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RESUMO

A Febre Amarela é historicamente considerada uma das doencgas infecciosas mais
perigosas e como nao ha tratamento especifico para a doenga, a vacinagao se torna
a principal medida para seu controle. A crescente ocorréncia de surtos em paises da
Africa e no Brasil vem aumentando a demanda pela vacina e induzindo um
esgotamento dos estoques internacionais. Neste contexto, em 2009, Bio-
Manguinhos iniciou um estudo clinico de dose resposta da vacina 17DD contra febre
amarela, no qual a vacina foi reformulada em 6 doses decrescentes: 27.476Ul (dose
plena, considerada referéncia), 10.447Ul, 3.013Ul, 587Ul, 158Ul e 31Ul. Este estudo
avaliou a imunogenicidade das subdoses, bem como a duragao da imunidade apés
um ano da primovacinagdo. No entanto, era fundamental avaliar também a duragao
da imunidade a longo prazo. Em 2017, oito anos apds a primovacinagao
empregando as subdoses, tivemos a oportunidade de fazer esta avaliagdo em uma
parceria com Bio-Manguinhos. Desta forma, o presente estudo visa avaliar aspectos
fenotipicos e funcionais da memoria imunoldgica celular, bem como, da memdria
humoral, no contexto da duracdo da resposta vacinal antiamarilica induzida pela
vacina 17DD reformulada em doses menores oito anos apds a primovacinagcao. Os
resultados demonstraram que os individuos vacinados com doses menores
apresentam niveis similares de anticorpos neutralizantes e fendtipos de memoaria
celular, particularmente, meméria central de CD4" e memoria efetora de CD8*
quando comparados com individuos vacinados com a dose plena de referéncia
(27.476Ul). Adicionalmente, a avaliagdo das proporgdes iterativas das taxas de
soropositividade dos grupos vacinais, 8 anos apds a primovacinagao, revelou que
apenas doses acima de 587Ul induziram taxas de soropositividade aceitaveis (89,
90, 80 e 91%, respectivamente). Os dois principais correlatos de protecdo (titulos de
anticorpos neutralizantes e presengca de meméria efetora de células CD8") foram
similares em todos os grupos vacinais. Em conjunto, esses achados fornecem
evidéncias positivas da duragdo da resposta imunoldgica induzida por doses
menores da vacina antiamarilica 17DD administrada em 2009 e contribuem para o
suporte do uso regular da estratégia de dose fracionada da vacina contra febre

amarela em adultos.

Palavras-chave: febre amarela; vacina 17DD; subdoses; memodria celular;

anticorpos neutralizantes.



ABSTRACT

Yellow Fever is historically considered one of the most dangerous infectious
diseases and as there is no specific treatment for the disease, vaccination becomes
the main measure for its control. The increasing occurrence of outbreaks in countries
in Africa and Brazil has been increasing demand for the vaccine and leading to a
depletion of international stockpile. In this context, in 2009, Bio-Manguinhos initiated
a clinical dose-response study of the 17DD yellow fever vaccine, in which the vaccine
was reformulated into 6 decreasing doses: 27,4761U (full dose, considered
reference), 10,447IU, 3,0131U, 587IU, 158IU and 31IU. This study evaluated the
immunogenicity of subdoses as well as the duration of immunity after 1 year of
primovaccination. However, it was also crucial to assess the duration of long-term
immunity. In 2017, 8 years after primovaccination using subdoses, we had the
opportunity to make this evaluation in a partnership with Bio-Manguinhos. Thus, the
present study aims to evaluate phenotypic and functional aspects of cellular immune
memory, as well as humoral memory, in the context of the duration of the anti-yellow
vaccine response induced by the reformulated 17DD vaccine at lower doses eight
years after primovaccination. The results demonstrated that subdose vaccinated
subjects had similar levels of neutralizing antibodies and cellular memory
phenotypes, particularly CD4" central memory and CD8" effector memory when
compared to subjects vaccinated with the full reference dose (27,476Ul). In addition,
evaluation of the iterative proportions of seropositivity rates of vaccine groups, 8
years after primovaccination, revealed that only doses above 587IU induced
acceptable seropositivity rates (89, 90, 80 and 91%, respectively). The two major
correlates of protection (neutralizing antibody titers and presence of effector memory
of CD8" cells) were similar in all vaccine groups. Taken together, these findings
provide positive evidence of the duration of the subdoses induced immune response
of the 17DDvaccine administered in 2009 and support the regular use of the

fractional dose yellow fever vaccine strategy in adults.

Keywords: Yellow Fever; 17DD vaccine; subdoses, neutralizing antibodies; cellular

memory.
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1 INTRODUGAO

1.1 Febre Amarela

1.1.1 Etiologia e Transmissao

A febre amarela é uma arbovirose infecciosa ndo contagiosa transmitida por
artrépodes hematofagos, considerada historicamente uma das doengas infecciosas
com maior gravidade no mundo (VASCONCELOS, 2003; MONATH e
VASCONCELOS, 2015; DOUAM e PLOSS, 2018). A doenga é a mesma em todos
as formas clinicas, no entanto existe uma variabilidade de apresentacdo e
manifestacdo dos sintomas, com formas assintomaticas, leves, moderadas ou
graves. Por anos a doenca e suas manifestagdes clinicas foram classificadas
através de um padrdo definido como iceberg da febre amarela (Figura 1)
(VASCONCELOS, 2003; JOHANSSON et al., 2014), onde a forma assintomatica
e/ou leve ocorre em aproximadamente 90% dos casos, apresentando febre, mialgia,
nausea e vomito, artralgias (VASCONCELQOS, 2003; BRASIL, 2017a; WAGGONER
et al.,, 2018; BRASIL, 2019a) sendo dificilmente diagnosticada. Somente 10% dos
doentes desenvolvem formas graves, apresentando ictericia, hemorragia, faléncia
hepato-renal, associadas com elevada letalidade (VASCONCELOS, 2003; BRASIL,
2017a). Dessa forma, pode-se perceber uma grande subnotificagdo nos casos da
doenca (VASCONCELOS, 2003; JOHANSSON et al.,, 2014). No entanto, em
analises em coortes de individuos hospitalizados, um padrao diferente vem sido
observado para as formas graves da doenga, com aumento da faixa de incidéncia
para 10 a 25%, caracterizada por eventos de hepatite tardia com grande aumento de
transaminases, danos cardiacos, renais e pancreaticos, hemorragia, sepsia e
infecgbes fungicas, hematofagocitose, alta carga viral circulante, dentre outros
quadros (DUARTE-NETO et al., 2019; KALLAS et al., 2019; REZENDE et al., 2020;
WILDER-SMITH et al., 2019).
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Figura 1 - O “iceberg da febre amarela”. Classificacéo e distribuicdo das formas

clinicas

Febre e ictericia

Figura 1 - O “iceberg da febre amarela”. Classificacdo e distribuicdo das formas clinicas.
Representacdo esquematica das formas clinicas apresentadas na febre amarela. Cada forma clinica
esta representada com a frequéncia (%) no contexto da doenga. Fonte: VASCONCELOS, 2003.

A febre amarela tem como agente etiolégico um arbovirus (do inglés
arthropod borne virus), pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus. O virus
da febre amarela é o protétipo do género Flavivirus que contém aproximadamente
70 diferentes virus (MONATH, 2001; BARRET e HIGGS, 2007; MONATH e
VASCONCELOQS, 2015). Trata-se de um virus esférico e envelopado, que contém
um genoma constituido de RNA de fita simples ndo segmentado com polaridade
positiva, com cerca de 11.000 nucleotideos. Codifica 3.411 aminoacidos em uma
unica poliproteina que € processada em dez diferentes proteinas virais: 3 proteinas
estruturais (C, PrM e E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A-2B, NS3, NS4A-B, e
NS5) (MONATH, 2001; LINDENBACH e RICE, 2003; VRATSKIKH, 2013; DOUAM e
PLOSS, 2018) (Figura 2).

A funcdo das proteinas estruturais, vem sendo descrita pela literatura, como
papel fundamental na ativagdo da resposta imune durante a infeccdo (BURKE e
MONATH, 2001; GARDNER e RYMAN, 2010), bem como seu papel na formagao
basica da particula viral, enquanto as proteinas nao estruturais estao envolvidas em
atividades reguladoras e de expressdo do virus, tanto quanto na replicagédo e
montagem de novas particulas virais (MURRAY et al., 2008; JONKER et al., 2013;
DOUAM e PLOSS, 2018). A interagao da particula viral com a célula alvo ocorre por

meio de receptores de superficie que auxiliam na endocitose. Uma vez internalizado,
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o nucleocapsidio é liberado no citoplasma e passa por um rearranjo conformacional
da proteina E no endossomo, devido ao baixo pH. Apdés a desmontagem do
nucleocapsidio, ocorre a translocagdo do genoma viral e posterior tradugdo das
proteinas virais (GARDNER e RYMAN, 2010).

Figura 2 - Esquema representativo da particula viral e organizagao genémica
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Figura 2 - Esquema representativo da particula viral e organizagdo gendmica . (A) No painel esquerdo
superior, representagdo do capsideo viral de uma particula viral madura; na parte inferior, modelo
esquematico da disposigao das proteinas virais em uma particula viral imatura. (B) Representagéo da
poliproteina do virus da febre amarela. (C) No painel superior, representagédo de todas as proteinas
virais e suas regioes especificas na ORF do genoma viral. Cada proteina esta representada por uma
cor distinta. No painel inferior, esquema representativo da poliproteina ancorada na membrana do
reticulo endoplasmatico (RE), apds a tradugdo. Fonte: DOUAM e PLOSS, 2018 e VRATSKIKH et al.,
2013 (Adaptado).

A febre amarela é caracterizada como endémica e enzodtica em 47 paises,
dos quais 34 na Africa e 13 nas Américas Central e do Sul. Nessas regibes, o virus
da febre amarela é transmitido por insetos hematéfagos da Familia Culicidae, em
especial dos géneros Aedes, Haemagogus e Sabethes (VASCONCELOS, 2003;
MONATH e VASCONCELOS, 2015; CAVALCANTE e TAUIL, 2017; DOUAM e
PLOSS, 2018). Mantida na natureza por hospedeiros vertebrados suscetiveis,

principalmente primatas nao humanos (PNH) selvagens, e em mosquitos
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hematofagos (MONATH, 2001). Sdo determinados, classicamente, dois ciclos de
transmissao para o virus da febre amarela: o ciclo silvestre, onde o virus da febre
amarela se encontra em maior circulagdo, e o urbano. Além destes dois ciclos
classicos, mosquitos do género Aedes estdo introduzindo um novo de ciclo de
transmissdo no continente africano, principalmente nas regides de savana,
determinado como ciclo intermediario (BARRET e HIGGS, 2007; COUTO-LIMA et
al., 2017) (Figura 3).

No ciclo silvestre a transmissao do virus da febre amarela se da pela picada
de mosquitos em PNH, principais hospedeiros em florestas tropicais, embora outros
vertebrados, como marsupiais, possam ser infectados e desenvolver viremias
capazes de infectar os mosquitos (BARRET e HIGGS, 2007). Neste ciclo, de forma
adicional pode ocorrer a participacao dos humanos como hospedeiros acidentais. A
infeccdo humana ocorre quando individuos nao imunizados ou aqueles individuos
que uma vez imunizados, mas que perderam correlatos de protegcdo antiamarilica,
adentram nas areas endémicas para a doenca, por motivos laborais ou de lazer. Nas
Américas (Sul e Central), a transmissdo da febre amarela silvestre é dada por
mosquitos hematéfagos dos géneros Haemagogus e Sabethes, enquanto na Africa o
principal género participante é o Aedes. Em regides secas da Africa, também tem
sido registrado o isolamento viral em carrapatos Amblyoma variegatumo, o que pode
indicar a sua participagdo com um papel vetorial ou de reservatério (CDC, 2001;
VASCONCELOS, 2003; LEVIN, 2011).

No ciclo urbano, o homem é o Unico hospedeiro e a transmissao ocorre por
meio de vetores urbanos infectados, principalmente, do género Aedes
(VASCONCELOS, 2003; MONATH e VASCONCELOS, 2015; DOUAM e PLOSS,
2018). No Brasil, desde 1942, ndo € descrito a presenga do ciclo urbano. Em
comparacao, ainda sdo registrados surtos urbanos na Africa, predominantemente na
Nigéria, Angola, Republica Democratica do Congo e Uganda (BARRET e HIGGS,
2007; CAVALCANTE e TAUIL, 2017).

O ciclo intermediario é responsavel por criar uma ponte entre o ciclo urbano e
o silvestre. Este tipo de transmissdo geralmente ocorre em areas com alguma
atividade humana, como pequenos povoados, areas de pastagem comunais e terras
agricolas, onde mosquitos de habito semi-doméstico, passam a infectar tanto PNH
quanto humanos. Os humanos, por sua vez, passam a fazer papel de hospedeiros
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uma vez que residem ou trabalhem nestas regides (MUTEBI e BARRET, 2002;
OPAS, 2019; CDC, 2019; WHO, 2019).

Figura 3 - Representacédo esquematica dos ciclos de transmissao do virus da febre
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Figura 3 - Representagcdo esquematica dos ciclos de transmissao do virus da febre amarela. Os 3

ciclos de transmissdo do virus estdo representados com a descricdo dos principais géneros de
vetores envolvidos, bem como, os hospedeiros envolvidos. Fonte: CDC/NCEZID/DVBD. Transmission
of Yellow Fever Virus, 2019, (Adaptado).

1.1.2 Epidemiologia

O perfil epidemiolégico da doenga varia entre os paises das Américas e da
Africa, refletindo diferentes niveis de intensidade de infeccdo. Na Africa, devido a
constante circulacdo viral, os individuos acabam desenvolvendo imunidade natural
ao virus ao longo do tempo. Em vista disso, as criangas se tornam um grupo com
grande suscetibilidade em adquirir a doenga (STAPLES et al., 2010; WHO, 2013a;
NORONHA, 2016). Nas regides americanas endémicas, por outro lado, a
transmissao ocorre principalmente em individuos do sexo masculino com idade
economicamente ativa (acima de 15 anos), em fungdo da maior exposi¢ao a areas e

situacdoes de risco, sobretudo em decorréncia de atividades laborais, bem como,
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entre os residentes dessas areas (VASCONCELOS, 2002; BRASIL, 2017b). Outro
grupo de risco esta relacionado com populagdes ndo vacinadas que residem
proximas a estas areas com circulagdo do virus da febre amarela, além de turistas,
viajantes e migrantes que transitam sem estarem vacinados (BRASIL, 2017b;
NETTO et al., 2017).

Durante os séculos XVIII e XIX, epidemias devastadoras de febre amarela
urbana atingiram a Europa, a Africa e as Américas. Com a implementacdo de
programas de erradicagédo de vetores e o aumento no saneamento basico, a forma
urbana da doenga foi erradicada na Europa e na América do Norte (MONATH, 2006;
GARDNER e RYMAN, 2010). No entanto, a febre amarela silvestre permanece
prevalente em regides da Africa e Américas, Sul e Central, com cerca de 900
milndes de pessoas vivendo em areas de risco (GARDNER e RYMAN, 2010;
MONATH e VASCONCELOQOS, 2015). Segundo a Organizagédo Mundial da Saude
(2019) mais de 200.000 casos séo registrados em todo o mundo, atingindo taxas de
mortalidade variando de 20-50% nas formas graves (WHO, 2019).

Apesar disso, vém se identificando um risco potencial da reintroducdo da
forma urbana da doenga, visto que grandes centros urbanos se encontram
infestados pelo Aedes aegypti. Criando um cenario epidemioldgico alarmante, na
medida em que parte consideravel da populacido dos centros urbanos se torna
vulneravel a febre amarela se elevada cobertura vacinal ndo for atingida nestes
locais (MONATH e VASCONCELOS, 2015; VASCONCELOS e MONATH, 2016;
COUTO-LIMA et al., 2017). Segundo Vasconcelos e Monath, (2016), este possivel
cenario torna-se ainda mais preocupante uma vez que com o aumento do transito
internacional e a disseminagédo do A. aegypti, induzindo aproximadamente 4 bilhdes
de pessoas a situagdes suscetiveis de contrair a doenga (VASCONCELOS e
MONATH, 2016).

No Brasil, a febre amarela é classicamente endémica da regido amazoénica,
sendo que na Regido Extra-Amazbnica sao registrados ocasionalmente periodos
epizooticos e/ou epidémicos, caracterizando reemergéncias do virus no pais
(RAMOS et al., 2019). A ocorréncia € sazonal, sendo de maior incidéncia entre os
meses de dezembro a maio, periodo em que as condicbes se tornam favoraveis
para a transmissdo, como alta densidade de vetores, temperaturas elevadas, altos
niveis de pluviosidade (VASCONCELOS et al., 2001a; VASCONCELOS et al.,
2001b; POSSAS et al., 2018; RAMOS et al., 2019). No entanto, existem registros de
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transmissdao em todos os meses do ano, caracterizando uma periodicidade irregular
(RAMOS et al., 2019).

Nas duas ultimas décadas, tem sido observado um crescimento do numero de
casos da doenga e de periodos epidémicos. Fatores como aumento na dispersao do
virus e consequente expansdo de areas de risco, baixa cobertura vacinal
(diminuicdo da imunidade da populagao a infecgao), desmatamento e urbanizagéo,
0s movimentos populacionais e mudangas climaticas contribuem para este aumento
acentuado do quadro geral da doenga em todo o mundo. Torna-se, assim, essencial
a detecgdo precoce da atividade viral para uma melhor mitigacdo dos danos nas
populagdes suscetiveis (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014; BRASIL, 2015; AHMED e
MIMSH, 2017; ORTIZ-MARTINEZ e PATINO-BARBOSA, 2017).

Periodicamente, a doenca em sua forma silvestre se manifesta de forma
epidémica, caracterizando surtos extra-amazénicos com padrbes e magnitudes
irregulares (BRASIL, 2015). No entanto, segundo o Ministério da Saude (2019), a
observacido de um padrao sazonal destes surtos, a partir da analise de uma série
histérica definida, pode subsidiar a adogéo da vigilancia baseada na sazonalidade.
Desta forma, o periodo de monitoramento da febre amarela inicia em julho e se
encerra em junho do ano seguinte (BRASIL, 2019b).

Analisando a série historica das Ultimas décadas no Brasil, podemos
perceber pequenas variacdes entre os anos, com exce¢cao do absurdo aumento no

numero de casos ocorrido nos anos de 2017 e 2018.
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Figura 4 - Série historica do numero de casos humanos confirmados para febre
amarela e a letalidade, segundo o ano de inicio dos sintomas, Brasil, de 1980 a
junho de 2018

@ 1400 +
100,0

1200 +

Numero de caso

800

(36) apepiela) ap exeL

1000

800 60.0

600
400

200
200

0.0

0
FESESESE LS LS IS ELE SIS S P T F ST %

Figura 4 - Série histérica do nimero de casos humanos confirmados para febre amarela e a
letalidade, segundo o ano de inicio dos sintomas, Brasil, de 1980 a junho de 2018. As barras
vermelhas representam o nuimero de casos no decorrer dos anos e a linha preta a frequéncia de
letalidade encontrada em cada ano. A linha azul tracejada indica a taxa média da letalidade de todos
os anos demonstrados na figura. Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em
Saude. Centro de Operagbes de Emergéncias em Saude Publica sobre Febre Amarela. Informe N°
03/2018/2019: Monitoramento do Periodo Sazonal da Febre Amarela Brasil — 2018/2019. Brasilia:
Ministério da Saude. 2018.

No periodo de 1980 a 2008, foram confirmados 726 casos humanos de febre
amarela, com uma letalidade média de 52,8%. Contudo, em certos periodos a
mesma taxa atingiu 100% (Figura 4). Todos os estados da regido Norte registraram
casos no periodo, mesmo que esporadicos, e essa regiao foi responsavel por 35,8%
das notificagbes do pais, seguida pelas regides Centro-Oeste (30,2%), Sudeste
(18%), Nordeste (15%) e Sul (1%) (BRASIL, 2009a).

A partir de 2008, foi observada uma expansao da circulagao viral no sentido
leste e sul do pais, notando-se a presenca do virus em areas historicamente com

baixa atividade de transmissdo, atribuindo um carater dindmico a transmissao do
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virus da febre amarela (ARAUJO et al., 2011; ROMANO et al., 2014). Em resposta a
esse novo cenario epidemiolégico houve um aumento nas agdes de vigilancia e
monitoramento da febre amarela. Com isso, no periodo de 2008 e 2009, foram
notificados 274 casos humanos suspeitos de febre amarela silvestre, com
confirmagado de 18,6% dos casos (51/274) e taxa de letalidade de 41,2%. A
expansao da area de ocorréncia observada no Rio Grande do Sul atingiu areas que
extrapolaram aquelas classificadas como de risco, caracterizando uma Emergéncia
de Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN), baseado no Regulamento
Sanitario Internacional, 2005. Ainda em 2009, foram confirmadas novas ESPIN nos
estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso (BRASIL, 2009a; BRASIL,
2009b).

Durante o periodo de monitoramento, nos anos 2012 e 2013 foram notificados
279 casos humanos suspeitos de febre amarela em todo o pais, mas nenhum caso
foi confirmado fora da regido considerada endémica, ou seja, regido extra-
amazodnica. No entanto, os estados com maior frequéncia de notificagcdes foram Sao
Paulo, Goias, Parana e Minas Gerais, possivelmente por terem sido areas afetadas
entre os anos de 2007 e 2009, durante a reemergéncia do virus fora da regido
amazodnica do Brasil (BRASIL, 2014a).

Entre os anos de 2014 e 2015, o padrdo dos casos humanos de febre
amarela se alterou. Sua maior incidéncia ocorreu em viajantes que realizavam
atividades de lazer na regido Centro-Oeste do pais, uma vez que a maior parte dos
casos notificados foram nos estados de Goias e Mato Grosso do Sul (BRASIL,
2015).

