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RESUMO

A febre amarela é uma doenca hemorragica, causada por um arbovirus do género
Flavivirus, acometendo cerca de 200 mil pessoas anualmente em mais de 40 paises,
incluindo o Brasil. Entre 2016 e 2018 houve importantes surtos da doenca,
acometendo mais de duas mil pessoas, principalmente na regido sudeste do pais.
Também foi relatado que alguns pacientes apresentaram quadro de hepatite de
recidiva tardia ap6s melhora clinica e laboratorial, entre 40 e 70 dias ap0s 0s
sintomas iniciais, com presen¢a do virus confirmada em fragmento de bidpsia
hepética. Diante disso, 0 presente estudo buscou avaliar um painel de 44 genes
envolvidos em vias de sinalizagdo, no processo de ativacdo da coagulacdo, no
reconhecimento de produtos imunogénicos, em eventos hemorragicos e nas funcdes
de imunidade inata, inflamassoma e apoptose, em pacientes curados e pacientes
gue apresentaram hepatite de recidiva tardia, a fim de se correlacionar os perfis de
expressdo desses genes com 0 prognostico da doenca. Primeiramente, foram
realizadas padronizacdes de extracdes de RNA, definindo protocolos que priorizam
maiores rendimentos de RNA na extracdo. Assim, as amostras processadas por Cell
strainer apresentaram maior rendimento pelo método do TRIzol™ Reagent e para as
amostras armazenadas como fragmentos de coagulo ficou estabelecida a utilizacéo
apenas do TRIzol™ Reagent em contato com a superficie dos fragmentos. Para a
sintese de cDNA, o melhor desempenho foi do Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription; e para as extracdes de DNA, o kit QlIAamp® DNA Blood Mini. Foram
obtidas e utilizadas em extracdes de RNA e/ou DNA, 124 amostras de pacientes do
surto de 2017-2018, divididas em: pacientes que apresentaram febre amarela e
foram efetivamente curados, amostras coletadas no periodo de 07 a 15 dias (FA 07-
15d), 16 a 35 dias (FA 16-35d), e 61 a 90 dias apos inicio dos sintomas (FA 61-90d);
e pacientes que apresentaram hepatite de recidiva tardia, amostras coletadas no
periodo de 07 a 15 dias (Hep 07-15d), 16 a 35 dias (Hep 16-35d) e 61 a 90 dias
apos inicio dos sintomas (Hep 61-90d). Foram realizados ensaios TagMan® Array
Cards com RNAs de 80 amostras. Foram utilizados como genes de referéncia os
transcritos de GAPDH e ACTB por serem expressos de forma mais estavel nas
amostras analisadas. As andlises estatisticas foram realizadas com os valores de 2-
ACt Os marcadores CASP3, CASP8, CXCR1, IL18, MAPK3, FAS e FCGRT foram
diferencialmente expressos entre os individuos que apresentaram febre amarela e
foram efetivamente curados, nos periodos 07-15d e 16-35d, quando comparado com
individuos que apresentaram hepatite de recidiva tardia, nos mesmos periodos. A
analise de assinaturas ascendentes de biomarcadores mostrou que IL18,
TNFRSF1A, CXCL2, CASP3, e IL6, envolvida em reparo de danos hepaticos, séo
mais frequentes no grupo FA 16-35d, enquanto IL27 é mais frequente no grupo Hep
07-15d, indicando que esses genes podem ser possiveis biomarcadores de
progndéstico para a hepatite de recidiva tardia. A via de resposta imunoldgica do
papel da PKR na resposta celular antiviral induzida por estresse é a mais
representativa que engloba os genes selecionados para o estudo (CASP3, CASPS,
IFNA2, IFNB1, IFNG, IL6, IL10, MAPK1, MAPK3, NFKB1, TLR3 e TNFRSF1A).

Palavras-chave: febre amarela, hepatite de recidiva tardia, biomarcadores de
prognastico.



ABSTRACT

Yellow fever is a hemorrhagic disease, caused by arboviruses of the genus
Flavivirus, affecting about 200,000 people per year in more than 40 countries,
including Brazil. There were two disease outbreaks between 2016 and 2018, with
more than 2,000 human cases, affecting mainly the southeastern region of Brazil. It
was also reported that some patients presented late-relapsing hepatitis after clinical
and laboratorial biomarkers improvement, after 40 and 70 days from the initial
symptoms, with the presence of the virus confirmed in a liver biopsy fragment.
Therefore, the present study searches to evaluate a panel of 44 genes involved in
signaling pathways, coagulation activation process, recognition of immunogenic
products, hemorrhagic events, and the functions of innate immunity, inflammasomes,
and apoptosis, in patients cured and with late-relapsing hepatitis, to correlate the
expression profiles of these genes with the disease prognosis. First, standardization
of RNA extractions was performed, defining protocols prioritizing higher quantities of
RNA in extraction. Thus, samples processed by Cell strainer showed higher
quantities by the TRIzol™ Reagent method and for samples stored as clot fragments,
it was established the use of the TRIzol™ Reagent supernatant, which was in contact
with the clot fragments surface. For cDNA synthesis, the best performance was the
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; and for DNA extractions, the
QlAamp® DNA Blood Mini Kit. 124 samples from patients from the 2017-2018
outbreak were obtained and used in RNA and/or DNA extractions, divided into:
patients who had yellow fever and effectively cured, samples collected in 07 to 15
days (FA 07 -15d), 16 to 35 days (FA 16-35d) and 61 to 90 days after symptom onset
(FA 61-90d); and patients with late-relapsing hepatitis, samples collected in 07 to 15
days (Hep 07-15d), 16 to 35 days (Hep 16-35d) and 61 to 90 days after symptom
onset (Hep 61-90d). Assays with customized TagMan® Array Cards containing 44
genes were performed with RNAs from 80 samples. GAPDH and ACTB transcripts
were used as reference genes, as they were more stably expressed in the samples
analyzed. Statistical analyzes were performed with 22¢" values. The CASPS3,
CXCL1, CXCR1, IL6, MAPK3, FAS, ELANE, and FCGRT markers were differentially
expressed among individuals who had yellow fever and were effectively cured, in the
periods 07-15d and 16-35d, when compared to individuals who had late-relapsing
hepatitis, in the same periods. The analysis of ascendant biomarker signatures
showed that IL18, TNFRSF1A, CXCL2, CASP3, and IL6, involved in liver damage
repair, are more frequent in the FA 16-35d group, while IL27 is more frequent in the
Hep 07-15d group, indicating that these genes may be possible prognostic
biomarkers. The pathway of the role of PKR in stress-induced antiviral cell response
is the most representative metabolic pathway of the genes selected for the study
(CASP3, CASPS8, IFNA2, IFNB1, IFNG, IL6, IL10, MAPK1, MAPK3, NFKB1, TLR3,
and TNFRSF1A).

Key words: yellow fever, late-relapsing hepatitis, prognostic biomarkers.
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1 INTRODUCAO

Os arbovirus séo virus que possuem parte da sua multiplicagdo ocorrendo em
artropodes e que sao transmitidos por eles durante sua alimentagéo, infectando

humanos e outros animais e podendo causar doencas (RUST, 2012).

Algumas arboviroses causadas por virus da familia Flaviviridae sdo doencas
emergentes de grande importancia médica no Brasil e em outros paises. Um dos
fatores que favorecem essa situacdo € que 0s mosquitos vetores das doencas, em
especial Aedes aegypti, estdo distribuidos por todo o globo, principalmente em
regides tropicais e subtropicais (MACKENZIE et al., 2004; BROWN et al., 2014).

1.1 Familia Flaviviridae

Os virus da familia Flaviviridae sdo virus envelopados, de acido ribonucleico (RNA)
de polaridade positiva, linear e de cadeia simples. Possuem formato esférico com
didmetro aproximado de 50 nm (LINDENBACH et al., 2001).

Estes virus possuem uma Unica fase de leitura aberta (Open reading frame - ORF)
flanqueada por regides 5- e 3'-terminais ndo codificantes, responsaveis pela
formacdo de estruturas secundarias para replicacdo e traducdo do genoma viral
(SIMMONDS et al., 2017).

O genoma da maioria dos virus dessa familia codifica uma poliproteina precursora
de dez proteinas envolvidas nas etapas de replicacdo viral (Figura 1), sendo trés
proteinas estruturais: E (envelope), C (capsideo) e prM (precursora da membrana); e
sete ndo estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (WONG et
al., 2019).
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Figura 1 — Esquema da organizagéo e processamento do genoma viral de membros

do género Flavivirus da familia Flaviviridae
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No topo esta representado o genoma viral que codifica proteinas estruturais e ndo estruturais, e que é
flanqueado por regides nao codificantes (3’- e 5-NCR). Caixas abaixo da representacdo do genoma
indicam proteinas geradas por processamento da poliproteina. C indica proteina do capsideo; prM
indica proteina precursora de membrana, que da origem a pr (proteina precursora) e a M (proteina de
membrana); E indica proteina do envelope; NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 indicam
proteinas ndo estruturais; P, H e R indicam dominios protease de NS3, RNA helicase de NS3 e RNA
polimerase dependente de RNA de NS5, respectivamente. Fonte: Adaptado de SIMMONDS et al.
(2017).

