a 4ºC sob 

agitação orbital (500-600rpm). Após incubação, as placas foram lavadas duas vezes 

com tampão de lavagem em uma lavadora automática Biotek ELx405. Em seguida, 

as placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com o anticorpo de 

detecção biotinilado. Logo após, foi adicionado estreptavidina-PE e as placas foram 

incubadas por 30 minutos sob agitação. Após incubação, as placas foram lavadas 

com tampão de lavagem em uma lavadora automática Biotek ELx405 e 

posteriormente foi adicionado PBS para leitura no equipamento Luminex FlexMap3D 

com um limite inferior de 50 beads por amostra por marcador solúvel. Foi realizada 
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duplicata para cada amostra. As beads de controle (Chex) utilizadas foram adquiridas 

pela Radix Biosolutions (Georgetown, TX) e foram adicionadas a todos os poços. 

 

4.4  Análise dos dados 

 

Múltiplas estratégias de análise estatística convencional foram empregadas para 

a análise dos dados utilizando o software GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, EUA). A análise comparativa entre a reatividade de anticorpos para 

Flavivírus (título médio geométrico, TMG) e as taxas de soropositividade (proporção, 

%) foi realizada pelo teste t-student e teste Qui-quadrado, respectivamente. 

Para a análise de biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória 

antígeno-específica para FA, foi calculado o índice das culturas (impacto da 

estimulação antigênica 17DD in vitro), o qual consiste na razão do percentual de 

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

(CE/CC). 

O teste Mann-Whitney foi realizado para análise comparativa dos biomarcadores 

fenotípicos de células T e B de memória. A análise comparativa múltipla foi realizada 

pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn para comparações 

pareadas. Em todos os casos, as diferenças significativas foram consideradas quando 

p≤0,05. 

As assinaturas ascendentes de biomarcadores foram construídas a partir do 

cálculo inicial do índice das culturas (CE/CC). Em seguida, foi calculada a mediana 

global de cada fenótipo celular para a categorização dos indivíduos com baixo índice 

ou alto índice, quando abaixo ou acima da mediana global, respectivamente. A seguir, 

as assinaturas ascendentes de biomarcadores obtidas de cada grupo foram 

empregadas em ordem ascendente e ressaltados os biomarcadores com mais de 50% 

dos indivíduos acima do ponto de corte (mediana global). 

Para a análise de intersecção pelo Diagrama de Veen, foi utilizado o software 

Bioinformatics & Evolutionary Genomics, disponível em 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. A análise foi realizada para 

identificar biomarcadores comuns e seletivos entre os grupos. 

O perfil individual dos biomarcadores fenotípicos e funcionais, bem como dos 

mediadores solúveis no soro foram avaliados a partir do teste Mann-Whitney para 

análise comparativa. As diferenças significativas foram consideradas quando p≤0,05. 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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A caracterização do perfil dos mediadores solúveis no soro foi determinada a partir 

do cálculo das alterações do baseline, calculado pela razão do valor em pg/mL ou 

intensidade média de fluorescência (IMF) no D30-45 dividido pelo valor em pg/mL ou 

IMF no D0. Em seguida, foi calculada a mediana global de cada mediador solúvel para 

construção do Heatmap e gráficos de dispersão com barra. 

Para a cinética dos mediadores solúveis em sobrenadante de cultura, foi calculado 

o índice das culturas (CE/CC) no tempo 0 (T0), tempo 2 (T2), tempo 4 (T4) e tempo 6 

(tempo 6) após cultura. Em seguida, foi calculada a razão D30-45/D0 dos valores de 

índice (CE/CC). Também foram realizadas as assinaturas ascendentes dos 

mediadores solúveis a partir do cálculo da razão D30-45/D0 dos valores de índice 

(CE/CC). 

A análise dos dados de correlação foi explorada por meio de redes integrativas e 

matrizes de correlação. Para isso, foi utilizado o software Cytoscape, uma plataforma 

de código aberto (disponível em https://cytoscape.org). Para cada grupo, foram 

construídos clusters de mediadores. 

A análise das populações celulares por tSNE foi realizada no software R por 

estratégia de seleção supervisionada. Para redução da dimensionalidade, os arquivos 

fcs foram carregados no ambiente de programação R através do pacote Flowcore. Os 

valores de intensidade de expressão foram transformados pela função de arco-seno 

hiperbólico (arcsinh) e os mesmos foram exportados em arquivos csv. Para 

representação gráfica, foi utilizado o algoritmo tSNE (T-Distributed Stochastic 

Neighbor Embedding) implementado pelo pacote Rtsne no ambiente de programação 

R. O algoritmo foi ajustado com valores de perplexidade 30 para CD4+ e células B e 

50 para células T CD8+. Foram realizadas 5.000 iterações utilizando como parâmetros 

de clusterização os marcadores CD3, CD4 ou CD8, CD45RA, CD27 e CCR7 para as 

células T e CD19, CD20, CD21, IgD e CD27 para as células B. Os hiperparâmetros 

tSNE_x e tSNE_y foram visualizados utilizando o pacote ggplot2, na forma de mapas 

de calor (heatmaps).  
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5 RESULTADOS 

 

Parte dos resultados deste estudo foram previamente publicados por Reis e 

colaboradores em 2021. No entanto, para maior detalhamento, os mesmos serão 

apresentados nesta seção (REIS et al., 2021). 

 

5.1 Impacto da imunidade prévia para Flavivírus (FA, DENGUE e ZIKA) na 

resposta celular específica para FA em indivíduos residentes em áreas sem 

circulação do vírus amarílico após a vacinação com a dose padrão da vacina 

17DD 

 

5.1.1 Status sorológico para Flavivírus (FA, DENGUE e ZIKA) na linha de base 

do estudo 

 

A sorologia para FA, DENGUE e ZIKA foi determinada para avaliar a imunidade 

humoral pré-existente para Flavivírus em Crianças (9Meses-4Anos) e Adultos (18-49 Anos) 

residentes em áreas sem circulação do vírus amarílico. Os resultados estão 

apresentados na Figura 11. 

Os resultados demonstraram níveis mais elevados de anticorpos neutralizantes 

para FA, DENGUE IgG e ZIKA IgG em Adultos (18-49Anos) comparado a Crianças (9 

Meses-4Anos). Além disso, as taxas de soropositividade para FA, DENGUE e ZIKA foram 

mais altas (26%; 87%; 67% vs  6%; 13%; 15%, respectivamente)  em Adultos (18-

49Anos) em comparação com as Crianças (9Meses-4Anos). 