Nos ultimos anos, o Brasil registrou uma disseminagao importante da doenca,
principalmente na Sudeste, onde a maior parte da populagdo nao era imunizada
contra a doenga, resultando na maior epidemia das ultimas décadas (FREIRE et al.,
2018). Em 2016, os estados de Minas Gerais, Espirito Santo, S&do Paulo e Rio de
Janeiro apresentaram os maiores numeros de casos confirmados, sendo 777 casos
humanos e 261 ébitos (BRASIL, 2017c; BRASIL, 2018). O surto que se iniciou em
2016, se manteve nos anos de 2017 e 2018 quando foram registrados 1.376 casos
humanos e 483 obitos, além de 864 epizootias por febre amarela no pais (BRASIL,
2019b).

Atualmente, de acordo com o periodo de monitoramento 2018/2019, foram

notificados 682 casos humanos suspeitos de febre amarela, dos quais 554 foram
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descartados, 116 permanecem em investigacao e 12 foram confirmados, sendo que
5 evoluiram para ébito. A prevaléncia na notificagdo dos casos reflete a dos ultimos
anos, sendo maior na regido Sudeste. Contudo, o estado de Sdo Paulo registrou o
maior numero de notificacdes e casos confirmados (BRASIL, 2019b).

Devido ao carater dinamico que o cenario epidemioldgico da febre amarela
vem apresentado, tornam-se necessarias avaliacdes periddicas das areas de risco
para melhor direcionamento dos recursos e aplicacdo das medidas de prevengao e
controle (BRASIL, 2009; ROMANO et al, 2011; BRASIL, 2015).

1.1.3 Controle e prevencao

Nao existe tratamento especifico para a febre amarela, contudo um manejo
adequado do tratamento dos sintomas e das ocorréncias induz melhora nas taxas de
sobrevivéncia. Logo, o tratamento se d& basicamente por terapia de suporte, com
cuidadosa assisténcia ao paciente que, sob hospitalizacdo, deve permanecer em
repouso, com reposigao de liquidos e das perdas sanguineas, quando indicado, com
cuidado acentuado no tratamento de faléncia do figado e rins (ROLLINS et al.,
2017).

A vacinagado é a principal estratégia de controle e prevencdo disponivel. A
OMS certifica o uso de duas vacinas constituidas de virus vivo atenuado, provindas
da amostra 17D: 17D-204 e 17DD, consideradas altamente imunogénicas e seguras.
Para controle eficiente da doenca em areas de risco, segundo a OMS deve-se atingir
uma cobertura vacinal acima de 80% (WHO, 2019), enquanto a Organizagdo Pan-
Americana da Saude (OPAS) recomenda para os paises das Américas acometidas
pela doenca, uma cobertura vacinal de ao menos 95% (OPAS, 2019).

No Brasil, a expansdo dos casos de febre amarela para além da Regido
Amazobnica a partir de 2008 suscitou a necessidade da adog¢éo de novas estratégias
de vigilancia, prevengao e controle. Logo, areas de risco e de recomendagao para
vacinagao passaram a ser avaliadas e definidas periodicamente por um Comité de
Especialistas em Febre Amarela, do Ministério da Saude. Para isso, sdo avaliados
periodos de transmissdo anteriores aquele vigente, e redefinidas as éareas de
recomendacao de vacina a populagao residente, bem como para visitantes. Dessa

maneira, as areas de risco vém sendo classificadas como Area com Recomendacao
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de Vacina ou Area sem Recomendagdo de Vacina, com adogdo de estratégias

distintas para o controle em cada uma dessas areas (Quadro 1) (BRASIL, 2011).

Quadro 1 — Estratégias de controle das areas de recomendagao da vacina contra

febre amarela

- Vacinar 100% da populagdo a partir dos 9 meses de
idade (residentes e visitantes).
i - Monitorar coberturas vacinais em todos os municipios.
Areas com
= - Notificar e investigar eventos adversos pés-vacinais.
recomendacao de
vacina (ACRV) - Notificar e investigar, em menos de 24 horas, casos

humanos suspeitos e epizootias de primatas.

- Manter demais ac¢des para captagcdo precoce e
tratamento dos casos de febre amarela.

- Disponibilizar e ampliar a vacinagao para viajantes com

Areas sem destino a ACRV.
recomendacao de | - Desenvolver as estratégias de deteccdo precoce da
vacina (ASRV) circulag&o viral.

- Ampliar a vigilancia de casos humanos suspeitos.

- Ampliar capacidade de resposta do servigo.

Quadro 1 — Estratégias de controle das areas de recomendacdo da vacina contra febre amarela.
Fonte: Adaptado de BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Vigilancia das Doencas Transmissiveis. Coordenacdo Geral de Doengas Transmissiveis. Nota
Técnica - Febre amarela no Brasil: recomendagbes para a vigilancia, prevengdo e controle.
Epidemiol. Serv. Saude, 20(1):101-106, 2011.

Até 2012 todos os paises das Américas com as areas enzodticas (presenca
de infeccdo de PNH) haviam incorporado a vacina nos programas nacionais de
imunizagao, sendo que Argentina, Brasil e Panama ndo recomendaram a vacinagao
em todo territério nacional, limitando-a somente em areas de risco potencial (WHO,
2015; OLIVEIRA e CUNHA, 2015), também denominadas, no Brasil como, areas
com recomendacao de vacina.

Em julho de 2013, a OMS realizou uma revisdo do documento referente a

imunizagdo contra a febre amarela, vigente desde 2003. Os principais pontos
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analisados foram acerca da necessidade de uma dose de reforco da vacina
antiamarilica apés 10 anos e a seguranga da vacina em populagdes com
particularidades em seus sistemas imunes (individuos acima de 60 anos, pessoas
que convivem com o HIV, pessoas que apresentam algum tipo de imunossupressao,
gravidas e nutrizes). As conclusdes alcangadas se concentram na atualizagao do
uso de uma dose unica que garante protecao por toda a vida (BRASIL, 2014b). Essa
alteracao foi atualizada no Regulamento Sanitario Internacional, em 2014 (BRASIL,
2014c; WHO, 2014). Mas apenas em 2016 essa nova regulamentagdo foi
implementada (WHO, 2016a).

No Brasil, desde 1997 o Ministério da Saude vem ampliando as areas com
recomendacao de vacinacao, devido ao carater dinAmico que a doenga passou a
apresentar, com aumento dos casos fora da regido Amazodnica, e nos ultimos anos,
a presenca de surtos em areas historicamente com baixa ou sem circulagao do virus

da febre amarela (Figura 5).

Figura 5 — Série historica de mapas com areas de recomendagéo da vacina contra

febre amarela
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Figura 5 — Série histérica de mapas com areas de recomendagao da vacina contra febre amarela. As

regides destacadas em laranja representam as areas de recomendagdo da vacina contra febre
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amarela. As destacadas em vermelho representam areas de transi¢cdo para a transmissao do virus da

febre amarela. Fonte: Elaborado pelo autor.

Em margo de 2018, foi acordada a recomendacdo da vacina em todo o
territério nacional de forma gradativa. De acordo com o Ministério da Saude esta é
uma medida preventiva e tem por objetivo antecipar a protegao de toda a populagéo
brasileira contra a doenga caso o cenario epidemiolégico piore. Até o momento do
acordo firmado, alguns estados do Nordeste e parte das regides Sul e Sudeste nao
faziam parte das ACRV. Com isso, municipios dos estados de S&do Paulo, Rio de
Janeiro e Bahia utilizaram o fracionamento da dose padrao da vacina, como uma
estratégia utilizada para localidades com a confirmagao da circulagdo viral e com
grande contingente populacional (BRASIL, 2018; MENEZES MARTINS et al., 2018).

Além da vacinagao, diversas estratégias vém sendo implementadas para o
combate da febre amarela. Dentre elas, destacam-se o combate aos vetores e uso
de protecao individual, por exemplo, como repelentes e mosquiteiros para aqueles
residentes e viajantes para areas silvestres com circulagdo viral. No entanto, o
combate aos vetores da febre amarela silvestre &€ extremamente inviavel, restando o
controle do principal vetor da febre amarela urbana, o A. Aegypti, que juntamente
com a vacinagao, tornam-se os Unicos meios de se impedir a reurbanizagao da febre
amarela (VASCONCELOQOS, 2002).

A OMS, o Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (United Nations
Children’s Fund — UNICEF, em inglés) e o GAVI (Global Alliance for Vaccines and
Immunisation, em inglés) criaram o programa “Eliminagdo da Epidemia de Febre
Amarela” (Eliminate Yellow Fever Epidemics Strategy — EYE, em inglés), com o
intuito principal de responder a ameaca de surtos urbanos com uma possivel
propagacao internacional, o programa postula, principalmente, 2 formas de controle
da doencga além da vacinagdo: vigilancia e controle vetorial e vigilancia da doencga e
capacidade laboratorial. O objetivo é a melhoria no diagnéstico da doenga, tornando-
0 mais rapido e precoce, para que as medidas de controle possam ser aplicadas de
forma mais eficiente (WHO, 2018).
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1.2 Vacina da febre amarela

1.2.1 Breve historico

As inumeras perdas do Exército norte-americano, causadas pela febre
amarela, durante a Guerra Hispano-Americana (1898), resultaram na criagdo da
Comissao Reed Febre Amarela, com o intuito de identificar os mecanismos por tras
da transmissao da doenca. No ultimo ano do século XIX, a Comisséao liderada por
Walter Reed, utilizando da hipotese de médico cubano Carlos Finlay, identificou a
capacidade vetorial de mosquitos em transmitir a febre amarela. Esta informacao
levou a erradicagdo da forma urbana da doenga nos Estados Unidos e alguns paises
da América do Sul e Central, devido a potentes programas de controle de vetores,
entre os anos de 1900 e 1920 (CLEMENTS e HARBACH, 2017).

Em 1915, a Comissédo da Febre Amarela do Instituto Rockefeler intensificou a
pesquisa para identificar a causa da doenga. Em 1927, o agente etiologico da febre
amarela foi isolado, através de passagens seriadas em macaco rhesus (Macaca
mulatta) utilizando o soro de um paciente ganes, de nome Asibi. Anos depois, em
1936, Max Theiler e Hugh H. Smith submeteram o virus isolado do paciente Asibi a
processos de atenuagdes, por meio de passagens em macacos rhesus, com
passagens intermitentes em A. Aegypti. Posteriormente, o virus foi propagado em
tecido embrionario de camundongos e, por fim, em cultura de tecidos de embrido de
galinha. Apés a manutencado da cepa neste meio de cultura, a amostra foi isolada,
em 1937, e denominada 17D (MONATH, 1991; COSTA et al., 2011).

Finalmente, em 1937, foi criada e registrada a primeira vacina contra a febre
amarela, com o virus vivo e atenuado, utilizando a cepa 17D, mas subculturas ainda
foram realizadas e testadas com o intuito de atenuar o vicerotropismo e o
neurotropismo induzidos pelo virus (THEILER e SMITH, 1937a; COSTA et al., 2011).

A vacina 17D foi testada em macacos rhesus, induzindo uma infeccao leve e
generalizada. Em seguida, uma coorte de individuos, sem historia prévia de
imunizagdo nem contato com o virus da febre amarela, foi imunizada via subcutanea

com a mesma amostra 17D. Duas semanas depois, foi possivel detectar anticorpos
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neutralizantes no soro da maioria dos individuos, e nenhuma manifestagao grave foi
observada (THEILER e SMITH, 1937a; THEILER e SMITH, 1937b).

Varias linhagens derivadas da cepa 17D foram testadas para alcangar um
nivel de atenuagdo que mantivesse a imunogenicidade. No entanto, foram isoladas
duas subcepas, de uma unica ancestral, que demonstraram bom desempenho e sao
utilizadas para a produgcdo de vacinas: a 17DD na passagem 195 e a 17D-204
derivada da passagem 204 da cepa 17D original (BARRET et al., 2007).

Atualmente, os laboratérios produtores da vacina contra a febre amarela
utilizam a cepa 17D e a 17DD em diferentes passagens.

No Brasil, o Instituto de Imunobiolégicos de Bio-Manguinhos (FIOCRUZ)
produz a vacina 17DD, sendo o maior fabricante do mundo. Em situag¢des de rotina o
Instituto produz cerca de 4 milhdes de doses mensais, no entanto, em emergéncias,
onde ocorre 0 aumento da demanda da vacina, a produgao do imunobioldgico chega
a 6 milhdes. No entanto, a capacidade total de producdo do Instituto € de 9 milhdes
de doses por més, totalizando 108 milhdées de doses anuais (VALVERDE, 2017). Em
2018, o Ministério da Saude juntamente com Bio-Manguinhos acordou uma parceria
com a Libbs Farmacéutica (Sao Paulo) para a transferéncia de tecnologia permitindo
assim, que a empresa privada passe a realizar a linha final de producao da vacina. A
etapa final consiste na liofilizagdo (preparagdo do produto), envase e embalagem
das doses. Com este acordo a Fiocruz podera aumentar a capacidade de produgao
em 4 milhdes de doses por més (LIBBS FARMACEUTICA, 2018).

Além de BioManguinhos, os outros centros produtores da vacina utilizam
diferentes subcepas da 17D. Na Russia, o Centro Federal Chumakov (Chumakov
Federal Scientific Centre for Research and Development of Immune-and-Biological
Products) utiliza a 17D-213; enquanto na Franca (Sanofi Pasteur), Senegal (Instituto
Pasteur) produz-se a vacina utilizando a subamostra original, 17D-204. Estes quatro
laboratdrios sdo pré-qualificados internacionalmente pela Organizagdo Mundial da
Saude, por conseguinte, as vacinas produzidas sao utilizadas em campanhas de
vacinagdo (FERGUSON et al., 2010; MENEZES MARTINS et al., 2018). Outros
paises produzem vacinas para uso local, como Estados Unidos da América e
Colédmbia (MONATH, 2005) no entanto ndo possuem a certificagdo da OMS.

Algumas subcepas vacinais, provindas de diferentes passagens, acabaram se
tornando pouco imunogénicas e outras com maior neuroviruléncia, levando a

necessidade de padronizacdo da producdo. Uma opcao para essa padronizacao



32

seria controlar o numero de passagens para a produgdo da vacina, este sistema é
denominado como sistema lote-semente, e vem sendo utilizado/padronizado desde
1945 (MONATH et al., 2002; MONATH, 2005). De forma resumida, lotes originais do
virus atenuado sdo submetidos a uma nova passagem em ovos embrionados de
galinha, dando origem a lotes secundarios que servirdo de fonte para a produgao do
imunizante. Este sistema se torna eficiente a ponto de diminuir o risco de mutacdes
no virus vacinal (FREESTONE, 1994).

O Instituto de Imunobiolégicos de Bio-Manguinhos (FIOCRUZ) vem sendo,
desde 1974, um importante produtor da vacina antiamarilica, utilizando a
subamostra 17DD. Ele chega a fabricar aproximadamente 80% da producao
mundial suprindo ndo somente as necessidades nacionais, como também as de
outros paises suscetiveis (BENCHIMOL, 2001).

A concentragao viral por dose da vacina antiamarilica, para a aplicacao por
via subcutanea, ndo deve ser menor que 1.000 MLDso (Medium Mouse Lethal Dose -
quantidade de virus capaz de matar 50% dos camundongos testados). No entanto,
para manter essa concentracdo nas vacinas produzidas sao necessarios testes
periddicos com vacinas de referéncia. Usualmente, a MLDsg é expressa em escala
logaritmica — log1o MLDso, a dose minima padronizada € de 3 log1o MLDso. Devido a
uma grande variabilidade na expressdo desta concentragao, foi-se padronizado o
uso de PFU (unidades formadoras de placas). Embora ndo exista uma relagao linear
entre as metodologias de PFU e MLDsy, hd quase um paralelismo entre esses
valores. A concentracao indicada em PFU é de aproximadamente 5000 PFU.

Para minimizar a divergéncias entre os diferentes produtores da vacina, um
estudo internacional colaborativo foi realizado para definir um candidato padrao
internacional para a vacina da febre amarela, visto que o uso de MLDsy se mostrou
variavel entre os laboratdrios participantes. A concentracdo estabelecida foi de
unidades internacionais (Ul) por dose. Atualmente, a OMS recomenda 3 log1oUI
(FERGUSON e HEATH, 2004; FERGUSON et al., 2010).

1.2.2 Esquema Vacinal no Brasil

No Brasil, a vacina antiamarilica encontra-se atualmente no calendario

nacional de vacinacao, e, de acordo com a Portaria n°® 597, de 08 de abril de 2004, é
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de carater obrigatério, devendo os servigos publico de saude ou médicos em
exercicio, fornecerem o comprovante de vacinagéo (BRASIL, 2004).

A vacina deve ser administrada por via subcutidnea com volume de 0,5mL, em
dose unica. O esquema vacinal consiste em uma unica dose a partir dos 9 meses de
idade em residentes e viajantes para areas endémicas, conforme recomendacao do
Ministério da Saude do Brasil. Algumas popula¢des necessitam de uma avaliagao
criteriosa e individualizada do risco-beneficio para a recomendacao da vacina, sao
elas: pessoas acima de 60 anos, gestantes e nutrizes, pessoas com alguma
imunodeficiéncia, doadores de sangue ou 6rgaos, dentre outros. A vacina é
contraindicada para criancas menores de 6 meses de idade, pessoas com histdrico
de anafilaxia comprovada e/ou eventos adversos graves em doses anteriores,
pacientes com imunossupressdo grave, pacientes transplantados, entre outros
(BRASIL, 2017a).

O Programa Nacional de Imunizagdes sofre constantes alteragcdes através de
analises de trabalhos publicados vindos de demandas induzidas pelo Ministério da
Saude. Essas mudancas auxiliaram muito na ampliacdo da cobertura vacinal de
todos os imunolégicos do calendario. A partir de 2020, o Sistema Unico de Saude
(MS) passara a oferecer uma dose de reforgo para criangas de 4 anos e ampliara a
vacinagao para os 1.101 municipios dos estados da regido Nordeste que ndo faziam
parte da area de recomendacao da vacina. Dessa forma todo o pais passara a
contar com a vacina contra febre amarela na rotina dos servigos de saude (BRASIL,
2019c).

1.2.3 Seguranca e reatogenicidade

As vacinas contra febre amarela s&o geralmente consideradas seguras. Apos
a introducdo do sistema de lote-semente e padronizacdo dos procedimentos de
producdo, houve um aumento significativo na seguranga dessas vacinas. Apesar
disso, eventos adversos associados a vacinacdo podem ocorrer. Em sua maioria
sdo eventos adversos leves (dor local, mal-estar, cefaleia, dores musculares)
ocorrem em cerca de 20% dos individuos vacinados (GARDNER e RYMAN, 2010,
GERSHMAN e STAPLES, 2017). Essas rea¢cdes duram em média de 1 a 2 dias e

sdo, na maioria das vezes, brandas e com evolugao favoravel espontanea.



34

De maneira bem menos frequente, podem ocorrer também eventos adversos
mais graves, que sao classificados como reagbdes de hipersensibilidade, doenga
neurolégica associada a vacina da febre amarela (DNA-VFA) e a doenga
viscerotrépica associada a vacina da febre amarela (DVA-VFA).

As reacdes de hipersensibilidade sao raras, podendo ocorrer manifestacdes
alérgicas imediatas com erupgao cutanea e urticaria (um caso para 130 mil a 250 mil
doses distribuidas). Também é relatada a presenga de anafilaxia (0,8 por 100 mil
doses distribuidas). Essas reagdes ocorrem geralmente em pessoas que possuem
alergia a proteinas de ovo, no entanto elas podem ser desencadeadas por qualquer
um dos componentes da vacina (BRASIL, 2008; BRASIL, 2014c).

A DNA-VFA é um evento raro, e de acordo com o Manual de Vigilancia
Epidemioldgica de Eventos Adversos Pds-Vacinagao (2014), do Ministério da Saude,
as complicagbes neuroldgicas estdo diretamente relacionadas com a invasdo do
virus vacinal no sistema nervoso central ou pelas reacdes inflamatérias e
desmielinizantes, representadas por manifestacbes autoimunes. Estes eventos
geralmente ocorrem entre 3-28 dias apdés a vacinagdo, sendo quase sempre
autolimitado (MONATH et al., 2012; BRASIL, 2014c; CHEN e HOCHBERG, 2019). O
principal quadro observado é de meningoencefalite. Casos de neuromielite éptica,
sindrome de Guillain-Barré e encefalomielite disseminada aguda também foram
descritos e, presumivelmente, tém etiologia autoimune. Todos os eventos de DNA-
VFA foram registrados em individuos primovacinados, sendo raramente fatal e
dificilmente ocorrem sequelas neurolégicas (GERSHMAN e STAPLES, 2017). A
prevaléncia em criangas pequenas diminuiu consideravelmente desde a restricao da
administragdo da vacina em criangas com menos de nove meses de idade (CDC,
2002). A DNA-VFA vem sendo observada em criangas e adultos (CDC, 2002;
KENGSAKUL et al., 2002; KITCHENER, 2004; GERSHMAN e STAPLES, 2017).

Pesquisas realizadas nos Estados Unidos da América apontam, uma
incidéncia de DNA-VFA em 0,4 por 100.000 doses aplicadas, podendo ser 6x maior
entre individuos com idade acima de 60 anos (LINDSEY et al., 2008). Na Africa
Central, entre os anos de 2007 e 2010, cerca de 38 milhdes de doses foram
aplicadas, contudo, apenas 5 casos suspeitos de DNA-VFA foram notificados
durante a farmacovigilancia realizada na época (BREUGELMANS et al., 2013),

enfatizando a seguranga da vacina contra a febre amarela.
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Além da DNA-VFA, a DVA-VFA é um evento adverso temporalmente
associado a vacinacgéo considerado de extrema gravidade com maior letalidade. E
uma complicagao, geralmente aguda, similar a doenga do tipo selvagem, na qual o
virus vacinal dissemina-se para diversos 6rgaos, podendo levar a faléncia de
multiplos 6rgéos, choque, derrame pleural e abdominal e morte. A viremia ocorre
normalmente de 3-7 dias apds a primovacinacao, nao se repetindo nas doses
subsequentes (reforgo) (HAYES, 2007; MONATH et al., 2012; BRASIL, 2014c).