Os virus dessa familia sdo internalizados pela célula hospedeira por endocitose
mediada por receptores, e migram em endossomos iniciais para o interior da célula.
Nos endossomos ocorre a fusdo das membranas celular e viral e a liberacdo do
genoma viral no citoplasma celular (desnudamento), induzidas por acidificacdo do
meio (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

Apos o desnudamento ocorre a traducéo e o processamento da poliproteina viral por
proteinas humanas e virais. Um complexo de replicacdo é formado, a partir de
membranas intracelulares, e transcreve o RNA fita positiva (RNA+) em RNA fita
negativa (RNA-), que servira de molde para nova sintese de RNA+ (FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2009).

Na superficie do reticulo endoplasmatico as particulas infecciosas virais (virions)
imaturas sdo montadas e ocorre o brotamento delas, que migram para o complexo
Golgi através da rede trans-Golgi. No complexo Golgi ocorre a clivagem de prM em
pr e M (proteina da membrana viral) mediada por furina, gerando virions maduros,
gue sédo liberados da célula hospedeira por meio de exocitose (FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2 — Multiplicag&o dos virus da familia Flaviviridae
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O virus penetra a célula hospedeira por endocitose mediada por receptores e migra em direcdo ao
citoplasma por endossomos, onde ocorre fusdo e desnudamento por acidificagdo do meio. Apos
desnudamento ocorre a tradugéo e processamento da poliproteina viral e formagdo do complexo de
replicacdo de RNA. O brotamento das particulas virais montadas ocorre na superficie do reticulo
endoplasmatico, e elas migram para o complexo Golgi, onde sofrem maturacdo e sao liberadas por
exocitose. Fonte: Adaptado de LINDENBACH et al. (2001).

A familia Flaviviridae é subdividida em quatro géneros: (i) Pestivirus, que é composto
por virus que infectam suinos e ruminantes, como bois e ovelhas, e podem causar
infeccbes assintomaticas ou doencas intestinais e hemorragicas; (i) Hepacivirus,
composto por virus que infectam primatas e outros mamiferos, e podem causar
danos e doencas hepaticas; (iii) Pegivirus, com virus que infectam varias espécies
de mamiferos, e causam infec¢do, porém sem associacdo a doenca até 0 momento;
e (iv) Flavivirus, composto por virus que infectam mamiferos e aves, e podem causar
infeccbes assintomaticas ou febres hemorragicas e doencas neuroldgicas
(SIMMONDS et al., 2017).

1.1.1 Género Flavivirus

O género Flavivirus é composto por mais de 50 espécies, sendo grande parte
causadora de doencas em humanos e transmitidas por mosquitos e carrapatos,

podendo gerar febre, encefalite e febres hemorragicas (LINDENBACH et al., 2001).
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Alguns membros desse género que causam doengas economicamente importantes,
consideradas ameacas mundiais a saude humana e animal, sdo o virus da Febre
Amarela (YFV), Dengue virus (DENV), virus da Encefalite Japonesa (JEV), virus do
Nilo Ocidental (WNV) e virus da Encefalite transmitida por carrapatos (TBEV)
(RUST, 2012; SIMMONDS et al., 2017).

1.1.2 Virus da febre amarela

O virus da febre amarela foi isolado pela primeira vez em 1927 na Africa Ocidental e
foi 0 modelo de estudo da familia Flaviviridae, rendendo-lhe esse nome, uma vez
que flavus é amarelo em latim (STROKES et al., 1928; GARDNER & RYMAN, 2010;
WAGGONER et al., 2018).

Até o momento foram identificados sete genétipos do YFV, sendo cinco africanos e
dois sul-americanos: (i) Africa Ocidental I; (ii) Africa Ocidental II; (iii) Africa Oriental e
Central; (iv) Africa Oriental; (v) genétipo Angola; (vi) América do Sul I; e (vii) América
do Sul Il (MUTEBI & BARRETT, 2002; BARRETT & MONATH, 2003; VON LINDERN
et al., 2006; STOCK et al., 2012).

1.2 Febre amarela
1.2.1 Epidemiologia

A febre amarela é uma doenca hemorragica, causada por um arbovirus do género
Flavivirus e transmitida por mosquitos dos géneros Aedes, Sabethes e Haemagogus
(CDC, 2019a; OPAS, 2019).

Ela foi reportada pela primeira vez em 1648 em Yucatan, México, mas evidéncias
historicas indicam que o virus e 0s mosquitos vetores da doenca sao originarios do
continente africano (HINDLE, 1932; WONG et al., 2019).

A doenca possui esse nome devido a ictericia e febre que afetam algumas pessoas
infectadas, e é responsavel por mais de 30.000 mortes anuais no mundo (WHO,
2018; WHO, 2019a).

Mais de 40 paises da Africa, América Central e América do Sul sdo endémicos ou
possuem regides endémicas para febre amarela (Figura 3), e cerca de 200 mil casos
ocorrem anualmente no mundo. Porém, estima-se que o numero real de casos seja
de dez a 250 vezes maior do que € notificado, uma vez que muitos infectados séo

assintomaticos, o que contribui para a disseminacdo da doenca e para sua
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subnotificagdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2015; WHO, 2019a).

Figura 3 — Ocorréncia de febre amarela no mundo (1970-2016)
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Representacdo de casos de febre amarela no mundo, de 1970 a 2016. Os pontos indicam casos em
locais com area menor que 5 km?. Regibes azuis indicam casos em locais com area maior que 5 km?2.
Regides verdes indicam &reas de risco. Fonte: Adaptado de SHEARER et al. (2018).

No Brasil, o periodo sazonal de casos da doenca € entre dezembro e maio, uma vez
que neste periodo as condi¢des climaticas favorecem o aumento das populacdes de
mosquitos transmissores (CAVALCANTE & TAUIL, 2016; WHO, 2019b).

Até 2007, a febre amarela era endémica somente na regido amazonica, porém a
migracdo de pessoas infectadas dessa regidao para grandes centros urbanos
favoreceu o aparecimento da doengca em &reas antes ndo endémicas, afetando

principalmente as regibes Sudeste e Sul do pais (ROMANO et al., 2011).

A febre amarela também afeta primatas ndo humanos, que s&o considerados
sentinelas e usados desde 2000 na vigilancia epidemioldgica no Brasil, com a
identificacdo do virus e, principalmente, mortalidade dos animais, para deteccao
precoce da circulacéo e transmisséo viral (ROMANO et al., 2011; CAVALCANTE &
TAUIL, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).
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1.2.2 Transmissao

A transmissao da febre amarela pode ocorrer em trés tipos de ciclos: (i) silvestre, no
qual os principais reservatérios da doenca sao primatas ndo humanos, e a infec¢cédo
em humanos, normalmente trabalhadores rurais ou viajantes, ocorre de forma
ocasional; (ii) semi-doméstico, no qual os mosquitos fémeas Haemagogus spp.
infectam humanos e primatas ndo humanos, sendo o tipo mais comum na Africa; e
(iii) domeéstico, no qual os mosquitos fémeas, principalmente A. aegypti, infectam

humanos em areas urbanas densamente povoadas (Figura 4) (WHO, 2019a).
Figura 4 - Ciclos de transmissao da febre amarela

CICLO SILVESTRE :
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Representacéo dos trés ciclos de transmisséo da febre amarela. No ciclo silvestre a manutencéo do
virus ocorre em primatas ndo humanos e vetores Haemagogus spp. € Sabethes spp. No ciclo semi-
doméstico, humanos e primatas ndo humanos séo infectados pela picada de Haemagogus spp.,
Sabethes spp., Aedes aegypti ou Aedes albopictus. No ciclo doméstico (ou urbano), humanos séo
infectados pela picada de A. aegypti. Fonte: Adaptado de POSSAS et al. (2018).

Para que ocorra a transmisséo, 0 virus precisa superar barreiras imunoldgicas e
fisicas do mosquito, se replicar e migrar para as glandulas salivares. Depois que o
mosquito se alimenta de sangue de um vertebrado infectado, o virus se liga a
receptores das células intestinais do artrépode e se replica no intestino médio
(BOSIO et al., 2000; ALONSO-PALOMARES et al., 2019).

Os virions produzidos apés a replicacao viral se acumulam na lamina basal do
intestino meédio que, durante o repasto com sangue, tem o tamanho dos seus poros

aumentados devido a expansao do tecido intestinal e a hidrélise de colageno IV. O
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intestino dos mosquitos sofre alteragbes estruturais e permite a passagem das
particulas virais que infectam e se replicam em diversos outros tecidos e nas células
das glandulas salivares (BOSIO et al., 2000; DONG et al., 2017).

As células das glandulas salivares secretam a saliva, juntamente com as particulas
virais, que entram em contato com o0 hospedeiro vertebrado durante repasto
sanguineo da fémea do mosquito, dando continuidade ao ciclo de transmissdo da
doenca (ALONSO-PALOMARES et al., 2019).

1.2.3 Manifestacdes clinicas

Sabe-se que a maioria das pessoas infectadas sdo assintomaticas, porém o0s
pacientes sintomaticos podem apresentar febre, cefaleia, dor muscular, nausea,
vomito e ictericia. O periodo de incubacédo varia de trés a seis dias, podendo se
estender até de dez a 15 dias. Cerca de 15% dos individuos que contraem o virus
da febre amarela apresentam sintomas graves. A taxa de letalidade da febre
amarela grave é de 30 a 60% (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; CDC, 2019b).