 

Figura 11 - Sorologia para Flavivírus na linha de base do estudo 
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Figura 11 – Sorologia para Flavivírus na linha de base do estudo. (A) Anticorpos neutralizantes 

específicos de FA μPRN-HRP, (B) DENGUE IgG e (C) ZIKA IgG foram avaliados em Crianças (9Meses-

4Anos)/(   ) e Adultos (18-49Anos)/(   ) na linha de base (D0). Anticorpos neutralizantes específicos de FA 

foram determinados pelo teste Micro Plaque Reduction Neutralization – Horseradish Peroxidase 

(μPRN-HRP), conforme descrito na metodologia. Os títulos de anticorpos foram expressos como a 

recíproca da última diluição do soro que reduziu o número de placas de lise em 50% (EP50) em 

comparação com o controle. A taxa de soropositividade foi calculada considerando o título de anticorpos 

≥100 como ponto de corte. Resultados ≤70 foram considerados negativos e aqueles entre 71 e 99 

constituem a zona cinza indeterminada. DENGUE IgG foram determinados por meio do kit ELISA 

comercialmente disponível, conforme descrito na metodologia. Os resultados foram expressos em 

Unidades Relativas/mL. As taxas de soropositividade foram calculadas considerando os níveis de 

anticorpos >1,1 como ponto de corte. Resultados <0,80 foram considerados negativos e aqueles entre 

0,80 e 1,1 compreendem a zona cinza indeterminada. ZIKA IgG foram determinados pelo teste rápido 

comercialmente disponível, conforme descrito na metodologia. Os resultados foram expressos como 

intensidade de banda. As taxas de soropositividade foram calculadas considerando a intensidade da 

banda >27 como ponto de corte. Resultados <22 foram considerados negativos e aqueles entre 22 e 

27 compõem a zona cinza indeterminada. Os dados foram apresentados como dispersão de valores 

individuais e título médio geométrico mais intervalo de confiança de 95% (TMG, IC95%) para Crianças 

(9Meses-4Anos). E Adultos (18-49Anos) na linha de base (D0). As taxas de soropositividade também estão 

fornecidas na figura. Em todos os casos, as diferenças significativas foram consideradas quando 

p≤0,05, as quais foram destacadas por “*” para comparação com Crianças (9 meses-4 anos). FONTE: 

REIS et al., 2021. 

 

5.1.2 Impacto do status sorológico prévio para Flavivírus na resposta celular 

específica para FA após vacinação antiamarílica 17DD 

 

A fim de verificar se o status da sorologia para Flavivírus na linha de base do 

estudo está associado a um padrão distinto de células específicas de FA antes da 

vacinação antiamarílica 17DD, os indivíduos foram classificados de acordo com o 

status sorológico negativo ou positivo para FA, DENGUE e ZIKA (- ou +) e a resposta 

celular antígeno-específico para FA foi avaliada antes da vacinação antiamarílica 

17DD. Os resultados estão representados na Figura 12. 

A análise dos dados demonstrou que a sorologia positiva para todos os três 

Flavivírus está associada a níveis mais baixos de células NCD8 e CMCD8, mas a 

níveis mais elevados de células eEfCD19. Além disso, a soropositividade pré-

existente para FA está relacionada a níveis mais elevados de NCD4, EMCD8, IFN-
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MCD8, NCD19 e nCMCD19 na linha de base do estudo em comparação com 

participantes com status soronegativo para FA, bem como para DENGUE ou ZIKA. 

 

Figura 12 - Sorologia para Flavivírus e resposta celular específica para FA na linha 

de base do estudo 

 

Figura 12 – Sorologia para Flavivírus e resposta celular específica para FA na linha de base do estudo. 

A resposta celular específica de FA foi avaliada em indivíduos com idades entre 9 meses e 49 anos na 
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linha de base do estudo (D0). A resposta celular específica de FA foi avaliada a partir da cultura in vitro 

antígeno-específica de longa duração de PBMC obtidas a partir de coágulo sanguíneo seguido pela 

marcação de moléculas de superfície e aquisição no citômetro de fluxo, conforme descrito na 

metodologia. Os resultados foram expressos em índice das culturas observados em indivíduos com 

idades entre 9 meses e 49 anos considerando o impacto do status da sorologia de FA μPRN-HRP (-)/

 vs (+)/ , DENGUE IgG (-)/  vs (+)/  e ZIKA IgG (-)/  vs (+)/  na memória de células T 

CD4+ (A), T CD8+ (B) e células B (C). Foi considerado como ponto de corte índice=1, representado pela 

linha tracejada. Características fenotípicas de células T foram avaliadas, incluindo: naïve (N = 

CD27+/CD45RO-, early effector (eEf = CD27-/CD45RO-), memória central (CM = CD27+/CD45RO +), 

memória efetora (EM = CD27-/CD45RO+), naïve* (N* = CD183-/CD45RO-), early activated (eA = 

CD183+/CD45RO-), memória não mediada por interferon (nIFN-M = CD183-/CD45RO+), memória 

mediada por interferon (IFN-M = CD183+/CD45RO+). Características fenotípicas de células B também 

foram avaliadas, incluindo: naïve (N = CD19+/CD27-/IgD+), early effector (eEf = CD19+/CD27-/IgD-), 

memória não clássica (nCM = CD19+/ CD27+/IgD+) e memória clássica (CM = CD19+/CD27+/IgD-). A 

análise comparativa entre os grupos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Em todos os casos, as 

diferenças significativas foram consideradas quando p≤0,05, as quais foram destacadas por linhas de 

conexão e “#” para comparações intragrupo e intergrupo, respectivamente. FONTE: REIS et al., 2021. 

 

5.2 Influência da idade na produção de anticorpos neutralizantes e 

biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória antígeno-específica 

para FA em indivíduos residentes em áreas sem circulação do vírus amarílico 

após a primovacinação com a dose padrão da vacina 17DD 

 

5.2.1 Análise da produção de anticorpos neutralizantes para FA 

 

Os títulos de anticorpos neutralizantes específicos para FA e a taxa de 

soropositividade foram avaliados em Crianças mais novas (9Meses-2Anos), Crianças 

mais velhas (3-4Anos) e Adultos (18-49Anos) antes da vacinação (D0), bem como no dia 

30-45 (D30-45) e 365 (D365) após a primovacinação antiamarílica 17DD. Os 

resultados estão apresentados na Figura 13. 

Os resultados demonstraram que a primovacinação antiamarílica 17DD induz um 

aumento dos níveis de anticorpos neutralizantes específicos para a FA no D30-45 com 

uma redução subsequente no D365, independentemente da faixa etária. Além disso, 

os níveis de anticorpos neutralizantes foram mais elevados em Adultos (18-49Anos) no 

D30-45 em comparação com Crianças mais novas (9Meses-2Anos). No D365, os níveis 

de anticorpos neutralizantes foram maiores em adultos em comparação com os dois 
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subgrupos de crianças. De forma geral, a taxa de soropositividade em Crianças mais 

novas (9Meses-2Anos), Crianças mais velhas (3-4Anos) e Adultos (18-49Anos) atingem 

níveis semelhantes no D30-45 (94%, 95% e 100%, respectivamente), porém uma 

diminuição substancial foi relatada no D365, particularmente em crianças mais novas, 

em comparação com os outros subgrupos (87%, 96% e 99%, respectivamente). 