No Brasil, de uma forma geral, tem sido observado um aumento no risco da
ocorréncia de eventos adversos associados a vacinagdo antiamarilica em areas
onde nao havia recomendagao da vacinagao de rotina (BRASIL, 2014c). No entanto,
estudos demonstram que nao existem fatores relacionados com o virus vacinal que
favoreceriam a maior incidéncia de eventos adversos. De forma adicional, um estudo
realizado por um comité internacional de especialistas, solicitado pelo Ministério da
Saude do Brasil, ndo encontrou mutagdes significativas no virus vacinal e concluiu,
que estes eventos sdo considerados raros, sendo determinados, por fatores
individuais (GALLER et al.,, 2001; VASCONCELOS et al., 2001c) embora ainda

desconhecidos.

1.2.4 Eficacia e imunogenicidade

As vacinas disponiveis contra a febre amarela induzem altos niveis de
protecao, por anticorpos neutralizantes, em aproximadamente 95 a 99% dos adultos,
de 10 a 30 dias apd6s a vacinagao (MONATH, 2001; COLLABORATIVE GROUP
FOR STUDIES ON YELLOW FEVER VACCINES, 2014; CAMPI-AZEVEDO et al.,
2016; COSTA-PEREIRA et al., 2018; FERREIRA et al., 2018; COLLABORATIVE
GROUP FOR STUDIES ON YELLOW FEVER VACCINES, 2019). A resposta
primaria a vacina 17D/17DD por anticorpos neutralizantes é rapida (detectavel 7 dias
apos a vacinagao) e altamente especifica. De acordo com o CDC, um total de 23
falhas vacinais foram identificadas apds a administracao de mais de 540 milhdes de
doses da vacina (CDC, 2015; STAPLES et al., 2015).

Um estudo de imunogenicidade conduzido em adultos no Brasil, comparando
as vacinas de febre amarela 17D-204 e 17DD, demonstrou uma equivaléncia entre

as vacinas, com propor¢do de soroconversao minima de 98% em individuos
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soronegativos (CAMACHO et al., 2004). No entanto, evidéncias demonstram que a
eficacia vacinal € menor em lactentes do quem em criancas e adultos. Um estudo
realizado pelo Grupo Colaborativo do Programa Nacional de Imunizagdes, em 2003,
demonstrou menores taxas de soroconversido em criangas do que em adultos. O
grupo com idade de 10 anos ou mais teve 97% de soroconversdo, criangas de 2 a 9
anos (94%), criangas de 12 a 23 meses (88%), 9-11 meses (72%) e no grupo de 6-8
meses (82%) (GRUPO COLABORATIVO DO PROGRAMA NACIONAL DE
IMUNIZACOES PARA O ESTUDO DA SOROCONVERSAO PELA VACINA
CONTRA FEBRE AMARELA, 2003). Em estudo recente, Campi-Azevedo e
colaboradores (2019), demonstraram que apds 4 anos de primovacinagao as taxas
de soroconversdo em criangas primovacinadas aos 9 meses de idade, caem para
niveis alarmantes (abaixo de 60%) (CAMPI-AZEVEDO et al., 2019). Perfis de baixa
efetividade da vacina da febre amarela sao observados para outras populacdes com
alguma supressdo imunoldgica (ROUKENS et al.,, 2011; GOTUZZO et al., 2013;
BARTE et al., 2014; COLIN DE VERDIERE et al., 2018).

Alguns estudos demonstram que a imunidade induzida pela vacina da febre
amarela, em adultos primovacinados, é duradoura para toda a vida (POLAND et al.,
1981; NIEDRIG et al., 1999; WIETEN et al.,, 2016). De forma adicional a OMS
descontinuou a recomendacdo da dose de reforco apds 10 anos. No entanto, um
trabalho desenvolvido pelo Grupo Colaborativo para Estudos em Febre Amarela, em
2014, demonstrou uma queda significativa nas taxas de soroprotecdo apds 4 anos
de vacinagdo, tendo um percentual de aproximadamente 24% de individuos
desprotegidos apds 10-11 anos apos a primovacinagédo (COLLABORATIVE GROUP
FOR STUDIES ON YELLOW FEVER VACINES, 2014). Outros estudos vém
demonstrando essa queda progressiva de acordo com o tempo pds-primovacinagao
(CAMPI-AZEVEDO et al., 2016; COSTA-PEREIRA et al., 2018; CAMPI-AZEVEDO et
al., 2019; KAREKO et al., 2020).

1.3 Resposta imune a vacina antiamarilica

1.3.1 Resposta imune humoral
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As vacinas derivadas da cepa 17D induzem resposta imune humoral
considerada rapida e especifica. Apds a primovacinagao, uma breve viremia (2 a 3
dias) e em niveis baixos (<200 PFU/mL) é detectada em aproximadamente 50% dos
individuos vacinados, com rapida resolu¢éo (BARRET e TEUWEN, 2009).

Posteriormente a viremia, anticorpos IgM podem ser detectados entre o0 3° e
7° dia, caracterizando uma resposta primaria a vacina, com pico em duas semanas
apés a vacinacdo. Os anticorpos diminuem apdés essa fase, permanecendo
detectaveis por até 3 meses (MONATH, 1971; FERREIRA et al., 2018). No entanto,
tem sido demonstrada a detecgao de IgM 3-4 anos apés a vacinagao (GIBNEY et al.,
2012). A magnitude da resposta de IgM é significativamente maior nos casos de
infeccao primaria em relacdo aos casos com exposi¢cao prévia a flavivirus, nos quais
a proporcao de IgM para IgG se torna menor (MONATH, 2005; MONATH et al.,
2013).

Posteriormente a resposta de IgM, anticorpos neutralizantes, em sua maioria
IgG, passam a ser detectados. Sua principal fungdo € se ligar a particula viral
impedindo que esta infecte as células-alvo. Eles sédo considerados o principal
mecanismo de protecado especifica para a febre amarela, sendo direcionados a uma
gama de epitopos complexos encontrados na superficie do virus da febre amarela
(PIERSON et al., 2008; VRATSKIKH et al., 2013; FERREIRA et al., 2018). Sao
persistentes por anos e acredita-se que proporcionam protecao contra a doenca
caso o individuo venha a ser exposto ao agente causador (GOTUZZO et al., 2013).
Uma outra classe de anticorpos com fungéo bioldgica no controle da doenga séo os
inibidores de hemaglutinagdo, possuem pico de detecgdo entre o primeiro e o
segundo més apos a vacinagao, mas apresentam niveis baixissimos apds 6 meses
(MONATH et al., 2013).

De acordo com Pierson e colaboradores (2008) os anticorpos conferem
protecao através de varios mecanismos, como: lise mediada por complemento de
células infectadas, citotoxicidade direta, neutralizacdo do virus, inibicdo da fusao
viral, entre outros (PIERSON et al., 2008).

Varios testes soroldgicos estdo disponiveis para mensurar anticorpos
neutralizantes, dentre eles: ELISA, teste de imunofluorecéncia indireta, teste de
inibicdo da hemaglutinagdo. No entanto, o PRNT (Plaque Reduction Neutralization
Test, do inglés) é o teste padrao ouro para detecgdo de anticorpos neutralizantes,
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sendo considerado o0 mais sensivel e especifico para avaliar a resposta vacinal
antiamarilica (NIEDRIG et al., 1999; MONATH e VSCONCELOS, 2015).

1.3.2 Resposta imune celular

Embora estudos apontem a participacdo de anticorpos neutralizantes como
principal método de agao por conceder imunidade vacinal (ROUKENS et al., 2018;
SIMOES et al., 2012; VRATSKIKH et al., 2013;), ndo ha evidéncias diretas para o
papel exclusivo destes, tendo um consenso em diversos estudos da participacao de
diversos tipos de células na protecao e manutencao da resposta vacinal (AKONDY
et al., 2009; CAMPI-AZEVEDO et al., 2012; HOU et al., 2017; QUEREC et al., 2003;
QUEREC e PULENDRAN, 2007).

Vem sido demonstrado que a imunidade inata é responsavel pelo controle
inicial da infecgdo pelo virus da febre amarela (QUEREC e PULENDRAN, 2007;
MARTINS et al., 2008; HOU et al., 2017). Devido a capacidade do virus amarilico de
se replicar em células dendriticas e nao levar a apoptose da célula, epitopos
endogenos e recombinantes acabam sendo expressos (BARBA-SPAETH et al.,,
2005) e estimulam diferentes tipos de receptores “Toll-like”, como, TLR 2, 3,7,8 e 9
(QUEREC et al., 2006; QUEREC e PULENDRAN, 2007). Esse fendbmeno, resulta em
um perfil de producdo de quimiocinas (CXCL10) e citocinas pro-inflamatérias (IL-1p,
TNF-a), induzindo uma resposta de interferon do tipo | culminando na maturagéo e
ativagdo de células dendriticas mieloides e plasmocitdides (NEVES et al., 2009;
PULENDRAN et al.,, 2013) bem como, desempenhando um papel importante na
producao de uma resposta imune adaptativa eficiente.

Martins e colaboradores (2008), avaliaram diferentes fendtipos de células da
imunidade inata em adultos submetidos a primovacinacao pela vacina 17DD. Foram
observados perfis de ativagdo de eosindfilos com aumento da expressao das
moléculas CD28 e HLA-DR e de neutrofilos com o aumento de CD23 e CDZ28.
Também foi demonstrado aumento na frequéncia de mondcitos ativados
(CD14*CD16"9"), bem como, da subpopulagdo de mondcitos pro-inflamatorios
(CD14*CD16"HLA-DR") (MARTINS et al., 2008). Alguns estudos apontam as células
NK como fundamentais no controle da viremia durante os eventos iniciais da

infeccdo, devido a capacidade de limitar a disseminagao de patdégenos e virus, bem
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como, desencadear uma resposta imune adaptativa a antigenos especificos durante
o periodo pos-vacinal (NEVES et al., 2009; DELVES e ROITT, 2000).

A vacina antiamarilica induz ativagdo de linfécitos gama-delta (yd). Eles séo
as primeiras células a produzir IFN-y, que sao posteriormente auxiliados pelos
linfécitos T CD4" e CD8*. Essa produgéo inicial de IFN-y auxilia a maturagao de
células dendriticas e na polarizacdo de linfécitos CD4* para uma resposta Th1
(NEVES et al., 2010; NEVES et al., 2013).

De forma geral, a ativagao do eixo da imunidade inata € um checkpoint critico
para uma ativacao eficiente da resposta de células T, principalmente pela
apresentagao aprimorada de antigenos por células dendriticas e células NK
(BARBA-SPAETH et al., 2005; RAVINDRAN et al., 2014; MARQUARDT et al., 2015).

Simultaneamente a viremia, o percentual de linfécitos T CD8+ aumenta
significantemente com pico no 5° dia apds a primovacinagdo (AHMED e AKONDY,
2011; AKONDY et al.,, 2015). No 15° dia apds a vacinagao ocorre aumento do
numero de linfocitos T CD8+ expressando HLA-DR e CD38, importantes moléculas
de superficie no processo de diferenciacdo de células efetoras (MARTINS et al.,
2007). No 30° dia ap6s a vacinagao, ocorre a perda do fendétipo efetor e as células
passam a exercer diferentes papéis de memdria (baseando na expressdo de
CD45RA e CCRY7). Estudos vém demonstrando que esta transigdo ocorre entre o dia
15 até o 90° dia apdés a vacinagado (BANNARD et al.,, 2009; BLOM et al., 2013;
AKONDY et al., 2015).

A memodria imunolégica é a base da protegdo induzida pela vacina e as
células de memodria T CD8" constituem um importante componente celular dessa
imunidade. Vem sendo descrito que, em infecgdes virais, as células T CD8" de
memdria ao passarem por expansao clonal antigeno-dirigida induzem uma resposta
antiviral dinamica, inicialmente, caracterizada pela morte do patdégeno através de
moléculas citotoxicas e citocinas efetoras e, posteriormente, pela presenca de uma
pequena populacao de células de memdria, as quais podem ser rapidamente
recrutados para neutralizar infeccdes subsequentes. Diante disso, pode-se concluir
que os linfécitos T CD8" desempenham diversos papéis frente a vacinagao contra a
febre amarela, como funcdes efetoras que se mantém durante anos, de
citotoxicidade direta, degranulagao e secrec¢ao de citocinas antivirais (IFN-y, TNF-a,
IL-2 e CCL4) (AKONDY et al., 2009; FUERTES MARRACO et al., 2015).
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De forma antagOnica aos picos de linfécitos T CD8*, os linfécitos T CD4*
decaem durante o pico da viremia vacinal. No entanto, ocorre um aumento
significativo desses linfocitos quando a infecgdo esta controlada (REINHARDT et al.,
1998; KOHLER et al., 2012). Como um reflexo da ativacéo diferenciada de TLR e da
formacao de microambientes distintos, a polarizagdo de células CD4" se modifica em
respostas Th1 e/lou Th2 (GAUCHER et al, 2008; SANTOS et al., 2008),
demonstrando multiplas fungbes apds a vacinagéo (KOHLER et al., 2012; JAMES et
al., 2013). Frente a vacinagao antiamarilica, ocorre uma predominancia na produgao
e secregdao de IFN, no entanto Campi-Azevedo e colaboradores (2016)
demonstraram uma mudanca no perfil de producao de citocinas dessas células, com
predominio da produgcdo de IL-10 por CD4", em individuos com 10-11 anos de
primovacinagao. Neste mesmo trabalho, foi demonstrado que nesses individuos com
mais de 10 anos de primovacinacgdo, perfis de memoria efetora de CD4* e CD8",
bem como, memaria classica de linfécitos B caem a niveis preocupantes (CAMPI-
AZEVEDO et al., 2016).

De forma geral, a resposta frente a vacina antiamarilica se inicia com uma
ativacao da imunidade celular, de ambos os componentes, inata e adaptativa, antes
do inicio da produgdo de anticorpos neutralizantes, caracterizando uma resposta
imune integrada, ampla, polifuncional e persistente (GAUCHER et al., 2008;
AKONDT et al., 2009).

Uma proporcao inversa, entre linfocitos T e B, tende a ocorrer por volta de 7
dias apdés a vacinagdo, quando os niveis de linfécitos B (CD19%) caem, o que
provavelmente, leva a um aumento de linfécitos T. No entanto, apos duas semanas
a populacao de linfocitos B aumenta, o que pode também caracterizar uma maior
producdo de anticorpos neutralizantes, uma vez que fendtipos de ativacao
(CD19°CD69*) passam a estar mais presentes, bem como, um aumento na
expressao de IL-10R, importante citocina que favorece a proliferacao e diferenciacao
de linfécitos B (MARTINS et al, 2007; CAMPI-AZEVEDO et al., 2012; KOHLER et al.,
2012; FERREIRA et al., 2018).

1.3.3 Perfil funcional de citocinas e quimiocinas

Um balango entre citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias e reguladoras

deve existir para que ocorra o controle da infecgdo do virus vacinal e para que a
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resposta induzida pela vacina seja eficiente e segura (QUEREC et al., 2006; SILVA
et al., 2011; LUIZA-SILVA et al., 2011). No momento em que ocorre a viremia, de 5 a
7 dias ap6s a vacinacao, observa-se um aumento de citocinas pré-inflamatorias
como IFN-y, TNF-a e IL-2 e uma queda de citocinas reguladoras, principalmente a
IL-10. Este microambiente favorece o desenvolvimento e maturacido de células
apresentadoras de antigenos profissionais, bem como, aumenta a expressao de
MHC na superficie dessas células (CAMPI-AZEVEDO et al.,, 2012; CAMPI-
AZEVEDO et al., 2014). Apos o controle da infecgéo, citocinas como IL-4 e IL-5
tendem a aumentar com picos detectados no dia 30 pds vacinacdo (CAMPI-
AZEVEDO et al., 2014).

A vacinacao antiamarilica, assim como a infeccdo, perpetua um repertério
especifico de células T de memodria que se mantém em proliferagdo (homeostatica)
induzida principalmente por citocinas pré-inflamatérias, e ao mesmo tempo,
modulada por citocinas reguladoras (RAVINDRAN et al., 2014). Essa afirmacéo
corrobora com os achados de Campi-Azevedo e colaboradores (2016), que
demonstraram uma diminui¢do dos niveis de TNF-a e IFN-y produzidas por linfocitos
TCD4* e TCD8*, bem como o aumento dos niveis de linfécitos TCD4*IL-10* ao longo
do tempo poés vacinagao (CAMPI-AZEVEDO et al., 2016).

Outra resposta proeminente frente a infeccdo é a secrecdo de quimiocinas
que tem como principal papel atrair leucécitos para o sitio de infecgao, como
CXCL10 e CCL5 (MELCHJORSEN et al.,, 2003). Em um estudo para detectar
diferengas entre as respostas imunes induzidas pela infecgdo do virus vacinal e do
virus selvagem, Fernandez-Garcia e colaboradores (2016) demonstraram um
aumento de IFN-B, IL-29, ISG56, CCL5, e CXCL10 provindas da infeccao pelo virus
vacinal, demonstrando importancia destes biomarcadores frente a infecgdes do virus
(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2016).

Estudos tém demonstrado a participacdo das quimiocinas na polarizacado de
linféocitos T CD4*. Martins e colaboradores (2007) demonstraram aumento da
expressao de CXCR3 por linfocitos T CD4" e CD8", um receptor de quimiocinas
envolvidas em respostas do tipo Th1 e no recrutamento de linfocitos para o sitio de
infeccdo. (MARTINS et al., 2007; GROOM e LUSTER, 2011). Este mesmo estudo,
demonstrou uma mudanca no perfil de expressao dos linfécitos T, tendo aumento de

CCR2 (30 dias ap6s a imunizagao), caracterizando uma resposta tipo ThO.
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1.4 Estratégias de otimizagao da vacina antiamarilica

Considerando o cenario epidemiologico da expansdo da febre amarela em
todo o mundo, algumas estratégias foram propostas nos ultimos anos e estimularam
o estabelecimento de estudos para otimizar o uso da vacina, por exemplo: a
validagao de novos lotes-semente, estudos para definir a duracdao da imunidade e
mais recentemente o uso de dose fracionada da vacina antiamarilica em resposta a
emergéncias.

Os grandes surtos da doenca na Africa central e no Brasil, em 2016 elevaram
a demanda pela vacina antiamarilica, induzindo uma situacao critica no estoque
global e colocando em risco populagbes que residem em &areas de risco. Em
resposta a este cenario, para conter a disseminacgao internacional da febre amarela,
e para o controle de novos surtos, o Grupo Consultivo Estratégico de Especialistas
em Imunizagdes da Organizagdo Mundial de Saude considerou utilizar a vacinagao
com a dose fracionada (WHO, 2017).

A estratégia do uso da dose fracionada constitui-se na administragao de 1/5
da dose plena, ou seja, 0,imL. A OMS recomenda que a dose nao deve conter
menos que 1000 Ul. Por ser uma medida emergencial, a dose fracionada deve
desempenhar poténcia equivalente em relagdo a seguranga, imunogenicidade e
eficacia (WHO, 2016b; WHO, 2017).

Estudos vém sendo realizados e suportam a utilizacdo do fracionamento da
vacina antiamarilica, indicando cerca de 98% de soropositividade nas populacoes
imunizadas. A OMS tem utilizado essas pesquisas como referencial tedrico para
implementagcdo do uso dessa estratégia (ROUKENS et al., 2008; MARTINS et al.,
2013; CAMPI-AZEVEDO et al., 2014).

1.4.1 Estudo de dose resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida por
Bio- Manguinhos/FIOCRUZ

Houve um aumento na demanda da vacina antiamarilica entre os anos de
2007 e 2008, devido ao crescimento de casos da doenca no pais. A subita demanda
pela vacina contra febre amarela obrigou Bio-Manguinhos a interromper

temporariamente a exportagado de vacinas, e o Ministério da Saude teve ainda que
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solicitar a OMS o empréstimo de 5 milhdes de doses de seu estoque estratégico.
Por ser o maior produtor da vacina antiamarilica, Bio-Manguinhos identificou a
necessidade de aumentar a sua capacidade produtiva para atender a demanda
nacional e internacional.

O Ministério da Saude, em documento de 23 de junho de 2008 (oficio n°
141/DEVEP/SVS/MS), dirigido a Fundagdo Oswaldo Cruz, solicitou estudos com a
vacina contra febre amarela, para saber se a utilizacdo em doses menores é
semelhante e eficiente a vacina plena.

Para isso, um estudo de teste de poténcia foi realizado e, segundo Martins e
colaboradores (2013) a vacina antiamarilica 17DD de Bio-Manguinhos tem em
média 12x mais particulas virais do que o minimo estabelecido pela Organizacéo
Mundial da Saude. Sendo que apds a realizacado do teste de termoestabilidade a
vacina de Bio-Manguinhos passa a ter cerca de 6,6x mais particulas virais que o
estabelecido (MARTINS et al., 2013).

Em 2009, seguindo a demanda induzida pelo Ministério da Saude, Bio-
Manguinhos iniciou um estudo de dose-resposta utilizando a vacina contra febre
amarela. Esse estudo deveria avaliar a imunogenicidade e seguranga em
formulacées com menores concentragdes do virus vacinal (MARTINS et al., 2013).
Com esse intuito, o Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos de Bio-Manguinhos
realizou o “Estudo de dose-resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida
por Bio-Manguinhos/Fiocruz”. Embasado no conhecimento de que a vacina
produzida por Bio-Manguinhos possui uma quantidade muito maior de particulas
virais do que o minimo recomendado pela OMS, o estudo objetivava testar a
hipétese de que a vacina 17DD em concentrag&o viral menor induziria uma resposta
imune semelhante.