Além das manifestacdes clinicas, as alteraces laboratoriais nos permitem classificar
as formas da doenca em cada paciente e maneja-lo clinicamente da melhor forma
possivel (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

Na febre amarela leve e moderada ha diminuicdo de plaquetas, leve aumento de
transaminases e niveis normais ou pouco elevados de bilirrubinas (principalmente a
bilirrubina direta). Na febre amarela grave ha diminuicdo intensa de plaquetas,
elevagcdo de creatinina e consideravel aumento de transaminases. Enquanto na
febre amarela maligna, além das alteracdes presentes na forma grave, ha também
coagulacdo intravascular disseminada (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

1.2.4 Resposta imune contra o virus da febre amarela

O sistema imunologico é um complexo de células e componentes moleculares
responsaveis por defender o organismo de patégenos e outros danos. E dividido em
dois grandes grupos: (i) imunidade inata, composta de células Natural Killers (NK),
macrofagos, neutréfilos, monadcitos, basofilos, mastocitos e eosinoéfilos, bem como
proteinas do sistema complemento e de fase aguda, e citocinas, e € ativada toda
vez que antigenos sdo reconhecidos; e (ii) imunidade adaptativa, composta de

linfécitos T e B, e imunoglobulinas (anticorpos), e € responsavel por uma resposta
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mais especializada apds exposicdo repetida a determinado antigeno (DELVES &
ROITT, 2000).

O sistema interferon, composto por interferons do tipo | (interferons alfa e beta), do
tipo Il (interferon gama) e do tipo Il (quatro tipos de interferon lambda), € o primeiro
mecanismo de defesa antiviral do sistema imunoldgico inato (NGONO & SHRESTA,
2018).

Os interferons do tipo | podem ser produzidos por qualquer célula nucleada apés
reconhecimento do antigeno por receptores de reconhecimento de padrées (PRRS),
que podem ser do tipo NOD (NLR), tipo RIG (RLR) e do tipo Toll (TLR), e estéo
envolvidos, em conjunto com proteinas quinases e genes dependentes de interferon
do tipo I, no processamento de RNA e viabilidade celular, afetando diretamente a
replicacdo viral nas células do hospedeiro (NGONO & SHRESTA, 2018; VIDYA et
al., 2018).

Os TLRs (Figura 5) sdo capazes de reconhecer padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPSs) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPSs), e podem
ser expressos na superficie das células (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-
11 e TLR-12) ou em seus endossomos (TLR-3, TLR-7, TLR-8 e TLR-9). Estdo
envolvidos na inducdo da expressdo de genes que desencadeiam respostas da
imunidade inata e nos processos de producdo de anticorpos especificos da
imunidade adquirida (VIDYA et al., 2018).
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Figura 5 — Receptores Toll-like humanos e seus ligantes
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Representacao dos receptores do tipo Toll (TLRs) da superficie celular (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5
e TLR-6) e intracelulares (TLR-3, TLR-7, TLR-8 e TLR-9), e seus ligantes. TLR-1 e TLR-2
reconhecem triacil-lipopeptideos; TLR-2 e TLR-6 reconhecem diacil-lipopeptideos; TLR-4 reconhece
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano; TLR-5 reconhece flagelina; TLR-3 reconhece RNA dupla fita
(dsRNA); TLR-7 e TLR-8 reconhecem RNA de cadeia simples e polaridade positiva (SSRNA) de virus;
e TLR-9 reconhece DNA néo metilado. Fonte: Adaptado de NOH et al. (2020).

As particulas virais induzem a producédo de citocinas mediadas por TLRs (TLR-2,
TLR-7, TLR-8 e TLR-9), como interleucinas (IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12), fator de
necrose tumoral alfa (TNF- a), e outras, que sao responsaveis por inibir a replicagao
viral, recrutar e ativar células da imunidade inata (WATSON & KLIMSTRA, 2017).
Em caso de avanco da replicacdo viral, ha ativacdo de linfocitos T citotoxicos (T
CD8"), que expressam diferentes marcadores, se diferenciam em varias populagdes
de memoria, e linfécitos T auxiliares (T CD4%), que expressam receptor de
guimiocina c-x-c tipo 5 (CXCR5) e produzem IL-4, envolvidas na producdo de
linfécitos B e imunoglobulinas G1 (IgG1) (WATSON & KLIMSTRA, 2017).

Os anticorpos, produzidos pelos linfécitos B, sdo elementos de protecdo mais
duradoura e especifica. Porém, quando ndo ha suficiente neutralizagdo viral por
anticorpos, 0s niveis de citocinas pro-inflamatérias se elevam na tentativa de
contengdo dos virus, e o individuo infectado apresenta caso mais grave da doenca
(WATSON & KLIMSTRA, 2017).

Durante o curso da doenca, ha infiltrado de linfécitos T (CD4* e CD8"), linfécitos B,
macrofagos, células NK e células apresentadoras de antigenos (APCs) no figado do
individuo infectado. Esse infiltrado acarreta aumento de citocinas e anticorpos
neutralizantes, que causam apoptose, esteatose e necrose litica dos hepatdcitos
(WATSON & KLIMSTRA, 2017).
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1.2.5 Diagndéstico

A febre amarela pode ser diagnosticada clinicamente quando o0 caso suspeito
apresentar quadro febril agudo; residir ou ter visitado area de surto ou rural/silvestre
e quando apresentar os demais sintomas da doenca (alguns ou todos) por dois ou
mais dias. Porém a doenca se assemelha a outras infec¢bes virais, febres
hemorrégicas, flaviviroses, como dengue, e outras doencas, como maléaria, e por
isso depende de diagnoéstico especifico (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; OPAS,
2019).

O diagndstico especifico pode ser realizado por meio da identificacdo de anticorpos
no sangue dos individuos infectados, teste de neutralizacdo por reducdo de placa
(PRNT) ou ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA), ou em seus tecidos pode
ser feita a imuno-histoquimica. Ainda é possivel a deteccdo do virus no sangue ou
tecidos (isolamento viral); identificacdo de lesdes caracteristicas da doenca em
tecidos (histopatologia); e por deteccdo do material genético do virus no sangue ou
urina, por transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (RT-gPCR), porém, apesar de ser bem sensivel, este Ultimo possui
baixa taxa de deteccdo em casos de baixa carga viral, e deve ser realizado somente
na fase inicial da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; OPAS, 2019).

1.2.5.1 Diagnéstico soroldgico
1.2.5.1.1 Teste de neutralizagéo por reducéo de placas - PRNT

O PRNT foi desenvolvido por Russel e Nisalak em 1967. O teste consiste em cultivar
células de primatas ndo humanos em placas que sdo expostas aos virus em
diferentes concentragdes e ao soro do paciente, e incubadas (RUSSEL & NISALAK,
1967; RUSSEL et al., 1967; THOMAS et al., 2009).

Os pocos sao, entdo, corados e observa-se a formacdo de placas de destruicéo
celular causadas pelos virus ou, quando ha pouca ou nenhuma placa, indica que a
formacao destas foi evitada pela presenca de anticorpos neutralizantes no soro do
paciente analisado (THOMAS et al., 2009).

Devido a falta de padronizagéo de linhagens celulares, linhagens virais, entre outros,
a reprodutibilidade do teste em diferentes laboratorios se torna quase impossivel.

Outra dificuldade na realizacdo desse teste € a necessidade de manusear alguns
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agentes biologicos, incluindo virus da familia Flaviviridae (como POWYV e TBEV), em
laboratorios de nivel de biosseguranca 3 (NB3). Porém esse método diagnostico é
eficiente, recomendado e utilizado até hoje (THOMAS et al., 2009; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

1.2.5.1.2 Ensaio de imunoabsor¢cao enziméatica - ELISA

Os imunoensaios sao bons métodos de diagndstico devido ao alto nivel de
sensibilidade e a capacidade de testar varias amostras ao mesmo tempo, além de
nao serem necessarios uma estrutura laboratorial diferenciada e equipamentos

caros para realizacdo destes (YOLKEN, 1980).

Em placas de plastico com 96 poc¢os sdo adicionadas proteinas virais (para deteccéo
de anticorpos contra virus) ou anticorpos de captura (para deteccdo de proteinas
virais nas amostras biolégicas), seguida de adicao da amostra a ser testada e adicédo
de anticorpo secundério ligado a uma enzima. Caso haja ligagdo, indicando
positividade para anticorpos contra o virus ou presenca de proteinas virais, a enzima

converte um substrato em emisséo de cor (YOLKEN, 1980).

Esse ensaio também possui limitagbes, como a necessidade de anticorpos
especificos para impedir ligacdes inespecificas (YOLKEN, 1980).

1.2.5.2 Diagnéstico molecular

Os métodos moleculares baseados em reacdo de cadeia da polimerase (PCR)
permitem a deteccdo do genoma viral e sua quantificacdo, sdo bastante rapidos,
sensiveis e especificos, devido ao uso de iniciadores e sondas especificas
(RATCLIFF et al., 2007).

O diagnéstico molecular consiste em extrair o RNA viral das amostras dos pacientes,
mantendo sua integridade, com auxilio de reagentes e kits de extracdo. Utiliza-se
primers e sondas, que sdo escolhidos por anelarem nas regides conservadas dos
genomas dos virus (RATCLIFF et al., 2007).