 

Figura 13 - Influência da idade na produção de anticorpos neutralizantes para 

FA após a primovacinação antiamarílica 17DD 

 

Figura 13 – Influência da idade na produção de anticorpos neutralizantes para FA após a 

primovacinação antiamarílica 17DD. Anticorpos neutralizantes específicos para FA foram avaliados em 

Crianças mais novas (9Meses-2Anos)/( ; ; ), Crianças mais velhas (3-4Anos)/( ; ;  ) e Adultos (18-

49Anos)/( ; ; ) antes da vacinação (D0), no dia 30-45 (D30-45) e no dia 365 (D365) após a 

primovacinação antiamarílica 17DD. Anticorpos neutralizantes específicos para FA foram determinados 

pelo teste Micro Plaque Reduction Neutralization – Horseradish Peroxidase (μPRN-HRP), conforme 

descrito na metodologia. Os títulos de anticorpos foram expressos como a recíproca da última diluição 

do soro que reduziu o número de placas de lise em 50% (EP50) em comparação com o controle. A taxa 

de soropositividade foi calculada considerando o título de anticorpos ≥100 como ponto de corte. 

Resultados ≤70 foram considerados negativos e aqueles entre 71 e 99 constituem a zona cinza 

indeterminada. Os dados foram apresentados como dispersão de valores individuais e título médio 

geométrico mais intervalo de confiança de 95% (TMG, IC95%) para Crianças mais novas (9Meses-2Anos), 

Crianças mais velhas (3-4Anos) e Adultos (18-49Anos). A análise comparativa das taxas de reatividade e 

soropositividade dos anticorpos foi realizada por ANOVA seguida do pós-teste de Tukey para 

comparações múltiplas e teste Qui-quadrado, respectivamente. Em todos os casos, as diferenças 

significativas foram consideradas quando p≤0,05 e destacadas por “*”, “#” para comparação intragrupo 
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com D0 e D30-45 e “§” para comparação intergrupo com Adultos (18-49Anos), respectivamente. FONTE: 

REIS et al., 2021. 

 

5.2.2 Análise de biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória 

antígeno-específica para FA 

 

A análise de biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória para FA foi 

realizada a partir da cultura in vitro antígeno-específica de longa duração de PBMC, 

obtidas a partir de coágulo sanguíneo, de Crianças mais novas (9Meses-2Anos), Crianças 

mais velhas (3-4Anos) e Adultos (18-49Anos) antes da vacinação (D0), bem como no dia 

30-45 (D30-45) e 365 (D365) após a primovacinação antiamarílica 17DD. Os 

resultados estão apresentados nas Figuras 14 e 15.  

A análise dos dados demonstrou que, independentemente da faixa etária, a 

primovacinação antiamarílica 17DD induz um aumento de células eEfCD4 e IFN-

MCD8 nos tempos D30-45 e D365 em comparação com o D0. Além disso, um 

aumento de células EMCD4 foi observado em todos os subgrupos no D30-45, 

retornando aos níveis basais no D365. Por outro lado, todos os subgrupos exibiram 

uma diminuição persistente de células eEfCD8 e CMCD8 no D30-45 e D365 em 

comparação com o D0. Particularmente, uma diminuição de nIFN-MCD4 foi observada 

em Crianças mais novas (9Meses-2Anos) no D365 em comparação com Crianças mais 

velhas (3-4Anos) e Adultos (18-49Anos). Diferenças nas células NCD4 e NCD8 foram 

observadas exclusivamente em adultos em comparação com os dois subgrupos de 

crianças. Além disso, a primovacinação antiamarílica 17DD induziu um aumento de 

células EMCD8 em todos os subgrupos no D30-45. No entanto, apenas o grupo de 

Crianças mais novas (9Meses-2Anos) apresentaram um declínio posterior de células 

EMCD8 no D365 (Figura 13). 
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Figura 14 - Influência da idade nos biomarcadores fenotípicos de células T de 

memória antígeno-específica para FA após a primovacinação antiamarílica 17DD 

 

Figura 14 – Influência da idade nos biomarcadores fenotípicos de células T de memória antígeno-

específica para FA após a primovacinação antiamarílica 17DD. A análise de biomarcadores fenotípicos de 

células T de memória antígeno-específica para FA foi avaliada em Crianças mais novas (9Meses-2Anos)/( ;

; ), Crianças mais velhas (3-4Anos)/( ; ;  ) e Adultos (18-49Anos)/( ; ; ) antes da vacinação (D0), 

no dia 30-45 (D30-45) e no dia 365 (D365) após a primovacinação antiamarílica 17DD. A resposta celular 

específica de FA foi avaliada a partir da cultura in vitro antígeno-específica de longa duração de PBMC 

obtidas a partir de coágulo sanguíneo seguido pela marcação de moléculas de superfície e aquisição no 

citômetro de fluxo, conforme descrito na metodologia. Os resultados foram expressos em índice das 

culturas observados em Crianças mais novas (9Meses-2Anos), Crianças mais velhas (3-4Anos) e Adultos (18-

49Anos) para avaliar a influêcia da idade nos biomarcadores fenotípicos de células T de memória CD4+ (A) 

e CD8+ (B). Foi considerado como ponto de corte índice=1, representado pela linha tracejada. 

Características fenotípicas de células T foram avaliadas, incluindo: naïve (N = CD27+/CD45RO-, early 

effector (eEf = CD27-/CD45RO-), memória central (CM = CD27+/CD45RO +), memória efetora (EM = CD27-

/CD45RO+), naïve* (N* = CD183-/CD45RO-), early activated (eA = CD183+/CD45RO-), memória não 

mediada por interferon (nIFN-M = CD183-/CD45RO+), memória mediada por interferon (IFN-M = 

CD183+/CD45RO+). A análise comparativa entre os subgrupos foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis 
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seguido pelo pós-teste de Dunn para comparação múltipla. Em todos os casos, as diferenças significativas 

foram consideradas quando p≤0,05 e destacadas por linhas de conexão, “*” ou “#” para comparação 

intragrupo e análise comparativa com crianças (9Meses-2Anos) e crianças (3-4Anos), respectivamente. FONTE: 

REIS et al., 2021. 

 

A análise de biomarcadores fenotípicos de células B de memória para FA 

demonstrou que todos os subgrupos apresentaram níveis aumentados de células 

nCMCD19 no D30-45 em comparação com D0, com declínio progressivo no D365 

(Figura 15). 

 

Figura 15 - Influência da idade nos biomarcadores fenotípicos de células B de 

memória antígeno-específica para FA após a primovacinação antiamarílica 17DD  

 

Figura 15 – Influência da idade nos biomarcadores fenotípicos de células B de memória antígeno-

específica para FA após a primovacinação antiamarílica 17DD. A análise de biomarcadores fenotípicos 

de células B de memória antígeno-específica para FA foi avaliada em Crianças mais novas (9Meses-

2Anos)/( ; ; ), Crianças mais velhas (3-4Anos)/( ; ;  ) e Adultos (18-49Anos)/( ; ; ) antes da 

vacinação (D0), no dia 30-45 (D30-45) e no dia 365 (D365) após a primovacinação antiamarílica 17DD. 