O “Estudo de dose-resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida
por Bio-Manguinhos/Fiocruz” foi um estudo de nao inferioridade, randomizado e
duplo-cego, com jovens adultos saudaveis recrutas de unidades militares da cidade
do Rio de Janeiro/RJ. A populagdo do estudo de 900 individuos foi dividida em seis
grupos vacinais que receberam a vacina antiamarilica em doses decrescentes de

particulas virais (Tabela 1).
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Tabela 1 — Concentragao das doses vacinais utilizadas no “Estudo de dose-resposta

da vacina contra febre amarela 17DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz”

Concentracdes das doses vacinais

(fragaoeggé’rliﬁni%as) PFU MLDso Ul
Dose plena (referéncia) 52.480 12.000 27.476
1:3 19.953 4.000 10.447
1:10 5.754 1.300 3.013

1:50 1.122 450 587

1:150 302 150 158

1:900 59 50 31

Tabela 1 — Concentragéo das doses vacinais utilizadas no “Estudo de dose-resposta da vacina contra

febre amarela 17DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz”. Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, foram avaliados: a imunogenicidade, por meio da dosagem de
anticorpos neutralizantes (em coletas de sangue realizadas antes e cerca de 30 dias
apos a primovacinagao), a viremia vacinal (coletas de sangue entre trés a sete dias
apos a vacinagédo) e eventos adversos pdés-vacinais (por meio de entrevistas,
acompanhamento e exame médicos e realizagdo de exames bioquimicos),
comparando-se cada grupo vacinal com o grupo da dose referéncia. Para avaliar a
duracdo da imunidade, uma nova coleta foi realizada, em aproximadamente um ano
ap6s a primovacinacao. Os resultados encontrados foram publicados por Martins e
colaboradores em 2013. Eles se sumarizam em: doses até 50x menores induzem
resposta protetora equivalente quando comparadas a dose referéncia. A duragao da
imunidade se manteve em um ano em todos 0s grupos vacinais, exceto para o
menor grupo de dose (31 Ul). A avaliacdo da viremia ndo mostrou diferencas
estatisticas entre os grupos. A reatogenicidade foi baixa, ndo apresentando casos de
eventos adversos graves e ndo houve diferencas entre os eventos adversos
observados (MARTINS et al., 2013).

Como complemento do estudo dose-resposta, foi realizada a avaliacdo de
marcadores séricos soluveis (citocinas e quimiocinas). Os resultados foram
publicados por Campi-Azevedo e colaboradores (2014), demonstrando que doses

até 50x menores sdo abeis de desencadear imunogenicidade similar a dose
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referéncia, no entanto apenas doses até 3.013 Ul (10x menor que a dose referéncia)
foram capazes de induzir cinética da quimiocina CXCL-9, de citocinas proé-
inflamatdérias (TNF, IFN-y e IL-12) bem como de citocinas moduladoras (IL-5 e IL-10)
similar a dose referéncia (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014).

A mesma populacdo foi acompanhada oito anos apds a primovacinacao,
quando os titulos de anticorpos neutralizantes foram avaliados. Martins e
colaboradores em 2018 demonstraram que os titulos dos anticorpos dosados pelo
teste de PRNT, se mantém oito anos apds a primovacinagcao, em individuos, nao
revacinados que receberam doses com no minimo 587Ul (MENEZES MARTINS et
al., 2018).

Com o intuito de conhecer melhor o comportamento da resposta imune bem
como a duracao da memdria induzida pelas doses menores da vacina antiamarilica,
no contexto da resposta imune celular e humoral, este estudo foi desenvolvido para
avaliar a duragdo dos anticorpos neutralizantes, bem como caracterizar os perfis
fenotipico e funcional da imunidade celular. As metodologias utilizadas e os
resultados encontrados estdo dissertados neste documento. Os resultados foram
publicados previamente (COSTA-ROCHA et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

O possivel desaparecimento de doencgas no cenario local e/ou mundial coloca
0 ser humano numa situacdo de decisdao para a adesdo ou nao a vacinagao,
circunstancia essa, agravada pelo continuo transito de fakes news que se fixam
contra os métodos cientifico que validam a utilizacdo desta ferramenta, que é a
vacina, alimentando a desconfianca da populacdo. O uso de vacinas de virus vivos
atenuados, onde a vacina contra a febre amarela se introduz, sempre esteve
envolvido em polémicas devido ao aparecimento de reagdes adversas associadas a
vacinagao, sendo sempre questionado quanto sua seguranga. No entanto, os
beneficios da vacinacdao na prevencdo de doencas, bem como, suas possiveis
reermegéncias, € totalmente notavel apds a incorporagdo dessas vacinas no
calendario vacinal.

Nas ultimas duas décadas o cenario da febre amarela se agravou em todo o
mundo, levando a um esgotamento dos estoques vacinais, e impondo a discussao
de medidas para suprir este aumento subito da demanda da vacina. Uma das
iniciativas propostas € a utilizagdo da vacina em doses com concentragdes menores
de particulas virais. O ajuste fino da dose de vacina em uso atual para um menor
numero de particulas virais, poderia aumentar a disponibilidade de doses da vacina
e suprir as necessidades crescentes a nivel nacional e mundial. No entanto, é
importante garantir que tais doses menores sejam capazes de induzir protecao
semelhante as doses atualmente empregadas.

Nao ha precedentes de um estudo clinico da avaliacdo da duracdo da
imunidade, celular e humoral, a longo prazo da vacina 17DD contra febre amarela
aplicada em doses menores. Torna-se, portanto, de extrema necessidade saber se a
duragcdo da imunidade induzida por doses menores, é duradoura a longo prazo.
Neste sentido, a presente pesquisa contribuira com informacdes inéditas que
poderao subsidiar a recomendacgao de uso rotineiro da dose fracionada em adultos.

Essa informacdo é crucial para que a recomendacido de uso rotineiro de
doses menores possa ser implementada ndo apenas em campanhas durante os
surtos da doenca, mas também implantadas no calendario vacinal. Este € um tépico
de grande interesse do Programa Nacional de Imunizagbes e da Organizagao
Mundial da Saude, uma vez que com a menor concentracdo de particulas virais

determinada, a producdo e fornecimento das vacinas poderiam aumentar
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rapidamente. Por conseguinte, atenderia tanto o mercado interno quanto externo,

visto que Bio-Manguinhos é o maior exportador da vacina antiamarilica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a duragcao da resposta imune induzida por doses menores da vacina

antiamarilica 17DD oito anos apés a primovacinacao.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a duracao dos titulos de anticorpos neutralizantes induzidos por doses
menores da vacina antiamarilica 17DD oito anos apds a primovacinagao;

2. Caracterizar o perfil fenotipico de Linfocitos T e B de memoaria induzidos por
doses menores da vacina antiamarilica 17DD oito anos apdés a
primovacinagao;

3. Analisar o perfil funcional de citocinas intracitoplasmaticas induzidos por
doses menores da vacina antiamarilica 17DD oito anos apdés a
primovacinagao;

4. Construir matrizes de correlacdes de parametros fenotipicos e funcionais da
memoria imunoldgica celular e humoral induzidos por doses menores da

vacina antiamarilica 17DD oito anos apds a primovacinagao.
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi projetado pelo Grupo Colaborativo de Estudos em
Vacina de Febre Amarela como uma extensao do estudo de dose resposta com a
vacina antiamarilica 17DD, inicialmente conduzido por Bio-Manguinhos (FIOCRUZ)
em 2009, que avaliou a duragdo da imunidade humoral e celular especifica para

febre amarela e forneceu evidéncias para o uso da estratégia de doses fracionadas.

4.1 Delineamento geral

Este € um estudo observacional de fase IV que acompanha a populagao
incluida no estudo de dose-resposta da vacina antiamarilica 17DD iniciado em 2009,
dando seguimento de oito anos apds a primovacinagao. O protocolo do estudo foi
aprovado pelo comité de ética do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,
FIOCRUZ (Plataforma Brasil, CAAE#65823617.6.3001.5091) e possui registro de
ensaio clinico (NCT 03338231). Todos os procedimentos seguiram a Declaragao de
Helsinki, padrbes de ética brasileiros e boas praticas em pesquisas cientificas
envolvendo humanos.

A participagcdo no estudo foi documentada através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que era lido junto com a equipe de
campo do estudo. Um Questionario de Inclusdo na Pesquisa (QIP) era aplicado
juntamente, para verificagdo dos critérios de inclusao e excluséo no estudo, a partir
da coleta de informagdes pessoais, tais como: histéria clinica de doencas atuais e
prévias, uso de medicacdes e histéria vacinal. O estudo, em todos os tempos de
avaliacao, foi um estudo basicamente nao intervencional, com excecao apenas de
coletas de amostras bioldgicas.

O estudo envolveu adultos do sexo masculino, recrutas do Exército do Rio de
Janeiro (uma area n&o endémica para febre amarela em 2009), com média de idade
de 19,4 anos, que receberam a dose referéncia e subdoses da vacina antiamarilica
17DD durante o estudo de dose resposta em 2009 (MARTINS et al., 2013).

Para aqueles individuos que se apresentaram soronegativos, em quaisquer

tempos de avaliacdo, era realizada a revacinagdo com a dose plena € em uso
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comercial, seguindo o protocolo estabelecido, e automaticamente o individuo era
retirado das abordagens do projeto.

A populacao inicial era composta de individuos que nao apresentaram titulos
de anticorpos neutralizantes (soronegativos pelo teste PRNT) antes da vacinagao
em 2009 e que nao haviam sido revacinados.

Da quantidade total de individuos participantes do “Estudo de dose resposta
da vacina contra febre amarela 17DD produzida por Bio- Manguinhos/Fiocruz” em
2009 (n=900), um total de 319 voluntarios aderiram ao presente protocolo (8 anos
apos a primovacinagao) e foram elegiveis para a continuidade do estudo. A partir da
populagao elegivel, 98 voluntarios aceitaram continuar participando do estudo e
foram categorizados em 6 grupos, de acordo com a dose vacinal recebida em 2009:
27.476 Ul, considerando a dose referéncia, 10.447 Ul, 3.013 Ul, 587 Ul, 158 Ul e 31
Ul. Um grupo adicional de 46 adultos do sexo masculino recrutas do Exército vindo
de um banco de dados de outro estudo, também realizado pelo nosso grupo
(COSTA-PEREIRA et al., 2018) foi incluido como controle ndo vacinado e referido
como NV(dia 0). Um compéndio detalhado da populagdo de estudo e métodos

utilizados esté provido no diagrama abaixo (Figura 6).
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Figura 6 - Fluxograma da populagao do estudo de acompanhamento de oito anos
do “Estudo de dose resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida por

Bio-Manguinhos/Fiocruz”
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Figura 6 - Fluxograma da populacédo do estudo de acompanhamento de oito anos do “Estudo de dose

Populacgéo Elegivel ]

Outros* (Menezes Matins et al., 2018)

resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz”’. Em 2009 os
participantes receberam a vacina antiamarilica 17DD em diferentes formulagées e foram segregados
em 6 grupos de acordo com a dose recebida, sendo 27.476 Ul, considerada a dose referéncia (.); e
as demais subdoses: 10,447 Ul (H); 3,013 ul (H); 587 ul (E); 158 Ul (O) e 31 Ul (D); o grupo
controle de individuos ndo vacinados, NV (dia0) como (|:|). Os critérios de exclusdo estdo
representados na caixa a direita. O n amostral de cada etapa do estudo, bem como o n amostral de
cada grupo vacinal estao representados em suas respectivas caixas. Fonte: COSTA-ROCHA et al.,
2019 (Adaptado).

No decorrer do “Estudo de dose resposta da vacina contra febre amarela
17DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz” foram realizadas 4 coletas de
amostras bioldgicas: antes da primovacinagéo (C1), apos 30-45 dias (C2), 1 ano
(C3) e 8 anos (C4) apds a primovacinagao.

O teste de reducdo de placas por anticorpos neutralizantes (PRNT) foi
realizado em amostras de todas as coletas (C1 a C4) para segregacgao de individuos
soropositivos e soronegativos. Na quarta coleta, C4, oito anos apds a
primovacinagao, referente ao presente estudo, foram avaliados paréametros de

memdria imunoldgica pelo perfil fenotipico e funcional de células mononucleares de
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sangue periférico (PBMC, do inglés: peripheral blood mononuclear cell) além da
avaliacao dos anticorpos neutralizantes.

Na coleta C4, amostras de sangue total foram coletadas de cada voluntario,
incluindo 5 mL em tubos na auséncia de anticoagulante para o teste de reducao de
placas por de anticorpos neutralizantes (PRNT) e 20mL na presenga de heparina

sodica para analises do perfil fenotipico e funcional.

4.2 Critérios de elegibilidade

4.2 .1 Critérios de inclusao

Os participantes incluidos no estudo haviam participado como voluntarios do
“Estudo de dose resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida por Bio-
Manguinhos/Fiocruz” em 2009. Todos os incluidos eram considerados soronegativos
para febre amarela antes da primovacinagdo em 2009, nao foram revacinados
durante ou apds a participacdo no estudo de 2009, e foram considerados

soropositivos 30-45 dias e 1 ano apds a primovacinagao.

4 .2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os individuos nos quais nao foi possivel realizar coleta de
sangue ou aos quais ndo foi possivel ter acesso, devido a impossibilidade de
localizag&o, nao residéncia na cidade do Rio de Janeiro ou residentes em areas de
conflito urbano. Além disso, foram suprimidos aqueles que apresentavam

soropositividade antes da primovacinacao.
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4.3 Procedimentos laboratoriais do estudo

4.3.1 Titulacao de anticorpos neutralizantes (PRNT)

O método utilizado nesta avaliagao de oito anos apdés a primovacinagdo com
doses menores da vacina 17DD foi o mesmo utilizado nos estudos que antecederam
esta avaliagdo (MARTINS et al., 2013; CAMPI-AZEVEDO et al., 2014).

O teste de redugdo de placas de lise por anticorpos neutralizantes (PRNT) é
considerado o teste padrao-ouro para proteg¢ao contra febre amarela. Devido a sua
alta especificidade e sensibilidade, os resultados obtidos se correlacionam com
protecdo em individuos vacinados que residem ou visitam &reas endémicas
(NIEDRIG et al., 1999; SIMOES et al, 2012).

O titulo de anticorpos neutralizantes dos voluntarios foi determinado pelo teste
de neutralizagao por redugéo de 50% das placas de lise (PRNTs0) em monocamadas
de células Vero, em colaboragdo com o Laboratério de Tecnologia Virolégica de Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ-Rio. O PRNTsg foi realizado conforme previamente descrito
por Simdes e colaboradores (2012).

De forma resumida, inicialmente os soros dos individuos passaram por uma
etapa de aquecimento a 56°C por 30min, para inativagcdo do sistema complemento.
Apds, os soros foram diluidos seriamente (1:5 até 1:640) e juntamente com o virus
vacinal 17DD (30PFU do virus 17D/213/77/BR-1B/86, lote UEXVFB01) foram
incubados por 1 hora a temperatura ambiente em placa de 96 pocos, nos quais as
colunas de 1 a 10 receberam soros dos individuos; a coluna 11 o soro calibrado,
chamado M7/100 sendo utilizado 1.115 Ul/mL, e a coluna 12 um controle viral
(Figura 7). A solucdo de soro+virus foi posteriormente adicionada a uma
monocamada ja formada de células Vero. Apds incubagdo de 3 horas, meio
semissolido contendo carboximetilcelulose (Meio 199) foi adicionado aos pogos e as
placas foram incubadas por 7 dias a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 Apds esta
incubacao, a monocamada de células Vero foi fixada com formalina a 10% e corada
com cristal violeta 0,04%. As placas de lise foram contadas utilizando um projetor de
diapositivo adaptado e os titulos de anticorpos foram calculados. Um soro padrao
proveniente de macaco rhesus, previamente calibrado frente a um soro referéncia da

OMS, foi utilizado como referéncia.
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Figura 7 — Foto de uma placa de 96 pogos utilizada para a realizagao do
micro-PRNT
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Figura 7 — Foto de uma placa de 96 pocos utilizada para a realizagdo do micro-PRNT. Da esquerda
para a direita: as colunas de 1 a 10 foram utilizadas para as amostras dos individuos avaliados. A
coluna 11 utilizada para um soro de padrado interno; a coluna 12 utilizada para um controle positivo.
Todas as amostras de soro foram diluidas em série de 1:5 até 1:640. Fonte: SIMOES et al., 2012
(Adaptado).

Para se estimar em qual diluigdo ocorrera 50% de reducdo do niamero de placas
de lise, foi utilizado um modelo de regressdo linear, usando os valores das
reciprocas das diluicdes e os niumeros de placas imediatamente inferior e superior a
50%. O titulo médio do soro padrdo permitiu a determinacdo das unidades

internacionais de protecdo contidas em cada amostra (SIMOES et al., 2012).

4.3.2 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O sangue total heparinizado foi previamente centrifugado a 3000rpm (SL 16R
Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) por 10min a
21°C (temperatura ambiente), para retirada do plasma sanguineo. O creme
leucocitario e a papa de hemacias foram diluidos em meio RPMI 1640 incompleto
(Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, DE) em proporcdo 1:1 e foi lentamente

adicionado a uma solugédo de Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt,
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DE) na proporgao de 2:1, em tubos de poliestireno com capacidade para 15mL. Os
tubos foram centrifugados a 1800rpm (SL 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) durante 40 minutos a 21°C (ACC=3; DEC=3). Ao
final da centrifugagado, obteve-se o “anel de PBMC” na interface do Histopaque® e
do meio de cultura. As PBMC foram coletadas e transferidas para tubos cbnicos de
polipropileno de 50mL, seguido de uma lavagem com RPMI 1640 incompleto a
1300rpm (SL 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) por 7 minutos a 4°C (ACC=9; DEC=4). Caso houvesse presenca de eritrocitos,
uma lise utilizando cloreto de amodnio (1x) era realizada por 10min em temperatura
ambiente. Apds centrifugagdo, 1300rpm (SL 16R Centrifuge, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) por 7 minutos a 4°C (ACC=9; DEC=4), as
PBMC seguiam para uma ultima centrifugagdo com RPMI 1640 incompleto a
1300rpm (SL 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) por 7 minutos a 4°C (ACC=9; DEC=4) para retirada de vestigios de cloreto de
amoénio. Finalmente, as PBMC foram ressuspendidas em RPMI 1640 incompleto,
contadas em contador automatizado Countess™ (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA) e ajustadas para 2,0 x 107 células/mL.

Toda a manipulagdo, exceto a contagem de células, foi realizada em

condicoes estéreis em cabine de fluxo laminar.

4.3.3 Cultura in vitro antigeno-especifica de longa duragao

Para quantificar as frequéncias de linfocitos T e B de memdria, bem como
células produtoras de citocinas intracitoplasmaticas pré-inflamatérias e reguladoras,
amostras de PBMC foram incubadas na auséncia e presenga do antigeno vacinal
17DD (2,5x10%/mL particulas virais, lote L173VFC0312).

Em placas de 96 pocos de fundo em U, foram destinados quatro pogos para
linfécito T (LT), sendo dois pogos para cultura controle (CC- auséncia do antigeno
vacinal 17DD) e dois para cultura estimulada (CE- presenga do antigeno vacinal
17DD). Para linfocitos B (LB), foi utilizada a mesma estratégia de distribuicdo de
pocos. Para pesquisa de citocinas intracitoplasmaticas (CIC), foram destinados oito
pocos, sendo quatro para CC e quatro CE. Ensaios de controle positivo foram
realizados utilizando células incubadas na presenga de meio de cultura (RPMI 1640)

+ 1,25pg/mL de Fitohemaglutinina (PHA - cultura com mitégeno — controle positivo).
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Também foram separados pocos destinados a controle de células nao marcados
com anticorpos monoclonais fluorescentes (CG- controle de ajuste do gate de
linfécitos no citdbmetro de fluxo), no qual as células foram incubadas apenas com o
meio de cultura. Os controles eram realizados apenas quando o volume de células
era suficiente para sua execucao, dando sempre prioridade para as culturas de
pesquisa de LT e LB.

Para realizagdo da cultura de longa duragdo o meio utilizado foi o meio de
cultura CMBlast (5% de soro fetal humano + 1,6% de L-glutamina + 3% de
antibiético/antimicético + RPMI 1640). Em cada pogo o volume final foi de 200uL,
sendo 162,5uL de CMBlast somado a 25uL de PBMC. A concentracdo de
PBMC/pogo foi de 5,0 x 10° células. De forma especifica, para os pocos CE foram
adicionados 12,5uL do antigeno vacinal. Para CC e CG usou-se o mesmo volume
(12,5 pL) de PRMI 1640 incompleto. As culturas foram incubadas por 144 horas a
37°C, 5% CO2 em estufa umida.

4.3.4 Caracterizacao do perfil fenotipico de linfécitos T € B

Antes de realizar a marcacao das células, misturas de anticorpos monoclonais
fluorescentes foram preparadas para marcacido de moléculas da superficie celular.

Apds a cultura de 144 horas, uma centrifugagao foi realizada para retirada do
meio de cultura. Em seguida, as PBMC foram ressuspendidas e lavadas com
tampao salina fosfato estérii (PBS 1X) e, entdo, incubadas com corante
LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) (1:1000x), que permite a identificacdo das células viaveis e a
exclusdo das células mortas na analise dos dados adquiridos por citometria de
fluxo. Em seguida, as células foram lavadas com tampdo salina fosfato
suplementado com 0,5% de albumina bovina estéril (PBS-Wash). Logo apés, as
células foram incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz com as misturas
previamente preparadas com anticorpos monoclonais anti-moléculas de superficie
para identificacdo de linfécitos T e B, bem como subpopulacdes de células naive e
de memoria.