As amostras sao desnaturadas e as sondas e iniciadores, que sdo complementares
as regioes a serem amplificadas, se ligam em determinadas temperaturas a essas
regibes que servem de molde para formagdo de novas sequéncias alvo. As
extensdes sdo novamente desnaturadas, servem de molde para a sintese de novas

moléculas e o processo € repetido continuamente (MULLIS & FALOONA, 1987).
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A etapa de transcricdo reversa (RT) é necesséria para o diagnostico de virus de
RNA por permitir sua deteccdo de forma mais facil, uma vez que o &acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) € sintetizado a partir do RNA e, assim, a
DNA polimerase pode realizar a amplificagdo das regides alvo (WRIGHT &
WYNFORD-THOMAS,1990; RATCLIFF et al., 2007).

Em uma PCR, normalmente séo realizados de 25 a 40 ciclos de amplificacdo e o
material genético pode ser amplificado em mais de dez milhdes de vezes. As
moléculas produzidas sdo separadas por eletroforese em géis com corantes
fluorescentes ou séo identificadas por fluorescéncia das sondas em softwares, e séo
comparadas as amostras controles, com presenca e auséncia de virus, para
realizac&o do diagndstico (BELAK et al., 1989; RATCLIFF et al., 2007).

Apesar de eficaz, esse método necessita de reagentes especificos, como sondas e
iniciadores, amostras controle, extracdo do material genético e armazenamento
adequado de amostras, além de equipamentos especificos de alto custo (RATCLIFF
et al., 2007).

1.2.5.3 Diagnéstico histopatolégico

O exame histopatologico consiste na visualizacdo dos tecidos acometidos por
determinado agente etiologico, para identificar o agente e lesGes caracteristicas ou
novas causadas por ele, estabelecendo diagndstico quando a realizacdo de cultura
nao for possivel ou der resultado negativo (WATTS & CHANDLER, 1995).

A técnica é invasiva, principalmente em pacientes com danos hepaticos; pode ser
inespecifica, em casos de microrganismos diferentes que causam danos
semelhantes; e necessita de profissional muito qualificado para realiza-la. Porém é
uma alternativa quando ndo ha tecido fresco disponivel para cultura e pode ser
essencial para o diagndstico, principalmente quando associada aos métodos
moleculares (WATTS & CHANDLER, 1995).

1.2.6 Tratamento

N&o existem, até 0 momento, antivirais eficazes, especificos e disponiveis para tratar
a febre amarela. Portanto, estudos com anticorpos com capacidade de neutralizar o
virus estdo sendo realizados, aléem de tratamentos a base de interferon e

imunomoduladores, que apresentam eficacia, porém somente antes ou logo apoés o
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estabelecimento da infeccdo (MONATH et al., 2008; LU et al., 2019).

Além disso, no ano de 2018 iniciou-se um tratamento off label com o medicamento
sofosbuvir como medida emergencial em pacientes em estado critico. O sofosbuvir é
um medicamento aprovado pela agéncia reguladora de remédios dos Estados
Unidos da Ameérica (Food and Drug Administration, FDA), e utilizado para o
tratamento de pacientes infectados com o virus da Hepatite C (HCV). Esse
medicamento apresentou atividade antiviral in vitro e in vivo contra o virus da febre
amarela e outros flavivirus, inibindo a replicacdo viral em células humanas em
cultura e protegendo os camundongos tratados da mortalidade, perda de peso e
lesdo hepatica quando comparados aos camundongos ndo tratados. Entretanto,
esse medicamento apresenta custo extremamente elevado e pouca disponibilidade,
inviabilizando sua utilizagdo como tratamento (BROCK, 2018, comunicagao pessoal;
FREITAS et al., 2019).

Sendo assim, 0 manejo dos pacientes baseia-se na melhoria das manifestacdes
clinicas, como desidratagdo, insuficiéncia hepatica e renal, e febre. Antibidticos

também séo utilizados para tratar infeccées bacterianas associadas (WHO, 2019a).

Os casos graves devem ser atendidos em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e
deve-se sempre evitar medicamentos salicilatos, como &cido acetilsalicilico ou
aspirina, que podem induzir manifestacdbes hemorragicas nos pacientes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

1.2.7 Profilaxia

Os fatores que causam grande impacto no nimero de casos de febre amarela séo:
(i) aumento da populacdo de mosquitos; (i) aumento de residentes em areas de
circulacdo de mosquitos (urbanizacdo descontrolada); (iii) aumento da mobilidade
das pessoas, que favorece a migracdo do virus para areas, até entdo, nao
endémicas; e (iv) mudancas climaticas, que favorecem a proliferacdo dos mosquitos.
Portanto, medidas de profilaxia sdo de extrema importancia para diminuir a
disseminagédo da febre amarela (ROMANO et al.,, 2011; REZZA et al., 2016;
CAVALCANTE & TAUIL, 2016).

Medidas de controle de arboviroses, principalmente a dengue, séo realizadas de
forma continua pelo Ministério da Saude, como atuacdo de programas de prevencao

e combate ao mosquito (A. aegypti), desenvolvimento de campanha de informagdes
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sobre as doencas e mobilizacdo das pessoas, fortalecimento de vigilancia
epidemioldgica, fomento destinado ao descarte correto de residuos solidos e
armazenamento de agua de varios setores, entre outros (MINISTERIO DA SAUDE,
2020b).

Também € incentivada a vigilancia da populacdo em suas proprias casas para que
se evite 0 acumulo de agua em recipientes abertos dentro de casa e em quintais
(CDC, 2019c; MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

E recomendado o uso de protecdes individuais, principalmente em areas endémicas,
para impedir ou dificultar a picada de mosquitos, como uso de camisas de manga
comprida e calcas longas, instalacao de telas nas janelas e portas das casas, e uso
de redes mosquiteiras em camas e bercos para dormir (CDC, 2019c; MINISTERIO
DA SAUDE, 2020b).

Outro método de controle consiste na utilizacdo de repelentes de insetos para
afastar mosquitos adultos, desde que aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa). Os principios ativos mais utilizados nos repelentes
comercializados no Brasil sdo N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET), icaridina,
butilacetilaminopropionato de etila (IR3535) e 6leo de citronela (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020b).

Ainda, os mosquitos depositam seus ovos em recipientes com agua parada, por isso
um método de controle € aplicar larvicida nesses recipientes. Bacillus thuringiensis
sdo bactérias que produzem toxinas Crystal (Cry), responsaveis por lisar as células
epiteliais do intestino médio dos mosquitos e, por isso, sdo usadas em larvicidas e
inseticidas (BRAVO et al., 2007; PRUSZYNSKI et al., 2017; OPAS, 2019).

Foi identificada, em 2010, uma subespécie de B. thuringiensis, a LLP29, que € muito
toxica para mosquitos, sendo utilizada para controle de mosquitos e doencas
transmitidas por eles. Entretanto, foi visto que 0os mosquitos e larvas que sobrevivem
apos exposicdo a B. thuringiensis tiveram um desenvolvimento mais rapido e
reproduziram mais, comparado aos mosquitos e larvas nao expostos (ZHANG et al.,
2010; ALTO & LORD, 20186).

Estudos realizados demonstram que Wolbachia, proteobactérias alfa, intracelulares
obrigatorias, que infectam grande parte dos artropodes e nematoéides, sdo capazes

de aumentar a resisténcia de insetos a virus de RNA e que ndo ha reproducgéo



32

eficiente entre insetos machos colonizados por Wolbachia e fémeas néao colonizadas
(YEN & BARR, 1973; WERREN et al., 1995; TEIXEIRA et al., 2008).

O uso de mosquitos colonizados com Wolbachia reduziu em 77% o0s casos de
infecgbes sintomaticas por DENV e em 86% o0s casos de hospitaliza¢des, em estudo
realizado em Yogyakarta, Indonésia (UTARINI et al., 2021).

1.2.7.1 Vacinagéo

Devido a falha nas estratégias de controle de vetores, como resisténcia vetorial aos
inseticidas, e a indisponibilidade de antivirais para tratamento da doenca, a
vacinacdo € um dos pilares da saude publica para o controle da febre amarela
(COLLINS et al., 2017; BATOOL et al., 2018; LU et al., 2019).

Uma vacina segura contra febre amarela esta disponivel ha mais de 80 anos, porém
em alguns paises a cobertura vacinal é baixa devido a problemas sociais,
econdmicos e de dificuldade de acesso a populacdo, uma vez que as areas mais
endémicas sédo as silvestres (CDC, 2020; MONATH, 2001).

A vacina, no Brasil, é disponibilizada gratuitamente e durante todo o ano pelo
Sistema Unico de Saude (SUS), e é desenvolvida a partir do virus vivo atenuado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a introducao da vacina contra
febre amarela nos programas de imunizacdo em todos os paises endémicos, e para
evitar a transmissao da doenca € importante que mais de 80% da populacdo em

risco seja vacinada, bem como viajantes em areas de risco (WHO, 2019a).

A vacina ndo é recomendada para criangcas com menos de 9 meses de idade e
mulheres gravidas, exceto em caso de surto; alérgicos a proteina do ovo; idosos
com mais de 60 anos e pessoas com imunodeficiéncia grave ou distarbio do timo,
por haver relatos de efeitos colaterais graves nesses individuos, como danos

hepaticos, renais e no sistema nervoso central (WHO, 2019a).