A resposta celular específica de FA foi avaliada a partir da cultura in vitro antígeno-específica de longa 

duração de PBMC obtidas a partir de coágulo sanguíneo seguido pela marcação de moléculas de 
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superfície e aquisição no citômetro de fluxo, conforme descrito na metodologia. Os resultados foram 

expressos em índice das culturas observados em Crianças mais novas (9Meses-2Anos), Crianças mais 

velhas (3-4Anos) e Adultos (18-49Anos) para avaliar a influência da idade nos biomarcadores fenotípicos 

de células B de memória. Foi considerado como ponto de corte índice=1, representado pela linha 

tracejada. Características fenotípicas de células B também foram avaliadas, incluindo: naïve (N = 

CD19+/CD27-/IgD+), early effector (eEf = CD19+/CD27-/IgD-), memória não clássica (nCM = CD19+/ 

CD27+/IgD+) e memória clássica (CM = CD19+/CD27+/IgD-). A análise comparativa entre os subgrupos 

foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn para comparação múltipla. Em 

todos os casos, as diferenças significativas foram consideradas quando p≤0,05 e destacadas por linhas 

de conexão, “*” ou “#” para comparação intragrupo e análise comparativa com Crianças mais novas 

(9Meses-2Anos) e Crianças mais velhas (3-4Anos), respectivamente. FONTE: REIS et al., 2021. 

 

5.2.3 Influência da idade na assinatura de biomarcadores fenotípicos de células 

T e B de memória antígeno-específica para FA 

 

As assinaturas ascendentes de biomarcadores fenotípicos de células T e B de 

memória antígeno-específica para FA foram construídas para os grupos de Crianças 

mais novas (9Meses-2Anos), Crianças mais velhas (3-4Anos) e Adultos (18-49Anos) antes 

da vacinação (D0), bem como no dia 30-45 (D30-45) e 365 (D365) após a 

primovacinação antiamarílica 17DD. Para isso, os resultados foram convertidos em 

dados categóricos (baixo ou alto índice) e a proporção de indivíduos com alto índice 

foi reunida em curvas ascendentes. Os biomarcadores que atingiram mais de 50% 

dos indivíduos acima da mediana global foram destacados como características de 

cada subgrupo. Os resultados estão apresentados na Figura 16. 

A análise dos dados demonstraram que após a primovacinação antiamarílica 

17DD, todos os grupos etários apresentaram um aumento na proporção de indivíduos 

com alto índice de células EMCD8, IFN-MCD8 e nCMCD19 no D30-45 em 

comparação com o D0. Além disso, todos os subgrupos apresentaram proporção 

aumentada de indivíduos com alto índice de células eEfCD4 e INF-MCD8. 

Adicionalmente, foi observado que apenas o grupo de Crianças mais velhas (3-4Anos) 

e Adultos (18-49Anos) persistiram com alto índice de EMCD8 no D365. 
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Figura 16 – Assinatura ascendente de biomarcadores fenotípicos de células T e 

B de memória antígeno-específica após a primovacinação antiamarílica 17DD 

 

Figura 16 – Assinatura ascendente de biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória 

antígeno-específica após a primovacinação antiamarílica 17DD. As assinaturas de biomarcadores 
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foram construídas para os grupos de Crianças mais novas (9Meses-2Anos)/( ; ; ), Crianças mais velhas 

(3-4Anos)/( ; ;  ) e Adultos (18-49Anos)/( ; ; ) antes da vacinação (D0), bem como no dia 30-45 

(D30-45) e 365 (D365) após a primovacinação antiamarílica 17DD. Os resultados foram expressos em 

índice das culturas e convertidos em dados categóricos (baixo ou alto índice) conforme descrito na 

metodologia. As assinaturas ascendentes de biomarcadores obtidas de cada grupo no D0, D30-45 e 

D365 após a primovacinação antiamarílica 17DD foram empregadas em ordem ascendente e foram 

ressaltados os biomarcadores com mais de 50% dos indivíduos (quadros retangulares) acima do ponto 

de corte (linha tracejada). As assinaturas de biomarcadores foram sobrepostas para análise 

comparativa entre D0, D30-45 e D365. FONTE: REIS et al., 2021. 

 

5.2.4 Biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória antígeno-

específica para FA comuns e seletivos em crianças e adultos 

 

Análise de intersecção pelo Diagrama de Venn foi empregada para identificar 

biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória para FA comuns e seletivos 

observados em Crianças mais novas (9Meses-2Anos), Crianças mais velhas (3-4Anos) e 

Adultos (18-49Anos) antes da vacinação (D0), bem como no dia 30-45 (D30-45) e 365 

(D365) após a primovacinação antiamarílica 17DD. Os resultados estão apresentados 

na Figura 17. 

Os Diagramas de Venn ilustraram as principais diferenças observadas entre os 

subgrupos etários. A análise comparativa entre os grupos demonstrou que as 

Crianças mais novas (9Meses-2Anos) apresentam um perfil de células IFN-MCD8 

aumentado em D30-45 e D365, enquanto altos níveis de células EMCD8 foram 

restritas apenas ao D30-45 e perdidas no D365. As Crianças mais velhas (3-4Anos) e 

Adultos (18-49Anos) exibiram uma resposta mais robusta à primovacinação 

antiamarílica 17DD com células IFN-MCD8 e EMCD8 persistentemente aumentadas 

no D30-45 e D365 (Figura 17A). 

A análise comparativa entre os subgrupos em momentos específicos após a 

primovacinação antiamarílica 17DD ressalta ainda que EMCD8, IFN-MCD8 e 

nCMCD19 em D30-45 e eEfCD4 e IFN-MCD8 em D365 são biomarcadores universais 

encontrados em todos os subgrupos. Notavelmente, apenas Crianças mais velhas (3-

4Anos) e Adultos (18-49Anos) apresentaram o biomarcador EMCD8 até o D365. 
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Figura 17 – Biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória para FA 

comuns e seletivos observados após a primovacinação antiamarílica 17DD 

 

Figura 17 – Biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória para FA comuns e seletivos 

observados após a primovacinação antiamarílica 17DD. Análise de intersecção pelo Diagrama de Venn 

foi empregada para identificar biomarcadores fenotípicos de células T e B de memória para FA comuns 

e seletivos observados entre diferentes tempos (A) e subgrupos etários (B) após a primovacinação 
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antiamarílica 17DD. Biomarcadores comuns e seletivos no D0 ∩ D30-45 ∩ D365 em Crianças mais 

novas (9Meses-2Anos)/( ; ; ), Crianças mais vellhas (3-4Anos)/( ; ; ) e Adultos (18-49Anos)/( ; ; ) 

estão apresentados na figura, bem como a análise descritiva dos biomarcadores comuns e seletivos 

observados em Crianças mais novas (9Meses-2Anos) ∩ Crianças mais velhas (3-4Anos) ∩ Adultos (18-

49Anos) em diferentes tempos (D0/( , , ), D30-45/( ,  , ) and D365/(  ,  ,  ). FONTE: REIS et 

al., 2021. 

 

5.3 Perfil de anticorpos neutralizantes e mediadores solúveis em adultos 

submetidos à primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 

17DD 

 

5.3.1 Análise da produção de anticorpos neutralizantes para FA 

 

Os títulos de anticorpos neutralizantes específicos para FA e a taxa de 

soropositividade foram avaliados em Adultos (18-57Anos) antes da vacinação (D0) e no 

dia 30-45 (D30-45) após a primovacinação com a dose fracionada da vacina 17DD. 

Os resultados estão apresentados na Figura 18. 