Os anticorpos utilizados para o preparo das misturas empregadas para a
marcacgao de superficie de células T e B estdo descritos no quadro abaixo (Quadro
2).
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Quadro 2 — Anticorpos monoclonais fluorescentes utilizados para avaliar

populacdes e subpopulacdes de linfocitos T e B de memdria

MARCADOR | CLONE | FLUOROCROMO ALVOS
Células T Células B

CD3 SK7 APC-Cy7

CD4 RPA-T4 FITC

CD8 SK1 PerCP-Cy5.5
CD19 HIB19 PerCP +
CD27 M-T271 PE +

CD45RO UCHLA1 PE-Cy7
IgD IA6-2 FITC +

Quadro 2 — Anticorpos monoclonais fluorescentes utilizados para avaliar populagdes e subpopulagbes
de linfécitos T e B de memoéria. Anticorpos monoclonais anti-moléculas de superficie celular, clone e
fluorocromos empregados na produgédo do anticorpo monoclonal utilizado. O simbolo “+” indica a
populacao celular alvo, sendo a cor azul representativa da populagéo de células T e a cor laranja da
populacao de células B. Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds a incubagao, foi realizada fixagédo a base de formaldeido (citrato de
sédio + formaldeido + dietilenoglicol + heparina sddica) por 10 min. Em seguida as
células foram lavadas com PBS-Wash, e ressuspendidas em PBS-1x. As amostras
foram analisadas por citometria de fluxo pelo equipamento LSRFortesssa (BD
Bioscience, San Diego, California, USA) em um total de até 100.000 linfécitos por

amostra.

4.3.5 Caracterizacao do perfil funcional de linfécitos T e B produtores de citocinas

Misturas de anticorpos monoclonais fluorescentes foram preparadas para
marcagao da superficie celular e citocinas intracitoplasmaticas (Quadro 3).
Quatro horas antes do término do final do periodo de incubagdo, foram

adicionados 10uL de Brefeldina A (200mg/mL). A utilizagdo de Brefeldina A promove
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a retencdo de citocinas no complexo de Golgi, assim, permitindo a detecgao
posterior por citometria de fluxo. Apds esta incubacao, foram adicionados 20uL de
EDTA (20mM) seguido de uma incubacdo de 15 min, até completar as 144 horas.
Esta etapa é importante para bloquear posteriores processos de ativacdo das
células, garantindo um padrao na ativagéo.

Apds a cultura de 144 horas, foi realizada uma centrifugagéo para retirada do
meio de cultura. Em seguida, as PBMC foram ressuspendidas e lavadas com
tampao salina fosfato estéril (PBS 1X) e, entdo, incubadas com corante de
LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) (1:1000x). As células foram lavadas com tampao salina fosfato
suplementado com 0,5% de albumina bovina estéril (PBS-Wash). Logo apéds, as
células foram incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz com as misturas de
anticorpos monoclonais anti-moléculas de superficie celular para identificacao de
linfécitos T e B, preparadas previamente (Quadro 3).

Apds a incubagao, foi realizada fixacédo a base de formaldeido (citrato de
sédio + formaldeido + dietilenoglicol + heparina sddica) por 10 min. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS-Wash. Ao final, as células foram permeabilizadas
com tampao salina fosfato suplementado com 0,5% de albumina bovina e 0,5%
saponina estéril (PBS-P) e marcadas com anticorpos monoclonais anti-moléculas
intracitoplasmaticas (Quadro 3).

Apés lavagens sucessivas com PBS-P e PBS-Wash, as células foram
ressuspendidas em PBS-1X. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo

pelo equipamento LSRFortesssa em um total de até 100.000 linfécitos por amostra.
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Quadro 3 - Anticorpos monoclonais fluorescentes utilizados para avaliar citocinas

intracitoplasmaticas em populacoes e subpopulagdes de linfécitos T e B

MARCADOR CLONE FLUOROCROMO ALVOS
Células T Células B

CD3 UCHT1 Qdot605
CD4 GK1.5 APCe-Fluor780
CD8 SK1 PerCP

CD19 HIB19 Alexa-Fluor700 +

TNF-a MAb11 PE-Cy7 +
IFN-y B27 Alexa-Fluor488
IL-5 JES1-39D10 PE +
IL-10 JES3-19F1 APC +

Quadro 3 - Anticorpos monoclonais fluorescentes utilizados para avaliar citocinas intracitoplasmaticas
em populacdes e subpopulagdes de linfécitos T e B. Anticorpos monoclonais anti-moléculas de
superficie celular/citocinas, clone e fluorocromos empregados na produgédo do anticorpo monoclonal
utilizado. O simbolo “+” indica a populagao celular alvo, sendo a cor azul representativa da populagéo
de células T e a cor laranja da populacao de células B. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Analise do perfil fenotipico e funcional

Apds a marcacao fenotipica/funcional e aquisicao por citometria de fluxo,
analises utilizando software FlowJo-9.3.2 (LLC, Ashland, OR, USA) foram
empregadas para determinar subpopulacdes de linfocitos T e B para o perfil
fenotipico, bem como, produtores de citocinas, para o perfil funcional.

Compensacbes off-line foram realizadas quando necessario.

4.4 1 Linfocitos T

Inicialmente, empregando paréametros “FSC-A x FSC-H", os singletos, células
que foram adquiridas unicamente, excluindo possiveis agrupamentos, foram

selecionados. Em seguida, utilizando “FSC-A x LIVE/DEAD”, as células vivas foram
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selecionadas, excluindo as células na parte superior do grafico, uma vez que é
possivel diferencia-las devido ao acumulo intracelular do corante LIVE/DEAD™ em
células mortas. Empregando os parametros de “FSC-A x SSC-A”, foi criado um gate
na populacao de linfocitos. Depois, utilizando “Time x FSC-A”, foi realizada a selegao
de células que foram adquiridas sem interrup¢cdes, como: bolhas, auséncia de
fluidos, entre outros motivos. Dentro da populacao de linfocitos totais, a populagao
CD3" foi selecionada através dos parametros “CD3 APC-Cy7 x SSC-A”". A partir dos
linfécitos CD3", subpopulagdes de CD4* e CD8" foram segregadas empregando
“CD4 FITC x CD8 PerCP-Cy5.5". Apos a selegao da subpopulagdo de interesse
(CD4" - LT auxiliar ou CD8" - LT citotéxico), os fendtipos de memédria foram
avaliados. Para isso, os parametros “CD27 PE x CD45RO PE-Cy7” foram
empregados. Desta forma, linfécitos T auxiliares naive (NCD4) foram caracterizados
pelo fenétipo CD4*CD27*CD45R0O", linfécitos T auxiliares early effector (EefCD4)
foram caracterizados pelo fenétipo CD4*CD27-CD45ROr, linfécitos T auxiliares de
memoria central (CMCD4) foram identificados por CD4*CD27*CD45RO* e os
linfécitos T auxiliares de memaria efetora (EMCD4) foram identificados pelo fenétipo
CD4*CD27'CD45R0O*. Os mesmos fendtipos de memoria foram investigados na
populagdo de linfécitos TCD8" aplicando os mesmos parametros citados

anteriormente (Figura 8).



Figura 8 - Estratégias de analises para populagdes e subpopulagdes de meméria de linfocitos T
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Figura 8 - Estratégias de analises para populagbes e subpopulagbes de memoéria de linfécitos T. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.2 Linfocitos B

Inicialmente a populagdo de linfocitos totais foi selecionada através da
conjugacao de parametros “FSC-A x SSC-A”, seguida da sele¢éo dos singletos por
“FSC-A x FSC-H” e, por fim, selecao das células adquiridas sem interrupcdes por
“Time x FSC-A”. Os linfocitos B foram segregados, inicialmente, utilizando “CD19
PerCP x CD3 APC-Cy7”, e as células CD19" foram selecionadas. A partir desta
selecdo, utilizando os pardmetros “CD19 PerCP x LIVE/DEAD”, os linfocitos B
(CD19%) viaveis foram identificados, selecionando as células nas quais ndo houve
internalizagado do composto (células da parte inferior do grafico). Por fim, seguindo a
metodologia descrita por Changanti e colaboradores (2009), os fendtipos de
memoria foram investigados utilizando “IgD FITC x CD27 PE”. A partir deste gréfico,
os linfocitos B naive (NCD19) foram caracterizados pelo fenétipo CD19*CD27°IgD",
linfébcitos B de memoéria ndo classica (nCMCD19) foram fenotipados como
CD19*IgD*CD27* e, por fim, os linfécitos B de memoria classica (CMCD19) foram
caracterizados pelo fenétipo CD19*IgD"CD27* (Figura 9).
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Figura 9 - Estratégias de analises para populagdes e subpopulagdes de meméria de linfocitos B
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Figura 9 - Estratégias de analises para populagdes e subpopulagbes de memoaria de linfécitos B. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.3 Citocinas Intracitoplasmaticas

Seguindo o protocolo para identificagdo de linfécitos produtores de citocinas
utilizando o software FlowJo-9.3.2 (LLC), os singletos foram selecionados utilizando
os parametros “FSC-A x FSC-H", acompanhada da construgdo de grafico com os
parametros “Time x FSC-A”. Por fim, finalizando as investigacdes morfométricas,
foram empregados os parametros “FSC-A x SSC-A” para sele¢cao da populagéo de
interesse, os linfocitos. De forma conseguinte, “CD3 Qdot 605 x LIVE/DEAD” foi
utilizado para segregacao dos linfécitos T CD3" viaveis. Partindo dos linfocitos T
CD3", as subpopulagdes de CD4" e CD8" foram segregadas empregando “CD4
APCe-Fluor780 x CD8 PerCP”. A investigagdo dos linfécitos B CD19" viaveis foi
realizada empregado “CD19 Alexa Fluor 700 x LIVE/DEAD”. Uma vez identificadas
as subpopulagdes de linfécitos T (CD4* - LT auxiliar ou CD8" - LT citotéxico) e a
populagdo de linfécitos B, foram investigadas aquelas células produtoras de
citocinas, utilizando anti-TNF-a /PE-Cy7, IFN-y/Alexa-Fluor488, IL-5/PE e IL-10/APC
(Figura 10).



Figura 10 - Estratégias de analises para populagdes e subpopulagdes de linfocitos T e B produtores de citocinas
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4.5 Estratégias de analises

4.5 1 Matrizes de redes de biomarcadores

Para o calculo do coeficiente de correlacdo foram utilizados os resultados
encontrados nas analises dos perfis imunolégicos, fenotipico e funcional, bem como
dos titulos de anticorpos neutralizantes. De acordo com a distribuicdo teédrica da
variavel, diferentes testes de correlacbes foram aplicados. Para aquelas que
seguiam uma distribuigdo normal foi escolhido o teste de correlacédo de Pearson.
Para aquelas que ndo seguiam uma distribuicdo tedrica conhecida foi realizado o
teste de correlacao de Spearman.

O coeficiente de correlagdo € uma medida adimensional e a forga do grau da
relagao entre as variaveis pode ser definida por qualquer valor entre -1 e +1. Como
classificagdo do grau de correlagéo, ou seja, da for¢a entre as variaveis, utilizou-se
0s seguintes parametros: fraco quando 0 <r < 0,5 e forte quando 0,5 <r < 1,0. Os
mesmos parametros foram aplicados para correlagées com valores negativos, sendo
fraco quando -0,5 < r < 0 e forte quando -1,0 < r < -0,5. Se o coeficiente se
apresentou como um numero positivo, as variaveis sao diretamente relacionadas (ou
seja, quando o valor de uma variavel aumenta, o valor da outra também tende a
aumentar). De modo inverso, se o coeficiente for um numero negativo, as variaveis
sdo inversamente relacionadas (ou seja, quando um valor de uma das variaveis
cresce, o valor da outra tende a seguir o padrao oposto). Foram consideradas
correlagdes com significancia estatistica as que apresentaram p<0,05.

Para a analise dos dados foi utilizado o software Graphpad Prisma (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) versao 5.0.

4.5.2 Analises estatisticas

A caracterizagdo dos perfis fenotipico e funcional de linfécitos T e B de
memoria, induzidos in vitro pelo antigeno vacinal 17DD, foi avaliada utilizando o
index das culturas, que consiste na razido do percentual de células na cultura
estimulada dividido pelo percentual de células na cultura controle (Cultura
Estimulada/Cultura Controle). Os niveis de anticorpos neutralizantes foram

expressos como titulos médios geométricos com 95% de intervalo de confianga de
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logio mUI/mL. O cut-off 2,7 logio mUI/mL foi utilizado para segregar aqueles
individuos que soroconverteram ou nao.

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 5.0. (GraphPad Software, San Diego, CA, USA), para analises dos titulos de
anticorpos neutralizantes e taxas de soropositividade foi realizado o teste ANOVA
seguido de Tukey para comparagdes entre os grupos. O teste de Mann-Whitney foi
realizado para comparagdes entre dois grupos nos perfis fenotipicos e funcionais.

Em todos os casos, as diferengas significantes foram consideradas quando p< 0,05.

4.5.3 Proporgao iterativa

O calculo da proporcao iterativa foi realizado utilizando as frequéncias de
soropositividade dos anticorpos neutralizantes obtidas em todas as andlises
realizadas no estudo dose-resposta (30-45 dias, 1 ano e 8 anos apds a
primovacinagao).

Foi realizada a multiplicacdo dos percentuais ao longo tempo, logo, a
proporgao iterativa € o produto das percentagens individuais ao longo do tempo.
Essa abordagem foi escolhida com o intuito de computar e retirar as possiveis
perdas ao longo do processo.

Além do calculo da proporgao iterativa de cada grupo vacinal, foi calculada
uma meédia das taxas das soropositivades de todos os grupos. As frequéncias de
cada grupo foram entdo comparadas com a frequéncia geral das taxas de

soropositivade encontradas na analise de oito anos.
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5 RESULTADOS

Os resultados referentes a este estudo de seguimento do “Estudo de dose
resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida por Bio-
Manguinhos/Fiocruz” foram previamente publicados por Costa-Rocha e
colaboradores em 2019. Mas a titulo de melhor detalhamento, todos foram
dissertados nesta secdo (COSTA-ROCHA et al., 2019).

5.1 Avaliagao dos titulos de anticorpos neutralizantes especificos para febre

amarela oito anos apés a primovacinagdao com doses menores da vacina 17DD

O teste de neutralizagao por redugao de placas lise (PRNT) foi realizado para
a avaliacao dos titulos de anticorpos neutralizantes especificos para febre amarela.
Este teste foi realizado para todos aqueles voluntarios incluidos nesta avaliacdo de
oito anos, e que haviam soroconvertido com a primovacinagao utilizando a vacina
17DD reformulada em doses menores, que se mantiveram positivos um ano apos a
primovacinac¢ao e que nao foram revacinados.

Para a analise dos dados obtidos com o PRNT, foi padronizado um cut-off
com o intuito de segregar aqueles individuos que haviam soroconvertido oito anos
apos a primovacinagao, definindo >2,7 logio mUI/mL ou cerca de 1:20 da reciproca
da diluigdo. Por fim, os titulos médios geométricos e a taxa de soropositividade dos
individuos foram determinados e ambos os resultados foram apresentados em
graficos de barras, Figura 11 (A) e Figura 11 (B), respectivamente.

Pode-se perceber que os voluntarios que soroconverteram com a
primovacinagao utilizando a vacina 17DD em doses menores e nao foram
revacinados ainda apresentam niveis de anticorpos e taxas de soropositividade
similares em todas as subdoses administradas quando comparadas com a dose
referéncia (27.476 Ul), diferindo do grupo controle NV(dia0) (Figura 11).
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Figura 11 - Niveis de anticorpos neutralizantes e taxas de soropositividade
utilizando o teste de PRNT oito anos apds a vacinagao primaria com doses menores
da vacina 17DD
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Figura 11 - Niveis de anticorpos neutralizantes e taxas de soropositividade utilizando o teste de PRNT
oito anos ap6s a vacinagéo primaria com doses menores da vacina 17DD. (A) Os niveis de anticorpos
neutralizantes estdo expressos como titulos médios geométricos com 95% de intervalo de confianga
de logio mUI/mL. O cut-off 2,7 logio mUI/mL esta representado como a linha tracejada. (B) As taxas
de soropositividade estdo expressas em frequéncia (%). Em ambos os graficos os grupos de estudos
estdo dispostos no eixo x, 27.476 UI, considerada a dose referéncia (Hl); 10,447 Ul (H); 3,013 Ul (1
); 587 Ul (d); 158 Ul () e 31 UI (0. O grupo controle de individuos n&o vacinados, NV (dia0) esta
representado como (|:|). A analise comparativa dos niveis dos anticorpos neutralizantes e as taxas
de soropositividade foram avaliadas por ANOVA, ajustada para comparagdes mlltiplas de Tukey,
respectivamente. Em todos os casos, diferengas significativas foram consideradas quando p<0,05 e
destacadas por asterisco (*) em comparagdo ao grupo ndo vacinado (NV (dia0)). Fonte: COSTA-
ROCHA et al., 2019 (Adaptado).

5.2 Anadlise da proporgao iterativa das taxas de soropositivade durante os

tempos de analises do Estudo Dose-Resposta

Para determinar de uma forma mais detalhada o desempenho das doses

menores da vacina 17DD, se tratando de resposta humoral e taxas de
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soropositivade, uma proporgdo iterativa foi calculada, gerando uma taxa de
soropositivadade global para cada dose utilizada no estudo. Foram utilizadas as
frequéncias das taxas de soropositividade em todo o periodo de seguimento do
Estudo Dose-Resposta, logo apés a primovacinagdo (30-45 dias), 1 ano apds a
primovacinagao e 8 anos apés (Figura 12).

Os resultados demonstram que, na avaliagdo de 30-45 dias, aqueles
individuos que receberam a dose de 27.476 Ul (dose referéncia) até a dose com 587
Ul apresentam imunogenicidade similar entre si (96, 100, 97 e 97%,
respectivamente), enquanto os grupos que receberam doses de 157 Ul e 31Ul
exibem baixas propor¢des das taxas de soropositividade (87 e 56%, nessa ordem).

A analise realizada 1 ano apdés a primovacinacao incluiu apenas individuos
que haviam soroconvertido na anadlise anterior, ou seja, 30-45 apds a
primovacinagao e nao haviam sido revacinados. Observando os resultados, pode-se
perceber que altas taxas de soropositividade foram mantidas por até 1 ano entre os
grupos 27.476 Ul, 10.446 Ul, 3.013 Ul, 587 Ul e 158 Ul (99, 97, 99, 100 e 97%,
respectivamente), exceto para o grupo imunizado com a dose de 31 Ul, que
apresentou 89% de soropositividade.

Na analise atual, 8 anos apds a primovacinacdo, foram incluidos aqueles
voluntarios que soroconverteram na analise de 30—45 dias apds a primovacinacgao,
em 2009 e mantiveram a soropositividade até a analise realizada com 1 ano de
vacinagao e nao foram revacinados.

Individuos com resultado negativo (ndo soroconverteram) no PRNT nos
tempos de 30-45 dias ou um ano apds a primovacinacdo nao foram incluidos na
analise de acompanhamento, pois foram revacinados como parte do protocolo do
estudo e, portanto, o numero de vacinados elegiveis diminui com o tempo.

A taxa de soropositividade global foi calculada utilizando as frequéncias de
cada grupo vacinal oito anos apds a primovacinagao (94, 82, 83, 94, 80 e 91%,
correspondentemente) (Figura 11 (B) e Figura 12), apresentando um valor de 87%.

Sendo assim, foram observadas proporgdes iterativas adequadas em apenas
grupos vacinais acima do grupo 587 Ul que induziram imunogenicidade semelhantes
entre si e comparaveis com a taxa de soropositivadade global (89, 80, 80 e 91%,
respectivamente), enquanto os grupos vacinais 158Ul e 31Ul atingiram menor
proporcao de taxas de soropositividade (68 e 46%, nessa ordem). Em suma, pode
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se observar um decréscimo progressivo das taxas de soropositividade ao longo do

tempo (Figura 12).

Figura 12 - Proporgao iterativa das taxas de soropositividade ao longo do Estudo
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Figura 12 - Proporgéo iterativa das taxas de soropositividade ao longo do Estudo Dose-Resposta
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apos a primovacinagdo com doses menores da vacina 17DD. Os titulos de anticorpos neutralizantes
foram definidos utilizando o mesmo teste de PRNT em todos os tempos de analises do Estudo Dose-
Resposta. O ponto de corte para soropositividade foi estabelecido em >2,7 logiomUI/mL ou cerca de
1:20 da reciproca da diluigdo. Os individuos foram categorizados em seis grupos em cada tempo de
analise (30-45 dias, 1 ano e 8 anos) de acordo com a dose vacinal administrada em 2009: 27.476 UlI,
considerada a dose referéncia (@); 10.447 Ul (@); 3.013 Ul (@); 587 Ul (©); 158 UI (O) e 31 Ul (
O). O ajuste proporcional iterativo das taxas de soropositividade foi calculado para analises
comparativas entre os grupos. Fonte: COSTA-ROCHA et al., 2019 (Adaptado).

5.3 Anadlise dos perfis fenotipicos e funcionais de memodria celular apés
estimulo in vitro com antigeno vacinal 17DD.

Os perfis de memodria celular fenotipica e funcional especificas para febre

amarela oito anos apds a primovacinacdo com diferentes doses da vacina 17DD



72

estdo mostrados nas Figuras 13 e 14. Os biomarcadores de memodria foram
determinados apds estimulagéo in vitro com antigeno vacinal 17DD e os resultados
estao apresentados como Index da Cultura estimulada 17DD/cultura controle.