A OMS determina a aplicacdo de uma Unica dose da vacina que seria capaz de
induzir protecdo por toda a vida, porém alguns estudos demonstram declinio de
protecdo dependente do tempo por reducdo de anticorpos ou células de memdria
TCD8* de cinco a dez anos ap0s a vacinagao primaria, sugerindo a importancia de

doses de reforco a cada dez anos, principalmente para residentes em areas
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endémicas e viajantes (COLLABORATIVE GROUP FOR STUDIES ON YELLOW
FEVER VACCINES, 2014; CAMPI-AZEVEDO et al.,, 2016; WHO, 2018; CAMPI-
AZEVEDO et al., 2019).

1.3 Surto de febre amarela (2016-2020)

Em 2015-2016 foram registradas epizootias e casos humanos isolados em Goias,
Minas Gerais e S&o Paulo, indicando aumento da area de circulagdo do virus.
Falhas em estratégias epidemioldgicas e politicas, como controle e vacinagao, foram
responsaveis pelo aumento do nimero de casos da doenca no pais (POSSAS et al.,
2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

Em 2016-2017 houve um surto da doenca, acometendo, principalmente, os estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro com 779 casos
humanos, dentre eles, 262 Obitos. A maioria dos casos confirmados era do sexo
masculino (86%), em idade laboral (30 a 60 anos), ndo vacinados contra febre
amarela e residentes em areas rurais (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b; GOLDANI,
2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2018b).

Desde novembro de 2017, a Secretaria de Vigilancia em Saude realiza o
monitoramento da febre amarela com a publicacdo de atualizacbes semanais dos
casos humanos e epizootias notificados no pais. Porém, mesmo com a
intensificagdo da vigilancia, em 2017-2018, ocorreu novo surto da doenga, com
1.376 casos humanos e 483 6bitos. O virus atingiu a costa leste do Brasil na regiao
de Mata Atlantica (Figura 6), causando preocupacdo pela presenca de grande
diversidade de primatas ndo humanos e de potenciais vetores da febre amarela. A
transmissdo da doenca durante esses dois surtos (2016-2017 e 2017-2018) ocorreu
em ciclo silvestre, e os ultimos casos de transmisséo urbana da febre amarela no
Brasil ocorreram em 1942 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b; MINISTERIO DA
SAUDE, 2018b; MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

Os dois surtos (2016-2017 e 2017-2018) foram causados pelo YFV do genotipo
Ameérica do Sul I, linhagem 1E, e transmitidos por Haemagogus janthinomys e

Haemagogus leucocelaenus (SILVA et al., 2020).
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Figura 6 - Disseminacgéo do virus da febre amarela no Brasil (1980-2016)
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Representacéo da disseminacédo do virus da febre amarela pelos diferentes biomas brasileiros. As
setas com linhas pretas tracejadas indicam o deslocamento do virus de 1980 a 2010. As setas
brancas indicam o deslocamento do virus desde o Ultimo semestre de 2010, incluindo os surtos de
2016-2017 e 2017-2018. Fonte: Adaptado de Possas et al., 2018.

Em 2018-2019 foram confirmados 36 casos humanos em S&o Paulo e Parana, bem
como 13 epizootias em S&o Paulo e uma no Paranid. Os casos humanos e
epizootias no estado do Parand chamaram a atencdo por se tratar de um estado
populoso, com fronteira internacional e sem casos confirmados de febre amarela
desde 2015. Portanto, campanhas e politicas de imunizacdo contra febre amarela
foram realizadas no Sul do pais em 2019 (WHO, 2019b).

No Brasil, em 2019-2020, foram identificados 327 casos humanos suspeitos, sendo
um confirmado e com o6bito, e 1.087 epizootias suspeitas, sendo 300 descartadas e
38 confirmadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2020c).

1.4 Hepatite de recidiva tardia

De janeiro a maio de 2018, foram relatados casos de 12 viajantes que retornavam do
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Brasil para seus paises (Holanda, Franca, Roménia, Suica, Alemanha, Argentina e
Chile) e apresentaram hepatite ou insuficiéncia renal e hepatica, apds serem
infectados pelo virus da febre amarela, que resultaram em quatro Obitos. Eles
visitaram os estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sao Paulo, e ndo foram
previamente vacinados contra febre amarela (HAMER et al.,, 2018; OLIOSI et al.,
2018; DENIS et al., 2019).

Foram identificados, apos entrada hospitalar, niveis elevados de enzimas hepaticas,
bilirrubinas, e creatinina, em alguns individuos, bem como diminui¢do de plaquetas e
deteccdo do virus da febre amarela nas amostras desses individuos. Apos algumas
semanas houve reversdo desse quadro clinico e 0s pacientes receberam alta
hospitalar. Entretanto, cerca de dois meses apos inicio dos sintomas, dois pacientes
que retornaram para a Franca apresentaram novamente elevagdo de enzimas
hepéticas, que persistiu por até sete meses, porém sem deteccdo do RNA viral nas
amostras. A hepatite tardia relacionada a febre amarela foi identificada pela primeira
vez em 1969, na Nigéria, por meio de bidpsias hepaticas, que indicaram danos até

dois meses apos a infeccdo (FRANCIS et al., 1972).

Posteriormente, foi atribuida, inicialmente, ao sistema imune do hospedeiro, uma vez
gue esses pacientes apresentaram anticorpos capazes de neutralizar 100% das
particulas virais em ensaios de PRNT, nao fizeram uso de medicacbes
hepatotoxicas, ndo apresentaram anticorpos autoimunes e ndo estavam
coinfectados (DENIS et al., 2019).

A hepatite de recidiva tardia também foi identificada e relatada em estudos
nacionais. Rezende e colaboradores (2020) relatam o caso de um paciente de 51
anos que apresentava febre amarela, residente em Minas Gerais, e que procurou
atendimento médico em janeiro de 2017, quatro dias apds inicio dos sintomas. Foi
observado aumento nos niveis de ALT, AST, bilirrubinas, fosfatase alcalina, gama-
glutamiltransferase e ureia, bem como diminuicdo de plaquetas e leucocitos. O
paciente apresentou melhora do quadro no 14° dia, porém voltou a apresentar

aumento nos niveis de enzimas hepaticas no 36° dia.

No 64° dia, 0 paciente ainda apresentava niveis elevados de AST, ALT e bilirrubinas,
porém sem deteccdo do RNA viral nas amostras de sangue e urina. Também nao

foram identificados marcadores para hepatite autoimune. Posteriormente, o0 paciente
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foi submetido a uma bidpsia hepética, que indicou infiltrado mononuclear portal e
lobular. Foram realizados ensaios com fragmentos da biopsia, identificando a
presenca de RNA viral de YFV e antigenos de YFV (REZENDE et al., 2020).

O paciente também apresentou niveis elevados de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, TNF-a, IFN-y, CCL3 e CXCL10; citocina reguladora IL-10 e
fatores de crescimento como IL-7 e GM-CSF; bem como niveis baixos de CCL2, IL-
15, IL-2, entre outros. ApGs o 306° dia, o paciente apresentou melhora clinica e foi
dispensado do retorno ambulatorial (REZENDE et al., 2020).

Também foi relatado o caso de um paciente de 42 anos, residente em Minas Gerais,
que procurou atendimento médico quatro dias ap6s inicio de mal-estar e febre alta.
Foi observado aumento dos niveis das enzimas hepaticas, e, apdés dois dias,
aumento de bilirrubinas e diminuicdo de plaquetas. Ap6s uma semana 0 paciente
apresentou melhora do quadro e recebeu alta, porém apresentou aumento de
bilirrubinas e ALT no 40° dia (OSORIO et al., 2020).

Foram realizadas buscas por anticorpos, ndo identificando marcadores para hepatite
autoimune, e biopsia hepéatica, indicando presenca de infiltrado neutrofilico leve sem
a presenca de RNA viral de YFV. Apos cinco dias foi visto que a YF-PCR realizada
no periodo da primeira internacao foi positiva. Duas semanas depois, 0 paciente

apresentou melhora do quadro clinico e recebeu alta (OSORIO et al., 2020).

Portanto, a hepatite de recidiva tardia em pacientes com febre amarela é
caracterizada pela elevacdo de aminotransferases, predominantemente de ALT,
apos melhora clinica e laboratorial do paciente, entre 40 e 70 dias ap0s 0s sintomas
iniciais. Algumas pessoas também apresentam ictericia, mesmo ndo tendo
apresentado no periodo inicial da doenca. Ela afeta aproximadamente 16% dos
pacientes com febre amarela que foram hospitalizados (DENIS et al., 2019;
REZENDE et al., 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020d; OSORIO et al., 2020).

O ressurgimento dos sintomas hepaticos e a presenca de virus no figado confirmada
por bidpsia indicam que a hepatite de recidiva tardia pode ser causada por reacao
inflamatoria tardia do individuo. A maioria dos pacientes que apresentaram hepatite
tardia evoluiu para melhora clinica e laboratorial cerca de 120 dias ap0s identificacédo
da hepatite, sem necessidade de uso de medicacbes (DENIS et al., 2019;
REZENDE et al., 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020d; OSORIO et al., 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se gque aproximadamente 15% dos pacientes que contraem o0 virus da febre
amarela apresentam sintomas graves e, desses, 30-60% evoluem para 6bito. Ainda
ndo ha um tratamento especifico para febre amarela, tornando o manejo dos
pacientes extremamente dificil (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; CDC, 2019b;
WHO, 2019a).