Os resultados demonstraram que a primovacinação com a dose fracionada da 

vacina antiamarílica 17DD induz um aumento dos níveis de anticorpos neutralizantes 

específicos para a FA e da taxa de soropositividade no D30-45 (0% e 92%, 

respectivamente). 

 

Figura 18 - Perfil de anticorpos neutralizantes para FA após a primovacinação 

com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD 

 

Figura 18 – Perfil de anticorpos neutralizantes para FA após a primovacinação com a dose fracionada 

da vacina antiamarílica 17DD. Anticorpos neutralizantes específicos de FA foram avaliados em Adultos 
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(18-57Anos) primovacinados com a dose fracionada da vacina 17DD. Anticorpos neutralizantes 

específicos de FA foram determinados pelo teste Micro Plaque Reduction Neutralization – Horseradish 

Peroxidase (μPRN-HRP), conforme descrito na metodologia. Os títulos de anticorpos foram expressos 

como a recíproca da última diluição do soro que reduziu o número de placas de lise em 50% (EP50) em 

comparação com o controle. Os dados foram apresentados como título médio geométrico mais intervalo 

de confiança de 95% (TMG, IC95%) para Adultos (18-57Anos). FONTE: elaborado pelo autor. 

 

5.3.2 Análise de mediadores solúveis em amostras de soro 

 

O perfil de mediadores solúveis em amostras de soro foi avaliado em Adultos (18-

57Anos) antes da vacinação (D0) e no dia 30-45 (D30-45) após a primovacinação com 

a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. Os resultados estão apresentados 

nas Figuras 19 e 20. 

A análise do perfil individual dos marcadores solúveis demonstrou que a 

primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD induz um 

aumento das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL22, CXCL8, 

CXCL10 e CX3CL1, das citocinas IFN-2, IL-28A, IL-1, TNF-, IL-12P40, IL-12P70, 

IFN-, IL-1Ra, IL-10 e IL-13, dos fatores de crescimento FGF-, FLT-3L, IL-3, GM-CSF 

e IL-2 e da Resistina no tempo D30-45 em comparação com o D0 (Figura 19A). Os 

demais mediadores solúveis avaliados não sofreram alteração após a vacinação 

(Figura 19B).
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Figura 19 - Análise de mediadores solúveis de soro em adultos submetidos à primovacinação com a dose fracionada da 

vacina antiamarílica 17DD 

 

A
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Figura 19 – Análise de mediadores solúveis de soro em adultos submetidos à primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. (A) 

Mediadores solúveis de soro significativos. (B) Mediadores solúveis de soro não significativos. A análise de mediadores solúveis em amostra de soro foi 

avaliada em Adultos (18-57Anos) antes da vacinação (D0) e no dia 30-45 (D30-45) após a primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. 
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Os mediadores séricos solúveis foram avaliados a partir do Luminex, conforme descrito na metodologia. 

Os resultados foram expressos em pg/mL ou IMF e o teste Mann-Whitney foi utilizado para a análise 

comparativa. Em todos os casos, as diferenças significativas foram consideradas quando p≤0,05. 

FONTE: elaborado pelo autor. 

 

A fim de caracterizar o perfil dos mediadores solúveis de soro, foi determinada a 

mediana das alterações do baseline para cada mediador solúvel avaliado. A análise 

dos dados demonstrou que a primovacinação com a dose fracionada da vacina 

antiamarílica 17DD induz um aumento principalmente de IFN-γ, IL-3, TNF-α, CXCL8, 

CCL4, IL-6, CCL2, IL-1Ra, IL-1β e CCL7. Por outro lado, foi observado uma redução 

de sFAS, CXCL5, TSLP, Trail e IL-18 (Figura 20). 

 

Figura 20 – Perfil de mediadores solúveis de soro em adultos submetidos à 

primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD 
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Figura 20 – Perfil de mediadores solúveis de soro em adultos submetidos à primovacinação com a dose 

fracionada da vacina antiamarílica 17DD. (A) Heatmap construído a partir da mediana das alterações 

do baseline de cada mediador solúvel analisado. Verde escuro representa valores ≥0,5 e ≤0,80, verde 

claro >0,80 e <1, cinza =1, vermelho claro >1 e ≤1,50, vermelho escuro >1,50 e branco sem valores. 

Dessa forma, verde representa valores mínimos (0,5) e vermelho valores máximos (3,1). (B) Gráficos 

de dispersão com barra baseado na mediana das alterações do baseline de cada mediador solúvel 

analisado, onde vermelho representa os mediadores solúveis que tendem a aumentar, cinza os que 

não se alteram e verde os que tendem a diminuir. Foram considerados como ponto de corte 1,5, 1,0 e 

0,8, respectivamente. FONTE: elaborado pelo autor. 

 

Adicionalmente, foi realizada a análise de correlação a partir da construção de 

redes integrativas e matrizes de correlação. De forma geral, a análise dos dados 

demonstrou que a primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 

17DD induz um aumento de correlações fortes entre os mediadores solúveis 

(quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e outros) (Figura 21). 
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Figura 21 – Mapeamento de redes de mediadores solúveis em adultos após a 

primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD 

 

Figura 21 – Mapeamento de redes de mediadores solúveis em adultos após a primovacinação com a 

dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. A análise dos dados de correlação foi construída a partir 

de redes integrativas e matrizes de correlação. Para cada grupo, foram construídos clusters de 

mediadores. Quando o nó obteve menos de 10 conexões fortes, eles foram representados pelo mesmo 

tamanho. Quando o nó obteve mais de 10 conexões fortes, o tamanho foi proporcional ao número de 
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correlações fortes entre elas. As correlações negativas estão representadas por linhas tracejadas. 

FONTE: elaborado pelo autor. 

 

5.3.3 Análise de mediadores solúveis em amostras de sobrenadante de cultura 

 

Mediadores solúveis em amostras de sobrenadante de cultura foram avaliados 

em Adultos (18-57Anos) após a primovacinação com a dose fracionada da vacina 

antiamarílica 17DD em diferentes tempos de cultura: tempo 0 (T0), tempo 2 (T2), 

tempo 4 (T4) e tempo 6 (T6). Os resultados estão apresentados na Figura 22. 

A análise dos dados demonstrou um perfil misto e polifuncional de produção dos 

mediadores solúveis durante os 6 dias de cultura in vitro antígeno-específica para FA. 

De forma geral, foi observado um aumento de PDGF-AA, CCL3, IL-2, CXCL8, IFN-γ, 

PDGF-AB/BB, CCL11 e IL-1Ra no T0; IL-13, CXCL8, IL-12P70, CXCL1, CX3CL1, IL-

12P40, CCL7, TGF-, CCL2, IL-1Ra, TNF- e IL-7 no T2; IL-18, FTL-3L, IL-9, CCL3, 

VEGF-A, CCL5, CX3CL1, TGF- e IL-12P70 no T4 e, por último, IL-17A, IFN-2, IFN-

γ, IL-3, IL-2, IL-12P40, CCL5, IL-4, CCL22, TNF- e IL-18 no T6. 