Na Figura 13 estdo apresentados os perfis fenotipicos da memdéria celular de
todos os grupos vacinais analisados neste estudo, bem como do grupo controle de
individuos nao vacinados. A analise dos biomarcadores fenotipicos revelou que
independente da dose utilizada na primovacinagao, pode-se perceber altos niveis de
NCD4 em todos os individuos vacinados quando comparados com o grupo controle
de individuos ndo vacinados (NV (dia0)). Baixos niveis de eEfCD8 e nCMCD19
foram similares entre os grupos vacinais quando comparados com o grupo NV
(dia0).

Perfis similares a “ondas” foram observados para eEfCD4 em 4 das 5 doses
testadas (10.447 Ul, 3.013 Ul, 158 Ul e 31Ul). Trés perfis distintos foram observados
para o fen6tipo CMCD19, altos niveis no grupo vacinal 10.447 Ul e baixos niveis nos
grupos 158 Ul e 31Ul. De forma notavel, pode-se observar aumento nos niveis de
CMCD4 e EMCDS8 em todos os individuos vacinados com todas as doses vacinais
incluidas no estudo.

Os achados demonstram que os individuos oito anos apés a primovacinagao
ainda apresentam memoria celular especifica para febre amarela, sobretudo niveis
excepcionais de CMCD4 e EMCD8 quando comparados com a dose referéncia
(Figura 13).
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Figura 13 - Biomarcadores de memoria fenotipica especifica para febre amarela oito

anos apos a primovacinagao com doses menores da vacina 17DD
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Figura 13 - Biomarcadores de memoria fenotipica especifica para febre amarela oito anos apos a
primovacinagdo com doses menores da vacina 17DD. A memodria celular fenotipica foi medida com
base na expressdo de marcadores de superficie apos cultura in vitro de longa duragdo. Em todos os
graficos os grupos de estudos estdo dispostos no eixo x, 27.476 Ul, considerada a dose referéncia (
M), 10,447 ul (W) 3,013 Ul (W), 587 Ul (E); 158 Ul (O) e 31 Ul (0); o grupo controle de
individuos ndo vacinados, NV (dia0) como (|:|). Os resultados foram expressos em valores médios
com erro padrédo do index (Cultura estimulada 17DD/cultura controle). A andlise comparativa de cada
biomarcador entre os grupos foi avaliada por teste Mann-Whitney. Em todos os casos, diferengas
significativas foram consideradas quando p<0,05 e destacadas por asterisco (*) em comparagéo ao
grupo nao vacinado (NV (dia0)). A zona cinza representa os valores médios observados para
controles ndo vacinados. Fonte: COSTA-ROCHA et al., 2019 (Adaptado).

De uma forma geral, ndo ocorreram muitas diferengas significativas entre os
perfis de citocinas intracitoplasmaticas (Figura 14). As analises demonstraram baixos
niveis equivalentes de IL10CD4 em todos os grupos vacinais quando comparados

com o grupo controle.
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Diversos perfis randémicos e pontuais foram observados: queda nos niveis de
IFNCD4 para o grupo vacinal 3.013 Ul, queda de IL5CD8 e de TNFCD19 e no grupo
vacinal 587 Ul e baixos niveis de IL5CD19 para o grupo vacinal 10.447 Ul, e,

sempre em comparagao com o grupo de individuos n&o vacinados (Figura 14).

Figura 14 - Biomarcadores de memoria funcional especifica para febre amarela oito

anos apods a primovacinagao com doses menores da vacina 17DD
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Figura 14 - Biomarcadores de memodria funcional especifica para febre amarela oito anos apés a
primovacinagdo com doses menores da vacina 17DD. A memoria celular funcional foi medida com
base nos perfis de citocinas intracitoplasmaticas apds cultura in vitro de longa duragdo. Em todos os
graficos os grupos de estudos estdo dispostos no eixo x, 27.476 Ul, considerada a dose referéncia (
W), 10,447 ul (W) 3,013 Ul (W), 587 Ul (0); 158 Ul (O) e 31 Ul (O); o grupo controle de
individuos n&o vacinados, NV (dia0) como ([J). Os resultados foram expressos em valores médios
com erro padrédo do index (Cultura estimulada 17DD/cultura controle). A andlise comparativa de cada
biomarcador entre os grupos foi avaliada por teste Mann-Whitney. Em todos os casos, diferengas
significativas foram consideradas quando p<0,05 e destacadas por asterisco (*) em comparagéo ao
grupo nao vacinado (NV (dia0)). A zona cinza representa os valores médios observados para
controles ndo vacinados. Fonte: COSTA-ROCHA et al., 2019 (Adaptado).



75

Em uma analise adicional de acompanhamento de oito anos utilizando doses
menores da vacina 17DD, os dados deste estudo foram comparados com outros
provindos de um banco de dados de um estudo realizado pelo nosso grupo, no qual
os participantes receberam a dose plena (dose de rotina) da vacina 17DD (COSTA-
PEREIRA et al., 2018).

Os parametros escolhidos para esta andlise adicional foram os titulos de
anticorpos neutralizantes e EMCD8, ambos importantes correlatos de protegao. Em
ambos os estudos os mesmos métodos foram utilizados para quantificar tais
variaveis e os resultados foram apresentados na Figura 15

A analise dos dados demonstrou que oito anos apds a primovacinacdo com
doses menores da vacina 17DD, todos os individuos selecionados ainda apresentam
niveis preservados de anticorpos neutralizantes e de memoria efetora CD8*, sendo
similares com aqueles observados nos grupos PV (30-45 dias) e PV (7-9 anos) e, de
forma notavel, apresentaram-se acima daqueles observados no grupo NV (dia 0) e
PV (>10 anos).



76

Figura 15 - Duragao das taxas de soropositividade e dos niveis de EMCDS8 oito anos

apoés a primovacinagao com a dose de rotina e com doses menores da vacina 17DD
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Figura 15 - Duragdo das taxas de soropositividade e dos niveis de EMCD8 oito anos apos a
primovacinagdo com a dose de rotina e com doses menores da vacina 17DD. O perfil especifico de
anticorpos neutralizantes e de EMCD8 foram comparados com aqueles encontrados em voluntarios
que receberem a dose plena de rotina. Os grupos que receberam a dose plena de rotina foram
referidos em ambos os graficos como: NV(dia 0) (|:|); PV(30-45 dias) (.); PV(7-9 anos)(l); PV(<10
anos) (L) e aqueles que foram primovacinados com doses menores da vacina 17DD como PV/(year8)
foram nomeados como: 27.476 Ul, considerada a dose referéncia (-); 10,447 UI (.); 3,013 Ul (.);
587 UI (dy; 158 Ul (Oy e 31 Ul (L). Os niveis de anticorpos neutralizantes foram expressos em
logiomUI/mL. Os niveis de EMCD8 foram apresentados como index da Cultura estimulada
17DD/cultura controle. A analise comparativa de cada biomarcador entre os grupos foi avaliada por
ANOVA, ajustada para comparagées multiplas de Tukey. Em todos os casos, diferengas significativas
foram consideradas quando p<0,05 e destacadas por asterisco (*) em comparagdo ao grupo nao
vacinado (NV (dia0)). A zona cinza representa os valores médios observados para controles ndo
vacinados. Fonte: COSTA-ROCHA et al., 2019 (Adaptado).

5.5 Analise comparavel de matrizes de biomarcadores oito anos apés a

primovacinacao com doses menores da 17DD

As redes de biomarcadores foram construidas para determinar conexdes
entre os titulos de anticorpos neutralizantes (expressos em logio mUl/mL), o perfil
fenotipico de memodria celular (NCD4, eEfCD4, CMCD4, EMCD4, NCD8, eEfCDS,
CMCD8, EMCD8, NCD19, nCMCD19 e CMCD19) e o perfil funcional (TNFCD4,
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IFNCD4, IL10CD4, IL5CD4, TNFCD8, IFNCDS8, IL10CD8, IL5CD8, TNFCD19,
IL10CD19 e IL5CD19). Os resultados foram apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Matrizes da rede de biomarcadores oito anos apds a primovacinagao

com doses menores da vacina 17DD
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Figura 16 - Matrizes da rede de biomarcadores oito anos apés a primovacinagdo com doses menores
da vacina 17DD. Foram realizadas analises de correlagdes para os seis grupos de acordo com a
dose administrada em 2009: 27.476Ul, considerada a dose de referéncia; 10.447 Ul, 3.013Ul, 587 UI,
158 Ul e 31 Ul. As matrizes foram montadas em um modelo pontilhado, onde cada ponto esta
representando um eixo de correlagdo entre dois atributos. Legenda de cores foi empregada para
identificar indices significativos de correlagdo de Spearman “r’ em p <0,05, referidos como positivo
(escala vermelha, WSS r (+) variando de 0,5 a 1,0) ou negativo (escala verde, N , (-
variando de -1,0 a -0,5). Correlagdes nao significativas foram representadas por pontos brancos. A
relagdo entre correlagdes positivas e negativas “r(+)/r(-)” foi fornecida na figura. As correlagdes
comuns entre doses distintas da vacina 17DD foram destacadas por contorno de cor laranja. Fonte:

COSTA-ROCHA et al., 2019 (Adaptado).

De forma geral, existe uma predominéncia de correlagdes positivas “r(+)/r(-)”

entre os atributos dos perfis fenotipicos e funcionais da memaria celular e os titulos
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de anticorpos neutralizantes da imunidade humoral na maioria dos subgrupos, com
altas taxas para as doses de 27.476 Ul, 10.447 Ul e 3.013 Ul (31/18, 15/11 e 21/11,

respectivamente).

Correlagbes negativas fortes foram observadas para “EMCD4,1/NCD4” e
“‘EMCD8,1/NCD8” em todos os grupos, independente da dose administrada. E de
forma adicional, notaveis correlacbes positivas foram observadas para
‘EMCD4,EMCD8” e “TNFCDS8,IFNCD8” na maioria dos grupos, exceto para os

voluntarios que receberam a dose de 31Ul (Figura 16).

5.6 Principais semelhangas dos perfis de meméria humoral e celular
especificos para febre amarela oito anos apdés a primovacinagao com doses

menores da vacina 17DD

Foi realizada uma analise global de todos os resultados encontrados e uma
selecdo dos biomarcadores que apresentaram perfis comuns entre as diferentes
doses da vacina 17DD foi compilada na Figura 17.

Imunogenicidade, memoria celular fenotipica e funcional e as correlagdes
entre os atributos foram agregados para identificar biomarcadores universais entre
0s grupos. Setas foram empregadas para destacar queda (|) ou aumento (1) quando

comparados com o NV (dia0).
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Figura 17 - Visao geral das principais semelhangas nos perfis de memadria humoral e

celular oito anos apds a primovacinagao com doses menores da vacina 17DD
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Figura 17 - Viséo geral das principais semelhangas nos perfis de memaria humoral e celular oito anos
apos a primovacinagdo com doses menores da vacina 17DD. Selegao de biomarcadores com perfis
semelhantes entre as doses diferentes da vacina 17DD (27.476 Ul - dose de referéncia; 10.447 Ul;
3.013 UI; 5813 UI; 158 Ul e 31 Ul). Os titulos de anticorpos neutralizantes da meméria humoral ('F" =
PRNT) foram mensurados pelo mesmo método empregado no estudo de dose-resposta de 2009
(MARTINS et al., 2013). Os biomarcadores de meméria fenotipicos e funcionais (C: NCD4, CMCD4
e IL10CD4; @ = eEfCD8 e EMCD8 juntamente com @- nCMCD19) foram avaliados por cultura in
vitro especifica com antigeno vacinal 17DD, conforme descrito por Costa-Pereira e colaboradores
(2018). As setas destacam queda (]) ou aumento (1) nos biomarcadores avaliados em comparagao
com NV (dia0). As analises de correlagao foram realizadas para identificar atributos comuns negativos
(@ ="EMCD4,1 / NCD4" e @ = "EMCDS,1 / NCD8") ou positivos (@ = "TNFCD8, IFNCD8" e
@@ - "eEMcD4, EMCD8") entre as diferentes doses da vacina 17DD (27.476Ul - dose de referéncia;
10.447U1; 3.0131U; 587Ul; 158IU e 31IU), com excegdo das correlagdes “TNFCD8, IFNCD8” e
‘EMCD4, EMCD8” que ndo foram observadas para a dose mais baixa ( 31Ul). Fonte: COSTA-
ROCHA et al., 2019 (Adaptado).

O compilado revelou similaridade para um conjunto de atributos (1PRNT,
tNCD4, 1CMCD4, |IL10CD4, |eEfCD8, 1EMCD8, |nCMCD19) entre as diferentes

doses da vacina 17DD, oito anos apés a primovacinagcdo. De forma adicional,
correlagcdes negativas entre “EMCD4,1/NCD4” e “EMCDS8,1/NCD8” junto com
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correlacdo positiva para “EMCD4,EMCD8” e “TNFCDS8,IFNCD8” também foram

observadas.

6 DISCUSSAO

As vacinas contra febre amarela disponiveis atualmente, para imunizacao
ativa, sdo constituidas de virus vivo atenuado. Esta abordagem também é utilizada
para a producao da vacina de sarampo, rubéola e caxumba. As vacinas de virus vivo
atenuado induzem uma excelente resposta imune, podendo ser compara com a
infeccdo com o patdégeno selvagem, no entanto, uma vez atenuados, nao ocorre a
progressao da doenca. A continua exposigdo a antigenos permite que ocorra a
producdo de memaria imunoldgica, levando assim a protegao.

O presente estudo é uma investigagdo complementar que avalia
simultaneamente a duragdo a longo prazo da imunidade humoral e celular numa
subpopulagéo de voluntarios que receberam originalmente doses menores da vacina
17DD contra a febre amarela, envolvidos no estudo de dose reposta em 2009
(MARTINS et al., 2013).

Com excecao dos estudos realizados em funcao do “Estudo de dose resposta
da vacina contra febre amarela 17DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz’,
existem poucos trabalhos que abordaram a duracado da imunidade apds imunizacao
com doses reduzidas da vacina antiamarilica (FOX et al., 1943; FOX e PENNA,
1943; FREESTONE et al., 1977; MONATH et al., 2012). Estas pesquisas, incluiram
um numero relativamente pequeno de individuos e empregaram metodologias para
a determinagdo da concentragdo viral e técnicas experimentais diferentes das de
uso atual, dificultando comparacgdes futuras. Até a publicacdo da OMS em 2008, nao
existia uma padronizacdo na forma de expressar a concentracao viral para a vacina
antiamarilica, pois a relagao existente entre dose letal em camundongo (do inglés,
MLD - mouse lethal dose), unidades formadoras de placas (do inglés, PFU- plaque
forming units) e unidades internacionais (Ul) é variavel. A OMS requer que as doses
da vacina tenham quantidade minima de 1000MLDso ou seu equivalente em PFU,
sendo que, em 2008, foi padronizado o uso de unidades internacionais como padrao
para as doses vacinais comercializadas (WHO, 2008).

Estudos sugerem que a dose vacinal pode ser muito menor do que a utilizada

atualmente, induzindo titulos de anticorpos neutralizantes maiores do que os
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observados em doses mais altas, provavelmente, devido a um efeito de prozona ou
a outros fatores associados as doses mais altas. No entanto, estes trabalhos
acabam sendo contraditérios, pois apesar de observarem titulos de anticorpos mais
elevados, observam taxas de soroconversdao menores (FOX e PENNA, 1943;
FREESTONE et al., 1977; LOPES et al., 1988; MONATH et al., 2012).

Em um estudo recentemente publicado por Menezes Martins e colaboradores
em 2018, utilizando a populacao do “Estudo de dose resposta da vacina contra febre
amarela 17DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz” que se iniciou em 2009, os
autores demonstraram que individuos que foram primovacinados com a dose vacinal
de 31Ul, de forma inesperada, apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes
mais altos em comparagao aos outros grupos vacinais. Os autores hipotetizam que a
causa deste fendbmeno poderia ser uma sele¢cdo inadvertida de um grupo de
individuos que biologicamente s&o altos respondedores a vacina antiamarilica e,
portanto, poderiam responder de forma mais eficiente a uma dose mais baixa
(MENEZES MARTINS et al., 2018). No entanto em estudos anteriores utilizando
desta mesma populacdo, apontam uma menor taxa de soroconversao neste mesmo
grupo empregando a dose de 31U (MARTINS et al., 2013).

Em um estudo clinico de dose-resposta com vacina 17DD antiamarilica com
um numero mais robusto de voluntarios analisados, Lopes e colaboradores (1988)
avaliaram 259 individuos, sadios de 18 a 47 anos, inoculados com diferentes titulos
do virus vacinal 17DD (20PFU a 2000PFU). Os resultados demostraram taxa de
soroconversao de 100% (doses vacinais >200PFU) e de 93,7% para doses com
titulos virais entre 100 e 200 PFU. Doses <100PFU induziram taxas de
soroconversao inferiores quando comparadas com as demais doses testadas.
Entretanto, o calculo de PFU utilizado na época da realizacdo do estudo é diferente
do atual, impossibilitando assim, possiveis comparagdes (LOPES et al., 1988).

O “Estudo de dose resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida
por Bio-Manguinhos/Fiocruz” que se iniciou em 2009, avaliou os titulos de anticorpos
neutralizantes em diferentes tempos apds a primovacinacdo. No contexto de
avaliagdo da resposta vacinal, os titulos de anticorpos neutralizantes, determinados
pelo PRNT, vém sendo considerados, de forma consensual, como “padréo ouro”
para monitorar a prote¢do desencadeada pela vacina antiamarilica (SIMOES et al.,
2012).
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Neste estudo atual, individuos que receberam doses de 10.447 Ul até 31 Ul
ainda apresentam altas taxas de soropositividade (82, 83, 94, 80 e 91% nesta
ordem) comparavel com a encontrada na dose referéncia (94%). E importante
mencionar que apenas voluntarios que haviam soroconvertido na avaliagdo de 30-45
dias apds a primovacinagédo em 2009, mantiveram a soropositividade 1 ano apés e
nao tiveram historico de revacinagao foram incluidos na presente investigagao. No
entanto, a fim de superar essa limitagdo, a soropositividade geral de cada grupo
vacinal foi calculada como uma proporgao iterativa das taxas de soropositividade
desde a avaliacdo de 30-45 dias até esta avaliagdo de acompanhamento de oito
anos apo6s a primovacinacdo. Os dados demonstraram que doses acima de 587 Ul
apresentaram alta imunogenicidade similar, enquanto doses de 158 Ul e 31Ul
induziram baixas taxas de soroconversdo. Isso pode estar relacionado com a alta
falha primaria na soroconversao, avaliada no tempo de 30-45 dias, observadas nas
duas menores doses (158 Ul e 31 Ul) (MARTINS et al., 2013; CAMPI-AZEVEDO et
al., 2014). Embora exista uma limitagdo do numero amostral dos grupos neste
trabalho, foi possivel definir que essas doses foram consideradas inferiores em
relacdo as outras doses testadas. No entanto, a taxa de soropositividade geral
encontrada neste estudo (87%) foi similar a taxa encontra por Menezes Martins e
colaboradores em 2018 (85%) (MENZES MARTINS et al., 2018).

Os resultados dos marcadores biolégicos de memoéria da imunidade celular
demonstram que, particularmente, EMCD8 e CMCD4, foram encontrados em niveis
comparaveis entre os grupos. Isso indica que a resposta de longa duragao induzida
pelas doses menores da vacina 17DD baseia-se na indugdo de uma resposta
especifica e robusta de células T de memdria. Esses achados corroboram com os
achados por Campi-Azevedo e colaboradores (2016). Outros dados que confirmam
os achados neste estudo se baseiam no fato de que as propor¢des bioldgicas de
células de memodria central e efetora diferem-se de acordo com populagdes em que
sao mais expressas, sendo a memoria central predominante em células T auxiliares
CD4" e a memoria efetora em linfécitos T citotoxicos CD8* (CAMPBELL et al., 2001;
MACKAY et al., 2012). Embora anticorpos neutralizantes sejam o “padrao ouro” para
se avaliar a eficacia e duracdo da reposta vacinal antiamarilica, estudos vem
comprovando o papel protetor dessas células na auséncia destes anticorpos
(AKONDY et al., 2017; HALSTEAD, 2017).
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Ja é bem conhecido o papel fundamental dos linfécitos TCD4* na ativacao de
células B com consequente produgao e secrecao de anticorpos, sendo os linfécitos
TCD4" auxiliam na maturacdo e secregcdo de anticorpos com mais afinidade ao
antigeno especifico. Logo, a afirmagédo de uma resposta 6tima de células T CD4" de
memoria é extremamente importante para manter os titulos de anticorpos
neutralizantes continuamente elevados (REINHARDT et al., 1998; MILLER et al,
2008; SHAW et al., 2013; CAMPI-AZEVEDO et al., 2014). De acordo com Akondy e
colaboradores (2009), caracteristicas especificas dos linfécitos TCD8" sao atributos
que definem a eficacia da resposta imune apds a vacinacdo, como: a maior
magnitude, ampla especificidade, um perfil proliferativo robusto, multipla
funcionalidade e persisténcia a longo prazo da memoria imunolégica (AKONDY et
al., 2009). Diversos estudos demonstram que a memdria imunoldgica protetora
desenvolvida apds a vacinagao antiamarilica compreende a habilidade de produzir
anticorpos neutralizantes juntamente com a geragédo de células de memoaria efetora
CD8* (POLAND et al., 1981; REINHARDT et al.,, 1998; GOTUZZO et al., 2013;
WHO, 2013b; WIETEN et al., 2016; COSTA-PEREIRA et al., 2018).

De maneira notavel, fortes correlagdes positivas (“EMCD4,EMCD8” e
“TNFCDS8,IFNCD8”) foram observadas na maioria dos grupos vacinais, exceto no
grupo que foi imunizado com a dose de 31 Ul. A predomindncia de correlagdes
positivas foi observada na maioria dos grupos, 8 anos apds a primovacinagao, com
altas taxas encontradas nos grupos 27.476 Ul, 10.447 Ul, e 3.013 Ul. De forma
adicional, fortes correlagcées negativas (“EMCD4,1/NCD4 e “EMCD8/1NCD8”) foram
observadas em todos os grupos vacinais. Estes resultados podem indicar um
provavel prognostico favoravel na manutencdo dos processos de memoria
imunoldgica, uma vez que os niveis de células de meméria podem estar crescentes
enquanto o numero de células naive tende a ser menor apds estimulo vacinal em
cultura por 144 horas.