Recentemente, no surto de 2017-2018, cerca de 16% dos pacientes considerados
curados apresentaram hepatite de recidiva tardia, de trés a quatro meses apoés inicio
dos sintomas. Bidpsias indicaram presenca do virus no figado, além de danos as
células hepaticas (REZENDE et al., 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020d;
OSORIO et al., 2020).

Andlises de biomarcadores séricos de pacientes que apresentaram hepatite de
recidiva tardia indicaram aumento de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias e de
fatores de crescimento (REZENDE et al., 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020d).

Ainda existem diversas lacunas no conhecimento sobre a febre amarela,
principalmente relacionado a hepatite de recidiva tardia. Os estudos mais detalhados
acerca da resposta imune e evolucdo dessa doenca tdo antiga sO ocorreram,
recentemente, apds os surtos de 2016-2018. A existéncia de uma vacina eficaz, fez
com que quase todo o conhecimento sobre a febre amarela que se adquiriu ao longo

dos anos se restringisse as respostas vacinais.

Diante disso, a andlise de assinaturas génicas de pacientes curados e pacientes que
apresentaram hepatite de recidiva tardia pode permitir a selecdo de marcadores
para o prognostico da doenca. Assim, propomos a utilizacdo de PCR em tempo real
com painéis customizados para a analise dos niveis de expressdo de genes
envolvidos em eventos hemorragicos e nas fungbes de imunidade inata,
inflamassomas e apoptose. Propomos, também, a analise da expressdo de genes
relacionados as vias de sinalizagdo de receptores de IL-1 e receptores tipo Toll,
envolvidos na deteccdo de agentes patogénicos, genes envolvidos no
reconhecimento de produtos imunogénicos e no processo de ativacdo da
coagulacédo, além de genes que auxiliam a determinar os mecanismos de morte

celular programada e a propensao a apoptose.

A analise comparativa da expressao dos genes contidos nestes painéis pode levar a
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selecdo de uma assinatura de expressdo génica que sirva como instrumento
preditivo de prognostico da febre amarela, permitindo um melhor manejo dos

pacientes.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar perfis de expressdo génica para identificacdo de biomarcadores de

prognostico de hepatite de recidiva tardia em pacientes com febre amarela.

3.1 Objetivos especificos

° Estabelecer métodos para extracdo de RNA e DNA das amostras de coagulos

de pacientes;

° Selecionar um painel de genes contendo possiveis marcadores relacionados

ao desfecho clinico de recidiva tardia da febre amarela;

° Verificar o perfil de expressao dos genes selecionados em pacientes curados
e em pacientes que apresentaram hepatite de recidiva tardia, nos estagios iniciais,

apos a fase aguda, e na fase de recidiva da doenca;

° Correlacionar os perfis de expressao génica com o prognostico da doenca.
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4 METODOLOGIA
4.1 Padronizacao dos ensaios
4.1.1 Obtencédo de amostras

Foram obtidas amostras de sangue, provenientes de voluntarios saudaveis, para a

padronizacdo dos métodos de extracdo de RNA e de DNA, e sintese de cDNA.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de 5 mL contendo gel separador,
e mantidas neles até o momento da coagulacdo sanguinea. A seguir os coagulos
foram processados por Cell strainer ou como fragmentos de coagulo, ambas

amostras foram armazenadas em TRIzol™ Reagent (Invitrogen) a -80 °C.
4.1.1.1 Amostra processada por Cell strainer

A amostra de coagulo sanguineo foi centrifugada a 700 x g por 10 minutos a 20 °C.
O soro foi descartado e o coagulo foi cortado em fragmentos de aproximadamente 1
grama, com o apoio de pinc¢as, bisturis e placas de Petri estéreis e livres de RNase.
O fragmento de coagulo foi inserido em Cell strainer, acoplado a um tubo de 50 mL,
e macerado com émbolo de seringa estéril. A rede de Cell strainer foi lavada com
aproximadamente 7 mL de meio RPMI-1640.

O excesso de meio RPMI foi descartado e 250 yL da amostra foram transferidos
para microtubo de 1,5 mL, devidamente identificado, e adicionados a 1 mL de
TRIzol™ Reagent (Invitrogen). A amostra foi armazenada a -80 °C para posterior

extracdo de RNA.
4.1.1.2 Amostras de fragmento de coagulo

As amostras de coagulos sanguineos foram centrifugadas a 700 x g por 10 minutos
a 20 °C. Os soros foram descartados e os coagulos foram cortados em fragmentos
de aproximadamente 1 grama, com 0 apoio de pincas, bisturis e placas de Petri
estéreis e livres de RNase. Os fragmentos de coagulos foram inseridos em
microtubos de 1,5 mL, devidamente identificados, e foi adicionado 1 mL de TRIzol™
Reagent (Invitrogen). As amostras foram armazenadas a -80 °C para posterior
extracdo do RNA.
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4.1.2 Extracdo de RNA
4.1.2.1 Extrac8do de RNA de amostra processada por Cell strainer

A amostra foi descongelada em gelo. A seguir, 200 puL de cloroférmio foram
acrescentados e a amostra foi agitada em vortex por 15 segundos, ficando 3 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 15.294 x g por
15 minutos a 4 °C e a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo. A fase
organica foi armazenada a -80 °C para posterior extracdo de DNA. Foram
adicionados 500 pL de isopropanol e 10 ug de glicogénio e a amostra foi incubada

overnight a -20 °C.

No dia seguinte a amostra foi descongelada a 4 °C, centrifugada a 15.294 x g por 10
minutos nesta temperatura, e o sobrenadante descartado com pipeta. Foi adicionado
1 mL de etanol 75% na amostra, que foi agitada em voértex por 15 segundos. A
amostra foi centrifugada a 5.974 x g por 5 minutos a 4 °C, e o sobrenadante
descartado com pipeta. O microtubo foi vertido por 10 minutos para completa
evaporacao do etanol e a amostra foi ressuspendida com 20 pL de agua livre de

nucleases. A amostra foi incubada por 10 minutos a 56 °C e por 1 hora a 4 °C.
4.1.2.2 Extracdes de RNA de amostras de fragmento de coagulo

Independente da forma de processamento dos fragmentos de coagulo, 0 RNA total
foi extraido utilizando o método do TRIzol™ Reagent (Invitrogen), como descrito a
seguir (item 4.1.2.2.1).

4.1.2.2.1 Extragcoes de RNA utilizando TRIzol™ Reagent em contato com o

fragmento de coagulo

As amostras tiveram seus codgulos retirados dos tubos, e estes foram armazenados
em microtubos contendo 500 uL de TRIzol™ Reagent (Invitrogen), para uso em

outros ensaios.

Utilizando o TRIzol™ que esteve em contato direto com os coagulos, foram
acrescentados 200 pL de cloroformio e as amostras agitadas em voértex por 15
segundos, ficando 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 15.294 x g por 15 minutos a 4 °C e a fase aquosa transferida
para um novo tubo. A fase organica foi armazenada a -80 °C para posterior extracao

de DNA. Foram adicionados 500 pL isopropanol e 10 pg de glicogénio e as amostras
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foram incubadas overnight a -20 °C. No dia seguinte, as amostras foram
descongeladas a 4 °C, centrifugadas a 15.294 x g por 10 minutos nesta temperatura,
e 0 sobrenadante descartado com pipeta. Foi adicionado 1 mL de etanol 75% nas

amostras, que foram agitadas em vortex por 15 segundos.

A seguir, as amostras foram centrifugadas a 5.974 x g por 5 minutos a 4 °C, e os
sobrenadantes descartados com pipeta. Os microtubos foram vertidos por 10
minutos para completa evaporagdo do etanol e as amostras foram ressuspendidas
com 20 uL de agua livre de nucleases. As amostras foram incubadas por 10 minutos
a 56 °C e por 1 horaa4-°C.

4.1.2.2.2 Extracdo de RNA com sonicador

Para fragmentacéo dos coagulos, as amostras foram inseridas em tubos de 15 mL e
submetidas as ondas sonoras, com auxilio de um sonicador do Laboratorio
Multiusuério de Produgéo de Recombinantes do Instituto René Rachou (IRR), por 10

segundos a 750 W de poténcia, com amplitude de 30%.

O RNA dessas amostras foi extraido utilizando o método do TRIzol™ Reagent

(Invitrogen), como descrito anteriormente (item 4.1.2.2.1).
4.1.2.2.3 Extracdo de RNA com bisturi e maceragédo com pistilo

Os coéagulos foram retirados dos tubos e cortados em fragmentos, com auxilio de
placas de Petri e bisturis estéreis. Os fragmentos foram inseridos em microtubos de

1,5 mL e macerados com pistilos autoclavados.

O RNA dessas amostras foi extraido utilizando o método do TRIzol™ Reagent

(Invitrogen), como descrito anteriormente (item 4.1.2.2.1).

4.1.2.2.4 Extracdo de RNA com congelamento por nitrogénio e maceracao com
pistilo

Os coagulos foram retirados dos tubos, inseridos em cadinhos de porcelana
previamente tratados com dietilpirocarbonato (DEPC) e autoclavados, e congelados
com nitrogénio liquido. Posteriormente, foram macerados com pistilos de porcelana

tratados com DEPC e autoclavados e inseridos em microtubos de 1,5 mL.