Também foi observada uma redução de IL-12P40, VEGF-A, IL-3, IL-12P70, TNF-

, IL-15, IL-4, IL-13, IFN-2 e IL-7 no T0; PDGF-AB/BB, FGF-, IL-17A, IL-3, sCD40L, 

CCL4 e IL-6 no T2; IFN-γ, IL-4, IFN-2, PDGF-AB/BB e IL-6 no T4 e, por último, IL-

10, PDGF-AB/BB, CCL2, CCL3, VEGF-A, IL-5, IL-1, CCL7, CXCL1 e CX3CL1 no T6.  
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Figura 22 – Cinética e assinatura de mediadores solúveis de sobrenadante de 

cultura antígeno-específica para FA 

 

Figura 22 – Cinética e assinatura de mediadores solúveis de sobrenadante de cultura antígeno-

específica para FA. (A) Cinética de mediadores solúveis de sobrenadante de cultura antígeno-

específica para FA em Adultos (18-57Anos) após a primovacinação com a dose fracionada da vacina 

antiamarílica 17DD. A análise foi realizada a partir do cálculo do índice das culturas (CE/CC) no tempo 

0 (T0), tempo 2 (T2), tempo 4 (T4) e tempo 6 (T6) após cultura seguido pela determinação da razão 

D30-45/D0 dos valores de índice (CE/CC). (B) Assinatura de mediadores solúveis de sobrenadante de 
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cultura antígeno-específica para FA. A assinatura foi calculada a partir da razão D30-45/D0 dos valores 

de índice (CE/CC). FONTE: elaborado pelo autor. 

 

5.4 Perfil de biomarcadores fenotípicos e funcionais em adultos submetidos à 

primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD 

 

O perfil de biomarcadores fenotípicos e funcionais foi avaliado em Adultos (18-

57Anos) antes da vacinação (D0) e no dia 30-45 (D30-45) após a primovacinação com 

a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. Os resultados estão apresentados 

nas Figuras 23-26. 

A análise das características fenotípicas da resposta celular antígeno-específica 

para FA em adultos após a primovacinação com a dose fracionada da vacina 

antiamarílica 17DD demonstrou que a primovacinação induz um aumento do 

marcador CD57 em células TCD4+ e TCD8+ e uma redução dos marcadores CD27 e 

CD38 em células B (plasmoblastos) (Figura 23). 

 

Figura 23 – Características fenotípicas da resposta celular antígeno-específica 

para FA em adultos após a primovacinação com a dose fracionada da vacina 

antiamarílica 17DD 
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Figura 23 – Características fenotípicas da resposta celular antígeno-específica para FA em adultos 

após a primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. O perfil de biomarcadores 

fenotípicos foi avaliado por citometria de massa, conforme descrito na metodologia. Os resultados 

foram expressos em índice das culturas. A análise comparativa foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis 

seguido pelo pós-teste de Dunn. Em todos os casos, as diferenças significativas foram consideradas 

quando p≤0,05 e destacadas por “*”. FONTE: elaborado pelo autor. 

 

Em relação a análise da resposta de memória específica para FA em adultos após 

a primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD, foi observado 

que a primovacinação induz um aumento de células TCD4+ e TCD8+ Efetoras 

Terminais (CD45RA+CCR7-), bem como células B de Memória Não Clássica 

(IgD+CD27+). Além disso também observou-se uma redução de células B de Memória 

Clássica (IgD-CD27+) (Figura 24). 

 

Figura 24 – Resposta de memória específica para FA em adultos após a 

primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD 

 
Figura 24 – Resposta de memória específica para FA em adultos após a primovacinação com a dose 

fracionada da vacina antiamarílica 17DD. O perfil de biomarcadores fenotípicos foi avaliado por 

citometria de massa, conforme descrito na metodologia. Os resultados foram expressos em índice das 
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culturas. A análise comparativa foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn. 

Em todos os casos, as diferenças significativas foram consideradas quando p≤0,05 e destacadas por 

“*”. FONTE: elaborado pelo autor. 

 

Com o intuito de verificar o perfil de expressão individual dos marcadores de 

memória nas células TCD4+ e TCD8+ (CD45RA/CCR7) e nas células B (IgD/CD27), 

foi realizada uma análise por tSNE da resposta de memória específica para FA em 

adultos após a primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. 

A análise confirmou a presença do fenótipo CD45RA+CCR7- em células TCD4+ e 

TCD8+ e IgD+CD27+ em células B no D30-45 após a primovacinação com a dose 

fracionada da vacina antiamarílica 17DD (Figura 25), corroborando com o achado 

anterior onde foi observado que a primovacinação induz um aumento de células 

TCD4+ e TCD8+ Efetoras Terminais (CD45RA+CCR7-), bem como células B de 

Memória Não Clássica (IgD+CD27+). 

 
Figura 25 – Análise por tSNE da resposta de memória específica para FA em 

adultos após a primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD 

 
Figura 25 – Análise por tSNE da resposta de memória específica para FA em adultos após a 

primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. As populações foram definidas 
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por estratégia de seleção supervisionada. As populações de células T foram avaliadas considerando-

se a expressão de CD3, CD4 ou CD8, CD45RA, CD27 e CCR7 e as populações de linfócitos B 

avaliadas considerando-se a expressão de CD19, CD20, CD21, IgD e CD27. A intensidade de 

expressão de CD45RA e CCR7 em células T CD4+ (gráficos a direita) e células T CD8+ (gráficos no 

centro) e de IgD e CD27 em linfócitos B (gráficos a direita) estão representados em escalas de cor, de 

azul (sem expressão) a vermelho (alta expressão) e cada evento (célula) está representado por um 

ponto colorido. As formas geométricas evidenciam populações com densidades qualitativamente 

diferentes entre antes (D0) e 30-45 dias (30-45) após imunização e entre as condições de cultura, 

sendo elas ausência de estímulo (Control) e estimuladas com antígeno vacinal (17DD-YFV). Cada 

quadrante possui o mesmo número total de eventos e representa um dos grupos avaliados. FONTE: 

elaborado pelo autor. 

 

Também foi avaliado o perfil funcional da resposta celular específica para FA, o 

qual foi demonstrado que a primovacinação com a dose fracionada da vacina 

antiamarílica 17DD induz um aumento de TNF-, IFN-, IL-10, IL-17 e IL-2 em células 

TCD4+; TNF-, IFN-, IL-5, IL-10, IL-17 e IL-2 em células TCD8+ e de TNF-, IL-5 e 

IL-10 em células B. Além disso, também foi observado um redução de IL-5 em células 

TCD4+ (Figura 26). 

 
Figura 26 – Perfil funcional da resposta celular específica para FA em adultos 

após a primovacinação com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD 
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Figura 26 – Perfil funcional da resposta celular específica para FA em adultos após a primovacinação 

com a dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD. O perfil de biomarcadores funcionais foi avaliado 

por citometria de massa, conforme descrito na metodologia. Os resultados foram expressos em índice 

das culturas. A análise comparativa foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de 

Dunn. Em todos os casos, as diferenças significativas foram consideradas quando p≤0,05 e destacadas 

por “*”. FONTE: elaborado pelo autor. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A FA continua sendo uma ameaça à saúde global, com crescentes surtos graves 

reportados nos últimos anos em áreas tropicais. Esses eventos de reemergência da 

doença têm sido relatados em áreas com circulação historicamente baixa ou nenhuma 

circulação do vírus de FA, sugerindo que a cobertura vacinal não deve se limitar 

apenas às áreas com circulação do vírus de FA (SHEARER et al., 2017). Nesse 

sentido, o Ministério da Saúde do Brasil ampliou recentemente a recomendação da 

vacinação de FA para todo o território nacional, uma vez que, em casos de surtos, 

residentes de áreas com baixa ou sem circulação do vírus de FA constituem uma 

população vulnerável à infecção devido à baixa cobertura vacinal (BVS, 2021). 