Além disso, o grande numero de conectividades induzidas pela dose
referéncia (27.476 Ul) pode representar uma ativagdo massiva com uma ampla
gama de clones celulares desencadeados pela alta concentragdo antigénica, bem
como, por se tratar de uma vacina de virus vivo atenuado. Apesar do numero de
conectividades cair significantemente em doses menores da vacina, os correlatos de
protecao (anticorpos neutralizantes e EMCD8) ainda permanecem detectaveis em

niveis similares entre as doses. Esses achados corroboram aqueles ja descritos por



84

Campi-Azevedo e colaboradores (2014), nos quais similaridades foram encontradas
em parametros imunologicos e virologicos para doses até 3.013 Ul em comparagao
com a dose referéncia (27.476 Ul) enquanto doses menores induzem baixa
magnitude destes parédmetros (CAMPI-AZEVEDO et al.,, 2014). Portanto, os
biomarcadores associados as conexdes preservadas tal como “EMCD4,EMCDS8”,
“TNFCDS8,IFNCD8” além de “EMCD4,1/NCD4” e “EMCDS8,1/NCD8”, poderiam
representar relevantes eixos para garantir a imunidade protetora frente a vacinagao
coma 17DD.

Em um contexto geral, as maiores similaridades encontradas nos resultados
deste estudo, os titulos de anticorpos neutralizantes preservados e incriveis niveis
de EMCDS, sao descritos como relevantes correlatos de protecido para a imunidade
especifica da febre amarela (COSTA-PEREIRA et al., 2018). Os niveis de anticorpos
neutralizantes tém sido considerados o correlato de protecao mais conveniente para
monitorar a imunogenicidade da vacinagao para febre amarela. Os linfécitos TCD8"
tem demonstrado diversos papéis mediando a memodria celular especifica para o
virus da febre amarela (AKONDY et al., 2009). Focando nesses dois biomarcadores
principais (anticorpos neutralizantes e EMCD8), uma analise adicional foi realizada
utilizando o banco de dados deste estudo e de outro estudo conduzido pelo nosso
grupo, utilizando a dose referéncia de rotina da vacina 17DD (COSTA-PEREIRA et
al., 2018). Os resultados suportam que a utilizagcdo de doses menores da vacina
17DD todos os individuos selecionados, 8 anos apds a primovacinacdo, ainda
apresentam niveis preservados de correlatos de protecéo.

Juntos, os achados demonstram que a duragao da imunidade na vacinacao
de adultos com subdoses da vacina 17DD é aceitavel e comparavel a aquela
observada para a dose plena de referéncia, exceto para os grupos 158 Ul e 31 Ul
que induziram baixa proporcao iterativa das taxas de anticorpos neutralizantes no
decorrer do tempo. Os niveis de PRNT e as taxas de soropositivade em conjunto
com o perfil de EMCDS8 fornecem evidéncias relevantes para o suporte do uso da
estratégia de dose fracionada em adultos.

Em resposta ao atual cenério da doenga no mundo, a OMS propés o uso da
estratégia de dose fracionada para atingir uma cobertura vacinal adequada em
locais com altos indices de circulacao viral. A dose fracionada da vacina 17DD tem
demonstrado ser segura e nao inferior a dose padrao na indugao de soroprotegao
(ROUKENS et al., 2008; MARTINS et al., 2013; CAMPI-AZEVEDO et al., 2014). As
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taxas de soropositividade reportadas por Ahuka-Mundeke e colaboradores (2018)
em uma campanha recente de vacinagao usando 1/5 da dose (dose fracionada) em
Kinshasa, na Republica Democratica do Congo, foram similares com as obtidas por
Martins e colaboradores (2013) e Campi-Azevedo e colaboradores (2014),
demonstrando 98% de soroconversdo nos 30-45 dias apds a primovacinagdo em
individuos soronegativos (AHUKA-MUNDEKE et al., 2018; CASEY et al., 2019).

N&o se sabe ao certo se a persisténcia de anticorpos a longo prazo diferira
entre a administracao fracionada e a dose plena da vacina contra a febre amarela.
Contudo, um estudo experimental de longo acompanhamento randomizado,
controlado e, nao inferior conduzido com a vacina 17D demonstrou que 1/5 da dose
da vacina induziu imunidade protetora que durou por 10 anos apds a vacinagao
(ROUKENS et al., 2018). Vale ressaltar que a OMS recomenda que a dose minima
administrada deve conter, preferencialmente, 3.000 Ul/dose, mas ndo menos que
1.000 Ul/dose e o volume minimo de administragcdo n&o deve ser inferior a 0,1mL
(1/5 do volume contido no frasco) (WHO, 2016 c). Ao se tratar da dose fracionada
utilizando a vacina 17DD, 1/5 da dose possui aproximadamente 6000 Ul, atendendo
0 que é preconizado pela OMS. Os resultados encontrados pelo “Estudo de dose
resposta da vacina contra febre amarela 17DD produzida por Bio-
Manguinhos/Fiocruz” demonstram que doses até 3.013 Ul induzem imunidade
protetora, por até 8 anos, de forma similar a dose padrdo (MARTINS et al., 2013;
CAMPI-AZEVEDO et al., 2014; MENEZES MARTINS et al., 2018; COSTA-ROCHA
et al., 2019). Esses achados sugerem que a imunidade por doses fracionadas
provavelmente persistira por anos.

Uma das grandes limitacdes deste estudo foi a representatividade limitada
dos participantes do estudo original em 2009, que por conseguinte, refletiu em todas
as abordagens de seguimento, uma vez que o “n” amostral de cada grupo vacinal foi
definido pelo histérico de soropositividade nos demais tempos de analises do estudo
original. Essa limitagdo constitui-se em uma amostra populacional selecionada de
jovens (média de idade de 19,4 anos) sadios e do sexo masculino. Apesar destas
limitagbes, o presente trabalho preencheu uma lacuna de informagdes sobre a
duracéao e o perfil da resposta frente a vacinagdo antiamarilica com doses menores
da vacina, aprimorando os dados publicados anteriormente que foram utilizados

para a decisdo do uso da estratégia da dose fracionada (MARTINS et al., 2013;
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CAMPI-AZEVEDO et al., 2014; MENEZES MARTINS et al., 2018; COSTA-ROCHA
et al., 2019).

Entretanto, ainda existem outras lacunas a serem preenchidas, necessitando
de novos estudos de dose resposta para que o uso universal de doses menores da
vacina antiamarilica seja aplicado em populagées com particularidades em seus
sistemas imunes, como criangas <2 anos de idade, idosos, mulheres gravidas, bem
como, pacientes imunocomprometidos. Do nosso conhecimento, estudos recentes
estdo sendo desenvolvidos em paises da Africa para avaliar o uso da dose
fracionada da vacina antiamarilica em criangas, adultos e individuos que convivem
com o HIV, bem como diferentes volumes de aplicacdo. A limitacdo dos dados
descritos neste estudo também n&o qualifica o uso da vacinagao fracionada para
viagens internacionais (ROUKENS et al., 2018; ROUKENS e VISSER et al., 2019).

7 CONSIDERAGOES FINAIS

No atual cenario alarmante da febre amarela, com a reemergéncia da doenga
em locais, historicamente, com baixa atividade de transmissao do virus, estudos que
auxiliam e fomentam novas estratégias para incrementos de melhorias nas medidas
de controle se tornam imprescindiveis.

A vacina da febre amarela € a medida mais eficiente contra a febre amarela,
garantindo protegcdo por anos. No entanto a descricdo dos eventos envolvidos na
resposta imune induzida pela vacina antiamarilica empregando subdoses ainda é
limitada. Baseando-se na literatura disponivel, avaliar a duragao da imunidade apds
a imunizagcdo com vacina antiamarilica € uma tarefa desafiante. Este trabalho vem
como pioneiro na avaliagado simultdnea da duragao da imunidade humoral e celular

no contexto da vacinagao com doses menores da vacina 17DD.

8 CONCLUSAO

O acompanhamento da populacao do “Estudo de dose resposta da vacina
contra febre amarela 17DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz” demonstrou que
aqueles individuos que alcangam a soroconversdo apds a primovacinagao, com
doses menores da vacina 17DD, e mantiveram esta resposta um ano apds, ainda
apresentam imunidade humoral mediada por anticorpos neutralizantes oito anos

ap6s a primovacinacao. De forma complementar, podemos denotar a presenca de
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uma resposta imune celular persistente, incluindo perfis fenotipicos fundamentais
para imunidade protetora antiamarilica (EMCD8 e CMCD4). No entanto, as doses
157 Ul e 31 Ul demonstraram um desempenho pouco satisfatério nas analises de
seguimento da coorte, levando assim a ndo recomendagéo de sua utilizagdo. De
forma complementar, a dose 3.013 Ul, se torna recomendavel, uma vez que
apresentou biomarcadores estaveis e persistentes em todos os tempos de
avaliacdo. Em suma, doses menores da vacina antiamarilica 17DD, em até 10x
menor que a dose de rotina, sdo capazes de induzir uma imunidade duradoura
comparavel com a induzida pela dose plena de referéncia. Os resultados deste
estudo oferecem suporte cientifico para a manutencado da politica de uso de dose
fracionada da vacina antiamarilica 17DD em situagdes emergenciais, em
campanhas preventivas de vacinagdo em massa, como medidas de controle de
possiveis surtos, segundo recomendagédo da Organizagdo Mundial da Saude e do

Programa Nacional de Imunizagdes do Brasil.
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The present study aims to determine whether 17DD-YF-specific humoral and cellular
immunological memory is maintained 8-years after primary vaccination with subdoses
(10,4471U;3,0131U;5871U;158IU;31IU). For this purpose, this follow-up study was carried
out in a subset of volunteers (7 = 98) originally enrolled in the dose-response study
in 2009 and 46 non-vaccinated controls. Our results demonstrated that vaccinees,
who had seroconverted following primary vaccination and had not been revaccinated,
present similar neutralizing antibodies levels and YF-specific cellular memory, particularly
CMCD4 and EMCD8 as compared to the reference full dose (27,476IU). Although,
PRNT seropositivity rates were similar across subgroups (94, 82, 83, 94, 80, and
91%, correspondingly), only doses above 587IU elicited similar iterative proportion of
seropositivity rates, calculated as a progressive decrease on seropositivity rates along
time (89, 80, 80, and 91%, respectively) as compared to 158lU and 311U (68 and
46%, respectively). Noteworthy were the strong positive correlations (“EMCD4,EMCD8”
and “TNFCD8,IFNCD8") observed in most subdoses, except for 311U. Major similarities
underscored the preserved antibody titers and the outstanding levels of EMCDB, relevant
correlates of protection for YF-specific immunity. These findings provide evidences to
support the regular use of dose sparing strategy for YF vaccine in adults.

Keywords: Yellow Fever, 17DD vaccine, subdoses, neutralizing antibodies, cellular memory
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INTRODUCTION

Yellow fever (YF) is a severe acute febrile infectious disease,
transmitted by mosquitoes infected with a Flavivirus RNA that
occurs in Latin America and Africa. The disease is more frequent
in non-immunized travelers entering into YF-endemic areas and
non-vaccinated young males living in YF-endemic countries due
to incursions in sylvatic areas of YF viral circulation (1, 2).

YF represents a substantial risk for non-immunized travelers
entering YF-endemic areas and especially to residents of YF-
endemic countries (1, 2). Because there is no effective treatment
for YE, the prevention by immunization is critical to reduce the
risks of YF infection. The YF vaccination has been considered
the most relevant and effective prophylactic measure, inducing
protective immunity within 10-30 days in ~95-99% of primary
adult vaccinees (1, 3, 4).

The current outbreaks of YF in Brazil and Africa (5-10) have
increased the demand for YF vaccine with consequent depletion
of international stockpile. In response to this scenario, the World
Health Organization (WHO) has recommended the use of
fractional dose strategy to prevent the YF spread (11, 12). The
fractional dose vaccination is indicated only during emergency
response to YF outbreaks, when the shortage of YF-vaccine
production or the need for the full-dose exceeds the capacity
of the global stockpile. The WHO has developed an agenda
to stimulate research to address policy-relevant issues. Critical
questions still remain to be answered on the immunogenicity of
fractional dose in young children (<2years), pregnant women,
HIV-infected subjects as well as in immunocompromised
patients. Moreover, a relevant issue is whether the immune
responses to fractional dose are similar in populations with
environmental exposures to other flaviviruses or flavivirus
vaccination. Another gap refers to the lack of information
about the long-term duration of immunogenicity and
effectiveness of YF fractional vaccination as compared to the full
dose (13).

Currently, there are a few world producers of YF vaccine
prequalified by the World Health Organization (WHO) and the
increasing demand for YF vaccine has become a challenge and
impacted the international YF vaccine stockpile. Approximately
450 million doses are estimated to achieve high vaccination
coverage (above 80%) in areas of YF viral circulation but the
annual production of YF vaccine accomplishes only 80 million
doses, rendering at risk populations susceptible to the infection
(14, 15). Considering the current YF epidemiological scenario
worldwide, a set of measures has been proposed by the WHO
to improve YF vaccine supply, including the recommendation of
a dose sparing strategy, as a short-term measure (16). Roukens
et al. (17) have proposed that intradermal administration of one
fifth of the amount of YF vaccine results in seropositivity in all
volunteers (17). In 2016, the Strategic Advisory Group of Experts
(SAGE) from the WHO considered that the available evidences
were sufficient to determine the use of fractional dose, as a safe
and effective option for mass vaccination campaigns to control
urban outbreaks in situations of YF vaccine shortage (11, 12, 17).

Previous studies carried out by the Collaborative Group for
Studies of Yellow Fever Vaccine (FIOCRUZ-Brazil) in 2009,
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as clinical dose-response cohort investigations with the 17DD-
YF vaccine (18, 19) have further contributed to support the
use of lower dose of YF vaccine. Together, Martins et al. (18)
and Campi-Azevedo et al. (19) demonstrated that doses above
3,013IU elicit similar levels of neutralizing antibodies, equivalent
peak viremia and strong pro-inflammatory response in a similar
timeline as compared to the reference full dose (27,476IU).
Moreover, it was shown that the YF-specific immunity lasted
up to 1-year after primary vaccination with satisfactory levels of
neutralizing antibodies (18, 19).

The knowledge about the long-term duration of YF-
specific immunity after primary vaccination with lower doses
is crucial to support and strengthen the use of fractional
dose strategy. Recently, Martins et al. (18) have evaluated
the status of YF-specific immunity in those participants
on the dose-response study in 2009 and demonstrated that
seropositivity was maintained in 85% of vaccinees across
groups that received subdoses of 17DD-YF vaccine (20).
Moreover, Roukens et al. (21) have reported that intradermal
administration of a one-fifth dose of 17D-YF vaccine induced
a protective immune response that lasted for 10 years after
vaccination (21).

The current study is a complementary investigation based
on a parallel analysis of humoral and cellular immunity
in a subset of volunteers originally enrolled in the dose-
response study in 2009. There is no precedent follow-up
study that simultaneously evaluate the long-term duration of
humoral and cellular immunity upon 17DD-YE vaccination
with lower doses. These findings will add new evidences to
support the regular use of dose sparing strategy for YF vaccine
in adults.

MATERIALS AND METHODS

Study Population

The present study was designed by the Collaborative Group for
Studies of Yellow Fever Vaccine as an extension of the dose-
response study with the 17DD YF-vaccine conducted by Bio-
Manguinhos in 2009, to evaluate the YF-specific humoral and
cellular immunity duration and to provide supportive evidences
for the use of fractional doses. The original dose-response
study carried out in 2009, when the volunteers were selected
was a non-inferiority, double blind, randomized clinical trial
of immunogenicity and safety. The current investigation is a
8-years follow-up investigation that enrolled adult male army
conscripts from Rio de Janeiro (a non-endemic area for YF
in 2009), average age of 19.4 years old, who had received the
reference full dose and subdoses of 17DD-YF vaccine during
the dose-response study in 2009 (18).The target subjects were
those with negative PRNT levels before vaccination in 2009
and who were not revaccinated. A total of 319 volunteers
adhered to the current protocol and were eligible for the study.
Exclusion criteria followed those described by Martins et al.
(18), de Menezes Martins et al. (20) and briefly included:
PRNT seropositivity at baseline in 2009, PRNT seronegativity
at 30-45 days or l-year upon primary vaccination and YF
re-vaccination. Participants that had participated on military
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missions or traveled to sylvatic areas of YF viral circulation after
2009 were also excluded from the current investigation. Blood
sampling was performed by qualified nursing team at FIOCRUZ,
following informed consent and no access to additional clinical
records was planned in the original study protocol. Before blood
collection, participants were asked at least twice if they had
been revaccinated. They were also asked to confirm that they
had participated in the dose-response study in 2009. From
the eligible population (n = 319), 98 volunteers agreed to
participate in this study and were categorized into six groups,
according to the dose of 17DD-YF vaccine administered in
2009: 27,476IU, considered as the reference full dose (n = 16);
10,4471U (n = 17); 3,013IU (n = 19); 5871U (n = 17); 158IU
(n 18) and 311U (n 11). In the original study, a single
dose of 0.5 mL of 17DD-YF vaccine formulations with decreasing
amounts of viral particles was given to each participant. An
additional group of 46 adult male army conscripts from a
database of another study carried out by our own group (22)
was included as non-vaccinated controls and referred as NV
(day0). Detailed compendium of the study population and
methods are provided in the study design flowchart showed in
the Figure 1.

Whole blood samples were collected from each volunteer,
including 5mL in tubes without anticoagulant for YF-plaque
reduction neutralization test (PRNT) and 20mL in heparin
sodium for 17DD-YF phenotypic and functional analyses of
cellular immunity profile.

This is an 8-years follow-up study included in a clinical
trial registry (NCT 03338231). The study protocol was
approved by the Ethics Committee at Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas, FIOCRUZ (Plataforma
Brasil, CAAE#65823617.6.3001.5091). All procedures followed
the Helsinki Declaration, the Brazilian ethical standards of
scientific research involving human subjects and the good
clinical practices.

Serology for YF-Plaque Reduction

Neutralizing Test (PRNT)

The PRNT levels to the 17DD-YF virus were quantified using
the same method employed in the dose-response study of 2009
(18), using the same cut-off for seropositivity: >2.7 logjomIU/mL
(501.2 mIU/mL), or about 1/20 in dilution. The PRNT analysis
was performed at Laboratério de Tecnologia Viroldgica, Bio-
Manguinhos (LATEV, FIOCRUZ-R], Brazil).

Dose Response Study in 2009

]

(n=900)
Exclusion Criteria S e
PRNT positiv e at baseline
PRNT negativ e at PV(day 30-45)
PRNTnegativeat PV (year1) o "
e [ Eligible pofgulanon ]

Others® Martins et al, 2018)

(n=3

|

{ Blood sample Collection (n=98) J

NV
n=46

AL
-
27.4761U 10.4471U 3.0131U
n=16 n=17 n=19

1s81u
n=18

311U
n=11

[ Humoral & Cellular Immunity Assays ]

[

YF-PlaqueReduction Neutralization Test (PRNT) |

In vitro YF-specific Phenotypic & Functional Biomarkers

FIGURE 1 | Study design flowchart. The consort diagram summarizes the study steps. This is a 8-years follow-up study, of adult male army conscripts from Rio

de Janeiro, average age of 19.4 years old, who had received the reference full dose and subdoses of 17DD-YF vaccine during the dose-response study in 2009 (12).
From the eligible population (n = 319), only 98 volunteers agreed to provide two blood samples, one without anticoagulant for humeral analysis and an additional
heparinized sample for cellular immunity assays. These volunteers were categorized into six groups, according to the dose of 17DD-YF vaccine administered in 2009:
27,476lU, considered the reference dose @, n = 16); 10,4471U @, n = 17); 3,013IU (@, n = 19); 587U @, n = 17); 158/U @, n = 18), and 311U @ n = 11). An
additional group of non-vaccinated adult male army conscripts, referred as NV(day0), was included as a control ({0, n = 46). Humoral and cellular immunity profile was.
determined for each volunteer using the YF-plaque reduction neutralization test (PRNT) and in vitro YF-specific phenotypic & functional biomarkers.
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In vitro Assays for YF-Specific Phenotypic

and Functional Memory Biomarkers

The peripheral blood lymphoproliferation assay for measuring
YF-specific cellular immunity memory was performed as
previously described by Costa-Pereira et al. (22). Briefly, aliquots
(1.0 x 10°/well) of peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were incubated in the absence (Control) or presence of 17DD-
YF vaccine stimuli (17DD-YF Ag), at 37°C in a 5% CO; for 6
days. After incubation, PBMC were harvested and stained with
live/dead dye (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and a mix
of monoclonal antibodies (mAbs) [anti-CD4/(RPA-T4)/FITC;
anti-CD8/(SK1)/PerCP-Cy5.5; anti-CD27/(M-T271)/PE, anti-
CD45RO/(UCHLI1)/PE-Cy7 and anti-CD3/(SK7)/APC-Cy7] to
quantify memory T-cell subsets and [anti-CD19/(HIB19)/PerCP,
anti-CD27/(M-T271)/PE and anti-IgD/(IA6-2)/FITC] for B-cell
analysis. All mAbs were purchased from BD Pharmingen (BD
Bioscience, San Diego, CA, USA).