O RNA dessas amostras foi extraido utilizando o método do TRIzol™ Reagent

(Invitrogen), como descrito anteriormente (item 4.1.2.2.1).
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4.1.2.3 Tratamento de RNA com DNase

Em todos os protocolos de extracdo de RNA testados, o RNA obtido foi
imediatamente tratado com DNase — TURBO DNA-free™ (Ambion), seguindo o

protocolo do fabricante.

Foram adicionados 2,2 yuL de 10X TURBO DNase Buffer e 1 uL de TURBO DNase
nas amostras de RNA. Apds gentil agitacdo, as amostras foram incubadas a 37 °C
por 30 minutos. Foi adicionado mais 1 pL de TURBO DNase nas amostras, e elas

foram novamente incubadas a 37 °C por 30 minutos.

Apbés a segunda incubacdo, foram adicionados 4,8 pL de DNase Inactivation
Reagent. As amostras foram gentilmente agitadas, incubadas por 5 minutos em
temperatura ambiente e centrifugadas a 10.000 x g por 1,5 minutos. ApGs o0
tratamento, os RNAs foram retirados, com auxilio de pipeta, e transferidos para

novos microtubos.
4.1.2.4 Anadlises de integridade dos RNAs

Os RNAs tratados foram quantificados utilizando o kit Qubit™ RNA High Sensitivity
(Invitrogen), com auxilio do Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen), analisados quanto a
integridade, no sistema Bioanalyzer (Agilent, software versdo 2.6) e no Qubit 4
Fluorometer (Invitrogen), seguindo as orienta¢gdes dos fabricantes, e armazenados a

-80 °C para posterior sintese de cDNA.
4.1.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foram testados trés diferentes sistemas, que utilizam
Random primers e Oligo(dT)s, seguindo as orienta¢cdes do fabricante, e utilizando

para cada reagdo 200 ng de RNA de uma amostra processada por Cell strainer:
- lllustra™ Ready-To-Go™ PCR Beads (GE Healthcare);

- ImProm-II™ Reverse Transcriptase (Promega);

- High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific).

Apos a sintese, foram realizadas reagfes de PCR em tempo real quantitativa com 1
ML de cada cDNA, 5 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 3,5 pL de &gua livre de nucleases e 0,5 pL de iniciadores e sonda
especificos para GAPDH (20 X) (Hs02758991 g1, Thermo Fisher Scientific).
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As reagdes foram realizadas em duplicata no equipamento ViiA™ 7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), da Plataforma de PCR em tempo real do IRR, em trés
etapas. A primeira etapa consistiu em um ciclo de 50 °C por 2 minutos; a segunda
em um ciclo de 95 °C por 10 minutos; e a terceira em 40 ciclos de 95 °C por 15

segundos e 60 °C por 1 minuto.

Os resultados foram analisados no sistema QuantStudio® Real-Time PCR Software

(Applied Biosystems, software verséo 1.3).

4.1.3.1 Analises de amplificacdo dos cDNAs provenientes dos RNAs extraidos

e processados das diferentes formas

Ap6s a padronizacdo, foi utilizado o sistema High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher Scientific) e inibidor de ribonuclease RNasin®
(Promega), seguindo as orientacdes dos fabricantes, para sintese de cDNA das
amostras de RNA extraidas das diferentes formas. Foram realizadas reacdes de

PCR em tempo real quantitativa como descrito anteriormente (item 4.1.3).
4.1.4 Extracdes de DNA

As fases organicas das amostras utilizadas nas extragdbes de RNA das amostras
processadas por Cell strainer e daquelas utilizando o TRIzol™ Reagent em contato
com os fragmentos de coagulos, e armazenadas a -80 °C foram posteriormente

utilizadas em cinco diferentes testes de extragdes de DNA.
4.1.4.1 Extracao de DNA pelo método TRIzol™ Reagent

Os DNAs foram extraidos utilizando o método do TRIzol™ Reagent (Invitrogen).
Anterior a etapa de precipitacdo do DNA foi adicionada uma etapa de digestao do
coagulo sanguineo, com a finalidade de extrair maior quantidade de material

genético.

Foram adicionados 500 pL de etanol 70% nas amostras, que foram centrifugadas a
2.000 x g por 5 minutos a 4 °C. Depois foram adicionados 400 pL de tampé&o SNET,
composto de 1% de dodecil sulfato de sddio, 400 nM de cloreto de sédio, 5 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético com pH 8,0, e 20 mM de Tris-(hidroximetil)-
aminometano, com pH 8,0, diluido em &cido cloridrico; e 4 pL de proteinase K, e as

amostras foram incubadas overnight a 50 °C.

As demais etapas foram realizadas conforme orienta¢des do fabricante. As amostras
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de DNA foram ressuspendidas em 100 puL de agua livre de nucleases, quantificadas
utilizando o Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) e armazenadas a -20 °C para utilizacao

em ensaios de PCR.

Para a verificagdo da integridade dos DNAs, reacdes de PCR foram realizadas
utilizando o kit Platinum® Taqg DNA Polymerase (Invitrogen), sendo 2 uL de DNA; 0,1
pL de Platinum® Taq DNA Polymerase; 0,2 pL de dNTP (10 mM); 1 pL de 10X PCR
Buffer,-Mg; 0,3 puL de MgCI2 (50 nM); 6,4uL de &gua livre de nucleases; e 0,5 uL de
cada iniciador (10 uM) especifico para amplificar o éxon 7 do gene endégeno ABO
(419 pb), gentilmente cedidos por Dra. Tais Nobrega de Sousa e Me. Gabriel Luiz
Costa (OLSSON et al., 1998).

As reacOes foram realizadas em termociclador em quatro etapas: desnaturacéo
inicial a 96 °C por 8 minutos; 10 ciclos de 94 °C por 20 segundos e 69 °C por 1
minuto; 25 ciclos de 94 °C por 20 segundos e 64 °C por 30 segundos; e extensao
final a 72 °C por 1 minuto. Os produtos amplificados foram analisados em géis de
agarose 1% corados com brometo de etidio (VOYTAS, 2001).

4.1.4.2 Extracdo de DNA com kit QlAamp® DNA Blood Mini

Os DNAs de quatro amostras foram extraidos utilizando o kit QlAamp® DNA Blood
Mini (Qiagen), segundo orientagdes do fabricante, ressuspendidos em 50 pL de
agua livre de nucleases, quantificados utilizando o Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) e
armazenados a -20 °C para posterior ensaios de PCR e reacdo em cadeia da

polimerase quantitativa (QPCR).

Duas amostras foram utilizadas em reagdes de PCR com kit Platinum® Tagq DNA
Polymerase (Invitrogen), conforme descrito para as amostras extraidas pelo método
de TRIzol™ Reagent (Invitrogen) (item 4.1.4.1).

As outras duas amostras foram utilizadas em reacdes de PCR em tempo real
guantitativa, com 2 pL de cada DNA, 5 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 2 pL de agua livre de nucleases e 0,5 pL de cada iniciador (10

M) especifico para amplificar o éxon 7 do gene do grupo sanguineo ABO (419 pb).

As reacbes foram processadas no equipamento ViiA™ 7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), da Plataforma de PCR em tempo real do IRR, em trés etapas:

um ciclo de 95 °C por 5 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 68 °C por 30
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segundos e 72 °C por 1 minuto; e um ciclo de 95 °C por 15 segundos. Ao final, foi

realizada a curva de dissociacao para verificar a especificidade dos primers.

Os resultados foram analisados no sistema QuantStudio® Real-Time PCR Software

(Applied Biosystems, software verséo 1.3).
4.1.4.3 Extragcao de DNA com tampé&o BEB

As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 5 minutos a 4 °C, e o
sobrenadante descartado. Foram adicionados 5 mL de tamp&o BEB (do inglés, Back
Extraction Buffer), composto de 4 M de tiocianato de guanidina, 50 mM de citrato de

sédio e 1 M de Tris-(hidroximetil)-aminometano, na fase organica das amostras.

As amostras foram agitadas vigorosamente por 3 minutos e centrifugadas 12.000 x g
por 30 minutos em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram retirados e

armazenados em outros tubos.

As fases organicas das amostras foram incubadas por 5 minutos em 400 pL de
isopropanol, centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes

foram descartados.

Foram adicionados 500 pL de etanol 70% nas amostras, que foram agitadas por
inversao por 15 segundos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15

minutos a 4 °C, e os sobrenadantes descartados com pipeta.