Além disso, em decorrência do agravamento do cenário epidemiológico da FA e 

do aumento na demanda de vacinas, a OMS, juntamente com o Ministério da Saúde 

do Brasil, adotou o uso da dose fracionada da vacina antiamarílica como estratégia 

de imunização em decorrência da situação emergencial do país e do mundo (OPAS; 

OMS, 2018). 

Com o objetivo de fornecer evidências científicas que possam contribuir para o 

melhor entendimento da resposta imune induzida pela vacina antiamarílica 17DD, o 

presente estudo foi capaz de fornecer um claro panorama da imunidade humoral e 

celular induzida pela dose padrão e dose fracionada da vacina antiamarílica. O estudo 

avaliou o impacto do status sorológico prévio para Flavivírus e a influência da idade 

na resposta celular específica para FA em indivíduos residentes em áreas sem 

circulação do vírus amarílico após a vacinação com a dose padrão da vacina 17DD. 

Além disso, também foi caracterizado o perfil de anticorpos neutralizantes e 

mediadores solúveis em adultos submetidos à primovacinação com a dose fracionada 

da vacina antiamarílica 17DD. 

Com base no primeiro objetivo, os resultados demonstraram que as taxas de 

soropositividade em indivíduos residentes em áreas sem circulação do vírus amarílico 

foram maiores para DENGUE, ZIKA e FA, respectivamente. Para avaliar o impacto do 

status sorológico prévio para Flavivírus (FA, DENGUE e ZIKA) na resposta celular 

específica para FA, vários biomarcadores relacionados à memória celular foram 

avaliados a partir da cultura in vitro antígeno-específica de longa duração de PBMC 

obtidas a partir de coágulo sanguíneo. Nossos resultados demonstraram que apenas 

a soropositividade pré-existente para FA está associada a níveis mais elevados de 
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biomarcadores específicos para FA (NCD4, EMCD8, IFN-MCD8, NCD19 e nCMCD19) 

em comparação com indivíduos soronegativos na linha de base do estudo. Nenhuma 

diferença foi observada na imunidade celular específica para FA ao considerar o 

status sorológico para DENGUE ou ZIKA. 

Até onde sabemos, existem poucos relatos na literatura científica que descrevem 

o impacto do status sorológico prévio para Flavivírus na resposta celular específica à 

vacina de FA. A maioria dos estudos se concentra na avaliação da reatividade cruzada 

entre anticorpos neutralizantes para FA e outros Flavivírus (MONTOYA et al., 2018; 

REY et al., 2018; SOUZA et al., 2019; STETTLER et al., 2016). Campi-Azevedo et al. 

(2019) demonstraram que a resposta humoral pré-existente para DENGUE não afeta 

a imunidade celular ao longo do tempo após a vacinação secundária com a vacina 

antiamarílica 17DD (CAMPI-AZEVEDO et al., 2019a).  

A presença de resposta celular específica para FA observada na linha de base do 

estudo entre os indivíduos soropositivos para FA pode representar um estado de 

memória de ativação imune induzida pela vacinação prévia de FA e não pela pré-

exposição ao vírus selvagem, uma vez que o estudo foi realizado em uma área sem 

circulação do vírus de FA. A possibilidade de reatividade cruzada também foi 

considerada. No entanto, Grifoni et al. (2020) testaram a reatividade cruzada de 

respostas de células T para Flavivírus em indivíduos previamente expostos à 

DENGUE e posteriormente imunizados com a vacina antiamarílica 17D-204 e foi 

demonstrado uma reatividade cruzada limitada para as respostas de células T CD4+ 

e T CD8+ entre os Flavivírus (GRIFONI et al., 2020). 

Para concluir o segundo objetivo, os títulos de anticorpos neutralizantes e as taxas 

de soropositividade para FA foram avaliadas, a fim de compreender a influência da 

idade na primovacinação antiamarílica 17DD. Nossos resultados demonstraram que 

as taxas de soropositividade atingem níveis semelhantes em crianças (9Meses-2Anos), 

crianças (3-4Anos) e adultos (18-49Anos) no D30-45, com uma redução substancial 

observada no D365 em crianças mais jovens (9Meses-2Anos) (94% vs 87% , 95% vs 96% 

e 100% vs 99%, respectivamente). No entanto, os níveis de anticorpos neutralizantes 

foram significativamente mais baixos em crianças comparados a adultos. Noronha et 

al. (2019) realizaram uma investigação a fim de avaliar a duração da imunidade 

humoral pós-vacinação com a vacina antiamarílica em crianças e os resultados 

demonstraram uma redução substancial na proporção de soropositividade, bem como 

uma menor taxa de soropositividade em bebês recém-vacinados (86,7% após 6 
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meses e 76,4% após 18 meses) (DE NORONHA et al., 2019). Campi-Azevedo et al. 

(2019) também demonstraram uma diminuição dependente do tempo nos títulos de 

anticorpos neutralizantes em crianças vacinadas com a vacina antiamarílica, atingindo 

79% de soropositividade 1 ano após a vacinação (CAMPI-AZEVEDO et al., 2019a). 

Nossos resultados corroboram com esses achados, indicando um declínio substancial 

dos anticorpos neutralizantes pós-vacinação em crianças e apoiando a existência de 

uma imunidade de curto prazo da vacina antiamarílica neste grupo etário. Outros 

estudos também demonstraram essa redução significativa nos títulos de anticorpos 

neutralizantes em crianças (COLLABORATIVE GROUP FOR STUDIES WITH 

YELLOW FEVER VACCINE, 2007; DOMINGO et al., 2019; GRUPO COLABORATIVO 

DO PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZAÇÕES PARA O ESTUDO DA 

SOROCONVERSÃO PELA VACINA CONTRA FEBRE AMARELA, 2003; HEPBURN 

et al., 2006), indicando que as crianças podem ser mais vulneráveis à infecção pelo 

vírus da FA devido à expansão das áreas de circulação viral. 

A análise da influência da idade nas células T e B de memória específicas para a 

FA após a primovacinação antiamarílica 17DD demonstrou que, independentemente 

do subgrupo de idade, a primovacinação induziu um aumento de células EMCD8 e 

nCMCD19 no D30-45 em comparação com D0. Vários estudos apoiam fortemente a 

relevância das células T CD8+ de memória como correlato de proteção após a 

vacinação contra a FA (CAMPI-AZEVEDO et al., 2016; COLLABORATIVE GROUP 

FOR STUDIES ON YELLOW FEVER VACCINES, 2014; COSTA-PEREIRA et al., 

2018; QUEREC et al., 2009; REINHARDT et al., 1998). Além disso, Costa-Pereira et 

al. (2018) e Campi-Azevedo et al. (2019) demonstraram que a primovacinação 

antiamarílica 17DD promove um aumento de células T e B de memória (CAMPI-

AZEVEDO et al., 2019a; COSTA-PEREIRA et al., 2018). 