Additional aliquots of cultured PBMC were labeled
with live/dead dye and a cocktail of mAbs [anti-
CD3/(UCHT1)/Qdot605 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA);
anti-CD4/(GK1.5)/APCe-Fluor780 (eBioscience, San Diego, CA,
USA); anti-CD8/(SK1)/PerCP (BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) and anti-CD19/(HIB19)/Alexa-Fluor700 (eBioscience,
San Diego, CA, USA)] to identify T-cell subsets and B-cells.
Following the Fix/Perm step, cells were reincubated with a mix of
mAbs [anti-TNF-a/(clone MAb11)/PE-Cy7; anti-IFEN-y/(clone
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B27)/Alexa-Fluor488); anti-1L-5/(JES1-39D10)/PE and anti-
IL-10/(JES3-19F1)/APC, all purchased from BD Bioscience] to
enumerate functional status of T and B-cells.

Stained PBMC were fixed and stored at 4°C up to 24h
prior to flow cytometric acquisition on a BD LSR Fortessa (BD
Bioscience, San Diego, CA, USA).

A total of 100,000 events were acquired per each sample
and data stored for offline analysis. The FlowJo software
(version 9.3.2, TreeStar, San Diego, CA, USA) was employed
for data analysis. The expression of CD45RO and CD27
was used to define memory CD4" and CD8" T-cell

subsets: Naive/NCD4,NCD8 -~ (CD277CD45RO™); early
Effector/eEfCD4;eEfCD8 - (CD27 CD45RO7);  Central
Memory/CMCD4;,CMCDS8 - (CD27tCD45R0O™) and
Effector Memory/EMCD4EMCDS - (CD27~CD45RO™).

The expression of IgD and CD27 was employed to define
memory B-cell subsets: Naive/NCD19 - (CD27IgD™); Non-
classical Memory/nCMCD19 - (CD27%IgD") and Classical
Memory/CMCD19 - (CDZT“IgD'). Functional CD4" and
CD8" T-cell subsets (TNF-a, IFN-y, IL-10, and IL-5) as well
as B-cells (TNF-q, IL-10, and IL-5) were also quantified. The
results were first generated as percentage of memory T and
B-cell subsets in parallel with cytokine™-cells. The final results of
YF-specific phenotypic and functional memory biomarkers were
presented as 17DD-YF Ag/Control culture Index, calculated
as the ratio between the percentages of cells observed in the
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FIGURE 2 | Neutralizing antibodies levels and PRNT seropositivity rates 8-years after 170D-YF primary vaccination with different doses. The YF-specific plaque
reduction neutralizing antibodies were measured using the same method employed in the dose-response study of 2009 (12). The cut-off for seropositivity was set at
> 2.7 logio mIU/mL (501.2 mIU/mL) or about 1/20 in dilution. The eligible vaccinees (n = 98) were categorized into six subgroups, according to the dose of 17DD-YF
vaccine administered in 2009: 27,476IU, considered the reference dose (M, n = 16); 10,447IU @ n = 17); 3,013IU @ n = 18); 587IU @, n = 17); 158IU @, n = 15),
and 311U @ n = 11). A group of non-vaccinated adult male army conscripts, referred as NV(dayQ), was included as a control ((J, n = 46). The PRNT levels were
expressed as geometric mean titer and 95%Cl of log:s mIU/mL and the seropositivity rates shown as frequency (%) of subjects above the cut-off edge (2.7 logig
miU/mL—dashed line). Comparative analysis of PRNT levels and seropositivity rates were assessed by ANOVA adjusted to multiple comparisons and Fisher exact
test, respectively. In all cases, significant differences were considered at p < 0.05 and highlighted by asterisk (%) as compared to NV(day0).
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17DD-YF Ag cultures by percentage observed in the respective
control culture.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed, first blindly, by using ANOVA
adjusted to multiple comparisons and Fisher’s exact test,
as indicated. After code unblinding, each 17DD-YF vaccine
group was compared to the control group of non-vaccinated
subjects -NV(day0). The iterative proportion fitting of PRNT
seropositivity rates were also calculated for comparative analysis
amongst groups. In all cases, significant differences were
considered at p < 0.05 and highlighted by asterisk (*) as
compared to NV(day0).

106

17DD-YF Subdoses Provide Long-Term Memory

RESULTS

Similar Immunogenicity Is Maintained
8-Years After 17DD-YF Primary Vaccination
With Lower Doses

The geometric mean titers of YF-specific plaque
reduction neutralizing antibodies and the frequency
of seropositive vaccinees (>2.7 logjy mIU/mL) at 8-

years upon 17DD-YF primary vaccination with different
doses are presented in the Figure2. The 8-years follow-
up study demonstrated that volunteers, who had
seroconverted upon 17DD-YF primary vaccination with
lower doses and had not been revaccinated, still presented
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FIGURE 3 | YF-specific phenotypic memory biomarkers 8-years after 17DD-YF primary vaccination with different doses. The YF-specific phenotypic memory was
measured based on cell-surface marker expression upon in vitro 17DD-YF antigen recall as described by Costa-Pereira et al. (22). Flow cytometric phenotypic
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analysis based on the expression of CD45R0 and CD27 was used to define memory CD4* and CD8" T-cell subsets: Naive/NCD4;NCD8— (CD27+CD45R0); early
Effector/eEfCD4;6EfCD8 — (CD27~ CD45R0O~); Central Memory/CMCD4;CMCD8—(CD27+CD45R0O™) and Effector Memory/EMCD4;EMCD8—(CD27-CD45RO™).
The expression of IgD and CD27 was employed to define memory B-cell subsets: Naive/NCD19—(CD27~IgD™); Non-classical Memory/nCMCD19—(CD27*1gD+)
and Classical Memory/CMCD19—(CD27+IgD~). The eligible vaccinees (n = 98) were categorized into six subgroups, according to the dose of 17DD-YF vaccine
administered in 2009: 27,4761U, considered the reference dose M, n = 16); 10,447I1U @, n = 17); 3,013IU @, n = 19); 587IU @, n = 17); 158U @ n = 18), and 311U
@ n = 11). A group of non-vaccinated adult male army conscripts, referred as NV{(day0), was included as a contral (], n = 46). The results are expressed mean
values and standard error of 17DD-YF Ag/CC Index as described in Material and Methods. Comparative analysis for each biomarker amongst groups were assessed
by ANOVA adjusted to multiple comparisons and significant differences at p < 0.05 highlighted by asterisk (%) as compared to the mean values observed for NV(day0).
The gray zone represents the mean values cbserved for non-vaccinated controls.
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FIGURE 4 | YF-specific functional memoary biomarkers 8-years after 170D-YF primary vaccination with different doses. The YF-specific functional memory was
measured as intracytoplasmic cytokine profile upon in vitro 17DD-YF antigen recall as described by Costa-Pereira et al. (22). Flow cytometric staining were performed
to quantity functional CD4* and CD8* T-cell subsets producing TNF-a, IFN-y, IL-10, and IL-5 as well as B-cells producing TNF-e, IL-10, and IL-5. The eligible
vaccinees (n = 98) were categorized into six groups, according to the dose of 17DD-YF vaccine administered in 2009: 27,476IU, considered the reference dose (M,
n=16); 10,447IU @ n = 17); 3,013IU @ n = 19); 587IU @, n = 17); 158U @, n = 18), and 311U @ n = 11). A group of non-vaccinated adult male army conscripts,
referred as NV(day0), was included as a control (], n= 4 6). The results are expressed mean values and standard error of 17DD-YF Ag/CC Index as described in
Material and Methods. Comparative analysis for each biomarker amongst groups were assessed by ANOVA adjusted to multiple comparisons and significant
differences at p < 0.05 highlighted by asterisk (*) as compared to the mean values observed for NV(dayQ). The gray zone represents the mean values observed for
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similar antibody levels and seropositivity rates as in all
subdoses administrated as compared to the reference full
dose (Figure 2).

Aiming to determine the overall seropositivity rates achieved
by the primary vaccination with lower doses of 17DD-YF
vaccine, since the seroconversion at 30-45 days throughout
the 8-years time span follow-up, an iterative proportion fitting
of PRNT seropositivity rates was calculated as a progressive
decrease on seropositivity rates along time and data presented
in the Supplementary Figure 1. The results demonstrated that
at 30-45 days, doses from 27,4761U (reference full dose) above
587IU displayed similar immunogenicity (96, 100, 97, and
97%, in that order), while doses of 1581U and 311U induced

lower PRNT levels (89 and 56%, respectively). The I1-year
follow-up included only volunteers who had seroconverted at
day 30-45 after vaccination and had not been re-vaccinated.
Seropositivity was maintained up to Il-year across doses
(99, 97, 99, 100, and 97%, correspondingly), except for the
311U group that lead to 89% of seropositivity. The present
study, carried out 8 years after primary vaccination, included
only volunteers who had seroconverted at day 30-45 after
vaccination, maintained the seropositivity at 1-year and had
not been revaccinated. Subjects with negative PRNT at 30-
45 days or 1-year after primary vaccination were not included
in the present investigation since they were re-vaccinated as
part of the study protocol approved in 2009. The results
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demonstrated an overall PRNT seropositivity rate of 87%,
with similar rates across groups (94, 82, 83, 94, 80, and
91%, correspondingly). However, the iterative proportion fitting
of seropositivity rates demonstrated that only doses above
5871U elicited similar immunogenicity (89, 80, 80, and 91%,
respectively), whereas doses of 158IU and 31IU reached
lower proportion of seropositivity rates (68 and 46%, in that
order) (Supplementary Figure 1).

Equivalent YF-Specific Cellular Memory Is
Observed 8-Years After 177DD-YF Primary

Vaccination With Lower Doses

The YF-specific phenotypic and functional memory profiles
at 8-years after 17DD-YF primary vaccination with different
doses are shown in the Figures 3, 4. The YF-specific memory
biomarkers were assessed upon in vitro 17DD-YF antigen
recall and the results presented as 17DD-YF Ag/Control
culture Index.

Analysis of phenotypic memory biomarkers revealed,
regardless of the 17DD-YF dose used at primary vaccination,
higher levels of NCD4 in all vaccinees as compared to the
NV(day0) control group. Conversely, lower levels of eEfCD8 and
nCMCD19 were similarly observed across groups as compared
to the NV (day0) control group. Waves of eEfCD4 were observed
in 4 out of 5 lower doses tested (10,4471U, 3,0131U, 158IU, and
311U). Three particular profiles were observed for CMCD19,
including higher levels in 10,4471U and lower levels in 1581U
and 311U groups. Of note were the increased levels of CMCD4
and the remarkable levels of EMCD8 observed in all vaccinees
even 8-years upon 17DD-YF primary vaccination with lower
doses (Figure 3).

The data from the current investigation was compared with
those from another study carried out by our own group, in which
the participants received the “routine” full dose of 17DD-YF
vaccine (13). In both studies the results were obtained using the
same methods to quantify the levels of neutralizing antibodies
and EMCD8. Using the combined database from both studies, the
YF-specific PRNT and EMCDS profiles were compared and the
results presented in the Supplementary Figure 2. Data analysis
demonstrated that 8-years after primary vaccination with17DD-
YF subdoses, all selected vaccinees still presented preserved levels
of PRNT and EMCDS, similar to those observed in PV(day30-
45) and PV(year7-9) but higher than that observed in NV(day0)
and PV (year=>10).

The analysis biomarkers demonstrated
equivalent lower levels of ILI0CD4 across groups.
Several random point profiles, such as lower levels of
ILSCD19, IFNCD4 along with TNFCDI19 and IL5CDS,
were observed in 10,447IU, 3,013IU, and 587IU groups,
respectively (Figure 4).

Together, these findings demonstrated that volunteers, who
had seroconverted upon 17DD-YF primary vaccination with
lower doses and had not been revaccinated, still presented in an
8-years follow-up study comparable YF-specific cellular memory,
particularly CMCD4 and EMCDS8 as compared to the reference
full dose (Figure 3).

of functional

Comparable Biomarker Network Portrait Is
Perceived 8-Years After 177DD-YF Primary

Vaccination With Different Doses

Biomarker networks were built to define connections between
YF-specific humoral and cellular memory at 8-years follow
17DD-YF primary vaccination with different doses (Figure 5).
In general, there was a predominance of positive correlations
“r(+)/r(-)" between YF-specific humoral and cellular memory
at 8-years upon primary vaccination in most subgroups, with
higher ratios for doses of 27,4761U, 10,4471U, and 3,0131U (31/18,
15/11, and 21/11, respectively). Strong negative correlations were
observed for “EMCD4,1/NCD4” and “EMCD8,1/NCD8” in all
groups, regardless of the dose administrated. Noteworthy was
the strong positive correlation observed for “EMCD4,EMCD8”
and “TNFCDS8,IFNCD8” in most groups, except for volunteers
receiving the 311U dose (Figure 5).

Analogous Snapshot Highlights the Major
Similarities of YF-Specific Humoral and
Cellular Memory Profile 8-Years After
17DD-YF Primary Vaccination With

Different Doses

The selection of biomarkers presenting common profiles
throughout distinct doses of 17DD-YF vaccine is compiled
in the Figure 6. Humoral immunogenicity, phenotypic and
functional cellular memory and correlation links between
attributes were assembled to identify universal biomarkers across
the groups. Arrows were employed to highlight decreased ()
or increased levels (1) as compared to NV(day0). Data analysis
revealed that a range of attributes (1 PRNT, 1 NCD4, +CMCD4,
1IL10CD4, | eEfCDS8, 1EMCDS, | nCMCD19) presented similar
profiles throughout the distinct 17DD-YF vaccine doses even 8-
years after primary vaccination (Figure 6). Moreover, negative
correlations between “EMCD4,1/NCD4” and “EMCDS8,1/NCD8”
along with positive correlation for “EMCD4,EMCD8” and
“TNFCDS8,IFNCD8” were also observed. Worth mentioning was
the preserved PRNT titers, the gold standard to measure post-
vaccination immunity to YE and the outstanding levels of
EMCDS, a relevant correlate of protection for YE-specific cellular
immunity (Figure 6).

DISCUSSION

The current study is a complementary investigation that
simultaneously evaluate the long-term duration of humoral and
cellular immunity in a subset of volunteers originally receiving
subdoses of 17DD-YF vaccine, enrolled in the dose-response
study in 2009.

Few studies have addressed the duration of immunity after
immunization with reduced doses of YF vaccine. The fractional
dose of 17DD-YF vaccine has been shown to be safe and non-
inferior to the standard dose in inducing seroprotection (17-19).
The seropositivity rates reported by Ahuka-Mundeke et al. (23)
in a recent vaccination campaign using one-fifth fractional-dose
in Africa are similar to those obtained by Martins et al. (18) and
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FIGURE 5 | Biomarker network matrices 8-years after 17DD-YF primary vaccination with different doses. The biomarker network of YF-specific humoral and cellular
memory was built to define the connections between PRNT levels (logig miU/mL), phenotypic (NCD4, eEfCD4, CMCD4, EMCD4, NCD8, eEfCD8, CMCD8, EMCDS,
NCD19, nCMCD19, and CMCD19) and functional memory attributes (TNFCD4, IFNCD4, IL10CD4, IL5CD4, TNFCDS, IFNCD8, IL10CD8, IL5CD8, TNFCD19,
IL10CD19, and ILSCD19). Correlation analysis were carried out for six vaccinees groups, according to the dose of 17DD-YF vaccine administered in 2009: 27,476IU,
considered the reference dose; 10,4471U; 3,013IU; 5871U; 158IU, and 31IU. Matrices were assembled in dotted template with each dot representing a correlation axis
between two attributes. Color keys were employed to identify significant Spearman’s correlation “r" indices at p < 0.05, referred as positive (red scale, T

, =) ranging from —1.0 to —0.5). Non-significant correlations are represented by white dots. Ratio
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Campi-Azevedo et al. (19), showing 98% seroconversion at 30-
45 days after primary vaccination in seronegative subjects (23).
A long-term follow-up randomized, controlled, non~inferi0rity
trial study conducted with the 17D-YF vaccine has shown that
a one-fifth dose YF vaccine induced a protective immunity that
lasted for 10 years after vaccination (21).

Recently, Martins et al. (18) have evaluated the duration
of immunity by measuring neutralizing antibody levels 8-years
after the dose-response study conducted in 2009 using subdoses
of 17DD-YF vaccine. Seropositivity was maintained in 85% of
318 participants and was similar across groups as compared
to the reference full dose. The present results demonstrated
that, after 8-years, subjects who had seroconverted after 17DD-
YF primary vaccination still presented an overall seropositivty
rate of 87%, similar to that observed by Martins et al. (18).

Vaccinees who received doses from 10.4471U down to 311U still
presented high seropositivity rates (82, 83, 94, 80, and 91%, in
that order) comparable to that reported for the reference full dose
(94%). It is important to mention that only volunteers who had
seroconverted at 30-45 days after primary vaccination in 2009
and maintained the seropositivity at 1-year with no records of
revaccination have been included in the present investigation.
However, in order to overcome this putative drawback, the
overall seropositivity has been calculated as iterative proportion
fitting of PRNT seropositivity rates since the seroconversion at
30-45 days throughout the 8-years time span follow-up. The data
demonstrated that doses higher then 587IU displayed similarly
high immunogenicity while doses of 1581U and 311U induced
lower PRNT levels. Which was a direct reflection of the higher
failure of primary seroconversion at 30-45 days observed for the
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FIGURE 6 | Snapshot overview of major similarities of YF-specific humoral and cellular memory profile 8-years after 17DD-YF primary vaccination with different doses.
Selection of biomarkers with similar profile throughout distinct subdoses of 17DD-YF vaccine (27,476IU - reference dose; 10,447IU; 3,013IU; 5871U; 158IU and 311U).
Humoral memory immunity (* = PRNT) was measured by YF-specific plague reduction neutralizing antibodies using the same method employed in the dose-respanse
study of 2009 (9). The YF-specific phenotypic and functional memory biomarkers (@ = NCD4, CMCD4, and IL10CD4; @ = eEfCD8 and EMCD8 along with
@ = nCMCD19) were measured upen in vitro 17DD-YF antigen recall as described by Costa-Pereira et al. (22). Arrows highlighted decreased () or increased levels
(1) as compared to NV(day0). Correlation analysis were carried out to identify significant negative (@ = “EMCD4,1/NCD4" and @ = “EMCD8,1/NCD8") or positive
(@ = “TNFCD8,IFNCD8” and @ = “EMCD4,EMCD8") common correlations throughout distinct subdoses of 17DD-YF vaccine (27,476IU - reference dosg;
10,4471U; 3,013IU; 587IU; 158IU and 311U), except the correlations “TNFCDS8,IFNCD8” and “EMCD4,EMCD8” not observed for the lower dose (311U).

two lowest doses (158IU and 311U) (18, 19). Therefore, these
doses should be considered inferior to the other doses tested.
The results also pointed out that biological markers of
memory for cellular immunity, particularly EMCDS8, were
found in comparable levels across groups. Noteworthy was
the strong positive correlations (“EMCD4,EMCD8” and
“TNFCDS8,JFNCD8”) observed in most subdoses, except for
311U. A predominance of positive correlations between YF-
specific humoral and cellular memory was observed in most
groups at 8-years upon primary vaccination, with higher
ratios found for doses 27,476IU, 10,447IU, and 3,013IU.
Moreover, the high number of connectivity triggered by the
reference full vaccine dose (27,476IU) may represent the
massive activation of a wide range of cell clones elicited by
the high antigenic concentration. Although the number of
connectivity drops significantly in lower YF vaccine doses,
the correlates of protection (PRNT and EMCDB8) still remains
detectable in similar levels across all doses. These findings
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allude to those previously reported by Campi-Azevedo et al.
(19) that higher similarities in immunological and virological
parameters were found for subdoses down to 3,0131U as
compared to the reference full dose (27,4761U), while lower
subdoses elicited an impaired magnitude of equivalence.
Therefore, the biomarkers associated the preserved connections
such as “EMCD4,EMCD8”, “TNFCDS8,JFNCD8” besides
“EMCD4,1/NCD4” and “EMCD8,1/NCD8” might represent
relevant axis to guarantee the protective immunity upon
17DD-YF vaccination.

Major similarities underscored the preserved PRNT titers
and the outstanding levels of EMCDS, relevant correlates
of protection for YF-specific immunity. The neutralizing
antibodies levels have been considered the convenient proxy
correlate of protection to monitor the immunogenicity of
YF vaccination (3). Several studies have demonstrated that
neutralizing antibodies and YF-specific CD8" T-cell are relevant
imprints of immunological memory induced by YF vaccination
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(22, 24-28). The protective immune memory developed
after YF vaccination comprises the ability to produce YEF-
neutralizing antibodies together with the generation of effector
memory CD8' T-cell. The high magnitude, broad specificity,
robust proliferative profile, multiple functions and long-term
persistence of immune memory mediated by CD8" T-cells
is an attribute that defines efficacious immune response after
vaccination (29). Focusing on these two premium biomarkers
(PRNT and EMCDS), an additional analysis was performed
using a combined database from the current investigation and
from another study of our own group using the “routine” full
dose of 17DD-YF vaccine (22). The results further supports
that 8-years after primary vaccination with17DD-YF subdoses
all selected vaccinees still presented preserved levels of correlates
of protection.

Together, the current findings demonstrated that the duration
of immunity upon vaccination of adults with subdoses of 17DD-
YF vaccine is acceptable and comparable with that observed for
the reference full dose, except for 1581U and 311U groups that
elicited lower iterative proportion of PRNT seropositivity rates
along time. The PRNT levels and seropositivity rates along with
the profile of EMCD8 provide relevant evidences to support the
use of dose sparing strategy for YF vaccine in adults.

Dose-response studies are still required for its universal use
in children <2-years of age, elderly, pregnant women as well as
immunocompromised patients considering the particularities of
their immune response. Of our knowledge, recent studies are
currently under investigation in Africa to evaluate fractional dose
YF vaccination in children, adults and HIV-infected subjects.
A dose-response study in children has been considered by our
group and has being submitted for evaluation. The limited
data on duration of protection also does not qualify people for
international travel under the International Health to receive
fractional dose vaccination.
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