Nossos resultados demonstraram que vários biomarcadores relacionados à 

memória celular específica para FA identificados no D30-45 permanecem estáveis no 

D365 em todos os subgrupos de idade. No entanto, observou-se uma clara redução 

da magnitude da resposta imune celular em crianças, especialmente no grupo de 

crianças mais jovens (9Meses-2Anos), o qual observa-se um declínio de células EMCD8 

no D365. Estudos que avaliaram a duração da imunidade específica para FA induzida 

pela primovacinação em crianças ainda são escassos. Porém, estudos anteriores do 

nosso grupo demonstraram uma persistência de curta duração de células T e B de 

memória (EMCD4, EMCD8, nCMCD19) em crianças, atingindo valores críticos 4 anos 
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após a primovacinação (CAMPI-AZEVEDO et al., 2019b). O declínio precoce do 

EMCD8 aqui observado em crianças mais jovens (9Meses-2Anos), reforça a relevância 

de doses de reforço da vacina de FA para garantir a persistência de correlatos de 

proteção em crianças. 

Juntos, esses resultados demonstraram que, independentemente das 

semelhanças observadas nos anticorpos neutralizantes, a idade na primovacinação 

impacta na duração da resposta celular induzida pela primovacinação antiamarílica 

17DD. Estudos demonstraram previamente que os anticorpos neutralizantes 

específicos para FA e as respostas de células T e B apresentam um declínio 

dependente do tempo após a primovacinação, especialmente em crianças (CAMPI-

AZEVEDO et al., 2016, 2019b; COLLABORATIVE GROUP FOR STUDIES ON 

YELLOW FEVER VACCINES, 2014; COSTA-PEREIRA et al., 2018). O Grupo 

Colaborativo para o Estudo de Vacinas contra Febre Amarela já demonstrou que a 

idade na primovacinação é uma variável importante que pode impactar a taxa de 

soroconversão (GRUPO COLABORATIVO DO PROGRAMA NACIONAL DE 

IMUNIZAÇÕES PARA O ESTUDO DA SOROCONVERSÃO PELA VACINA CONTRA 

FEBRE AMARELA, 2003). O rápido declínio da imunidade durante os primeiros anos 

após a vacinação foi relatado após a vacinação de bebês com idade de 9 meses, o 

que sugere uma revisão da recomendação de dose única para este público-alvo em 

países endêmicos (DOMINGO et al., 2019). A curta duração da imunidade humoral e 

celular observada em indivíduos vacinados corrobora com estudos anteriores e com 

a recomendação atual do Ministério da Saúde de uma dose de reforço aos 5 anos de 

idade. A inclusão da vacina de FA no programa de imunização de crianças e adultos 

residentes de áreas sem circulação de FA representa uma medida importante para 

antecipar a proteção, porém a recomendação da dose de reforço regular deve ser 

considerada para garantir o controle efetivo da expansão da FA. 

Em relação ao terceiro e quarto objetivos, os resultados demonstraram que a 

primovacinação em adultos submetidos à dose fracionada da vacina antiamarílica 

17DD induz um aumento significativo dos níveis de anticorpos específicos para a FA. 

Além disso, também foi observada uma complexa resposta imune celular, o qual 

vários mediadores solúveis e biomarcadores fenotípicos e funcionais foram 

identificados após a primovacinação.  

Estudos anteriores que avaliaram a resposta imune induzida pela dose padrão da 

vacina antiamarílica 17DD mostraram a importância dos títulos de anticorpos 
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preservados e da resposta de EMCD8 como correlatos de proteção específicos para 

a FA (COSTA-PEREIRA et al., 2018). Entretanto, estudos que avaliaram a resposta 

imune induzida pela primovacinação em indivíduos que receberam a dose fracionada 

da vacina antiamarílica, especialmente durante a campanha de vacinação em massa 

no Brasil, ainda são escassos.  

Estudos realizados por nosso grupo que avaliaram a resposta imune induzida pela 

vacina antiamarílica em doses menores, mostraram taxas de soroconversão similares 

a dose padrão em doses até 50x menores (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014; MARTINS 

et al., 2013). Nesse sentido, o presente estudo corrobora com estes achados, uma 

vez que foi identificada uma resposta similar de anticorpos neutralizantes após a 

primovacinação com a dose fracionada (1/5 da dose padrão). Além disso, também foi 

observada uma resposta significativa de EMCD8, o qual foi identificado anteriormente 

como um importante correlato de proteção específico para a FA (COSTA-PEREIRA et 

al., 2018).  

Em relação aos mediadores solúveis, estudos realizados por nosso grupo 

demonstraram uma indução de citocinas pro-inflamatórias, como TNFα e IFNγ e 

moduladoras, como IL-5 e IL-10, pós-vacinação com a dose padrão da vacina 17DD 

(CAMPI-AZEVEDO et al., 2014), corroborando novamente com os resultados aqui 

apresentados, os quais foram identificados os mesmos biomarcadores após a 

primovacinação com a dose fracionada da vacina 17DD de FA. 

Juntos, os achados demonstraram que a resposta imune induzida pela dose 

fracionada (1/5 da dose padrão) é comparável aquela observada para a dose padrão 

da vacina 17DD de FA. Os níveis de anticorpos neutralizantes em conjunto com a 

resposta de EMCD8 e de mediadores solúveis fornecem evidências relevantes para a 

viabilidade do uso da dose fracionada da vacina antiamarílica 17DD em situações 

emergenciais. 

Entretanto, torna-se necessário estudos adicionais que avaliem a duração da 

imunidade pós vacinação com a dose fracionada da vacina 17DD, bem o uso de doses 

menores em outras populações, como imunocomprometidos, crianças menores de 2 

anos de idade, idosos, mulheres grávidas, dentre outros, a fim de fornecer um 

panorama abrangente da imunidade induzida pela dose fracionada da vacina 

antiamarílica e subsidiar futuras estratégias de vacinação. 
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo contribuiu para a atualização do conhecimento científico acerca 

da imunidade vacinal antiamarílica 17DD induzida pela dose padrão e dose 

fracionada. Os resultados aqui apresentados esclarecem aspectos científicos a 

respeito do impacto do status sorológico prévio para Flavivírus e a influência da idade 

na eficácia e imunogenicidade da dose padrão da vacina 17DD em indivíduos 

residentes de áreas sem circulação do vírus da FA. Além disso, o estudo também foi 

capaz de oferecer aspectos importantes sobre a resposta imune induzida pela dose 

fracionada em indivíduos primovacinados durante a campanha de vacinação em 

massa no Brasil com a dose fracionada da vacina antiamarílica. Em suma, os 

resultados oferecem novos conhecimentos que serão úteis para fornecer um 

panorama abrangente da imunidade induzida pela dose padrão e dose fracionada da 

vacina antiamarílica, bem como sobre os correlatos de proteção em áreas sem a 

circulação do vírus de FA. 
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