Os DNAs foram ressuspendidos em 30 pL de agua livre de nucleases, quantificados
utilizando o Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) e armazenados a -20 °C para posterior
ensaio de gPCR para amplificar o éxon 7 do gene do ABO (419 pb), conforme

descrito anteriormente (item 4.1.4.2).
4.1.4.4 Extracdo de DNA com NucleoSpin® Tissue XS Kit

Os DNAs foram extraidos utilizando NucleoSpin® Tissue XS Kit (Macherey-Nagel),
segundo orientacdes do fabricante, ressuspendidos em 20 pL de agua livre de
nucleases, quantificados utilizando o Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) e
armazenados a -20 °C para posterior ensaio de gPCR para amplificar o éxon 7 do

gene do ABO (419 pb), conforme descrito anteriormente (item 4.1.4.2).
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4.1.4.5 Extracdo de DNA com Wizard® Genomic DNA Purification Kit

Os DNAs foram extraidos utilizando Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega), segundo orienta¢des do fabricante, ressuspendidos em 30 pL de &gua
livre de nucleases, quantificados utilizando o Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) e
armazenados a -20 °C para posterior ensaio de gPCR para amplificar o éxon 7 do

gene do ABO (419 pb), conforme descrito anteriormente (item 4.1.4.2).
4.2 Populacao de estudo — surto de 2017-2018

Foi realizado um estudo do tipo observacional, em parceria com o Hospital Eduardo
de Menezes, durante o surto de 2017-2018. As amostras de codgulo sanguineo dos
pacientes recrutados foram gentilmente cedidas pelo Grupo Integrado de Pesquisas
em Biomarcadores do IRR, com a colaboracdo da Dra. Andréa Teixeira de Carvalho
e da Ma. Jordana Rodrigues Barbosa Fradico. Também foram cedidas amostras de
pacientes que tiveram febre amarela e foram curados (grupo controle), as quais
foram selecionadas de forma a minimizar possiveis fatores de confusdo, como sexo
e idade dos pacientes. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para pesquisa
envolvendo seres humanos do IRR (CAAE 29456320.2.0000.5091, aprovagao n°
3.893.849/2020, CAAE # 72569317.2.0000.5091 e CAAE 82357718.5.0000.5091).
Os participantes ou representantes legalmente autorizados leram e assinaram o

termo de consentimento informado antes da insergédo na presente investigagao.
Foram selecionadas amostras de coagulo de trés tempos apds inicio dos sintomas:
- Estégio inicial apds a fase aguda: de 07 a 15 dias ap6s inicio dos sintomas;

- Estagio tardio apds a fase aguda: de 16 a 35 dias apos inicio dos sintomas;

- Estagio de recidiva da doenca: de 61 a 90 dias ap0s inicio dos sintomas.

As amostras foram divididas em seis grupos, denominados como descrito a seguir:

- FA 07-15d: pacientes efetivamente curados, de 07 a 15 dias apoés inicio dos

sintomas;

- FA 16-35d: pacientes efetivamente curados, de 16 a 35 dias apoés inicio dos

sintomas;

- FA 61-90d: pacientes efetivamente curados, de 61 a 90 dias apds inicio dos

sintomas;
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- Hep 07-15d: pacientes que apresentaram hepatite de recidiva tardia, de 07 a 15

dias apos inicio dos sintomas;

- Hep 16-35d: pacientes que apresentaram hepatite de recidiva tardia, de 16 a 35

dias apos inicio dos sintomas;

- Hep 61-90d: pacientes que apresentaram hepatite de recidiva tardia, de 61 a 90

dias apds inicio dos sintomas.
4.3 Selecao do painel de genes

Foi realizada uma busca na literatura por genes descritos com expressao alterada
durante infecg¢des virais, principalmente envolvendo flavivirus. Durante a selecdo dos
genes, buscamos a complementacao das vias avaliadas no trabalho da doutoranda
Jordana Fradico, visando uma cobertura mais completa de possiveis biomarcadores
alterados. Selecionamos genes relacionados as vias de interferon do tipo | e tipo |,
de interleucinas e de receptores tipo Toll, genes envolvidos na deteccao de agentes
patogénicos, no reconhecimento de produtos imunogénicos, no processo de
ativacdo da coagulacdo, e genes associados aos mecanismos de morte celular

programada e a propensao a apoptose.

Foram produzidos ensaios padronizados TagMan® Array Cards pela empresa
Thermo Fisher Scientific, a partir do painel de 48 genes selecionados. Foram
priorizados 0s ensaios que abrangem as juncdes éxon-éxon dos alvos. Dos 48
genes, quatro foram selecionados para serem utilizados como genes de referéncia,
por apresentarem expressao estavel em humanos durantes infec¢des por YFV e/ou
outras infecgdes virais, sendo eles: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
beta actina (ACTB), proteina de ligagdo a TATA-box (TBP) e RNA ribossémico 18S
(18S) (NYSTROM et al., 2004; RADONIC et al., 2005; YUE et al., 2010).

4.4 Extracao de RNA e DNA

As amostras do surto de 2017-2018 foram processadas pelo Grupo Integrado de
Pesquisas em Biomarcadores por Cell strainer ou os fragmentos de coagulos foram

diretamente armazenados em TRIzol™ Reagent (Invitrogen).

Apbs os resultados da padronizagéo, as amostras que foram processadas por Cell
strainer tiveram RNA extraido conforme o protocolo citado em 4.1.2.1, enquanto as

amostras de fragmentos de coagulos foram extraidas utilizando somente o TRIzol™
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Reagent (Invitrogen) que estava em contato com elas (item 4.1.2.2.1).

As amostras foram imediatamente tratadas com DNase — TURBO DNA-free™

(Ambion), conforme protocolo citado em 4.1.2.

Apbs a padronizacdo do método de extracdo de DNA, as amostras do surto de 2017-
2018 tiveram DNA extraido conforme o protocolo citado em 4.1.4.2, utilizando
QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen), e foram armazenadas a -20 °C para
posteriores ensaios de identificacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)

gue possam estar relacionados ao progndstico de hepatite de recidiva tardia.
4.5 Sintese de cDNA

As amostras de RNA do surto de 2017-2018, com concentragdo acima de 15 ng/pL,
foram utilizadas para a sintese de cDNA com o kit para transcricdo reversa High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) e inibidor de
ribonuclease RNasin® (Promega), seguindo as orientagbes dos fabricantes, com o
volume maximo de 13,2 uL e quantidade de até 2000 ng de RNA total por reacdo. As
amostras de RNA com concentracédo abaixo de 15 ng/uL foram armazenadas a -80

°C e ndo foram utilizadas nos demais ensaios.

Antes de serem utilizadas nos ensaios TagMan® Array Cards (Applied Biosystems),
as amostras foram testadas numa reag¢ao convencional de qPCR TagMan™. Foram
realizadas reacdes com amostras de cDNA sintetizadas a partir de 200 ng de RNA,
5 yuL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 uL de
iniciadores e sondas especificos para GAPDH (20 X) (Hs02758991 g1, Thermo
Fisher Scientific) e &4gua livre de nucleases em volume suficiente para reacdo de 10
puL, para avaliar se as amostras estavam sendo amplificadas a partir desta
quantidade de RNA.

As reagbes foram processadas no equipamento ViiA™ 7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), da Plataforma de PCR em tempo real do IRR, em trés etapas:
um ciclo de 50 °C por 2 minutos; um ciclo de 95 °C por 10 minutos; e 40 ciclos de 95

°C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.

Os resultados foram analisados no sistema QuantStudio® Real-Time PCR Software

(Applied Biosystems, software verséao 1.3).
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4.6 Ensaios TagMan® Array Cards

Foram sintetizados ensaios TagMan® Array Cards (Applied Biosystems), no formato
de 384 pocos, contendo sondas e iniciadores especificos, divididos em 8

reservatérios de 48 reaces individuais (1 yL cada).

As reacdes utilizando as amostras do surto de 2017-2018 foram realizadas com 50
pL de cDNA e 50 pL de TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems),
inseridos em cada reservatério dos cartbes. Os ensaios foram realizados em

duplicata.

Devido ao baixo rendimento de RNA na extracdo de algumas amostras, foram
utilizadas amostras de cDNA sintetizadas com diferentes quantidades de RNA,
variando de 120 a 400 ng de RNA inicial em cada reservatorio dos cartdes, sendo 30
amostras de 400 ng, cinco amostras de 250 ng, 42 amostras de 200 ng, duas

amostras de 150 ng e uma amostra de 120 ng.

Apos adicdo da mistura de cDNA e master Mix nos reservatorios, os cartdes foram
centrifugados a 331 x g por 1 minuto, duas vezes seguidas, e depois selados. Os

reservatérios foram removidos, seguindo as orientacdes do fabricante.

As reacdes foram executadas no equipamento de PCR em tempo real QuantStudio®
12K Flex (Applied Biosystems), da Plataforma de PCR em tempo real do IRR, em
duas etapas. A primeira consistiu em um ciclo de 92 °C por 10 minutos; e a segunda
em 40 ciclos de 95 °C por 1 segundo e 60 °C por 20 segundos.

Os dados brutos foram analisados na plataforma Thermo Fisher Connect™ (Applied
Biosystems), para obtencédo dos valores de Threshold cycle (Ct) e Relative threshold

cycles (Crt).
4.7 Analises de expresséo

As anadlises das amostras foram realizadas pelo método de Ct comparativo (ACt)
(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001), utilizando os valores de Crt normalizados com a
utiizacdo da média geométrica dos genes de referéncia que apresentaram
expressdo mais estavel nas amostras. Para avaliar a variabilidade de expressao dos
genes de referéncia, os valores de Crt obtidos para GAPDH, ACTB e 18S foram
avaliados no software NormFinder (ANDERSEN et al.,, 2004). A expressdo dos

genes selecionados foi determinada usando a quantificacdo relativa pelo método de
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2-ACrt

Foi realizada a analise de componente principal (PCA) no programa R (versao 4.1.0,
2021-05-18), com os pacotes missMDA (versao 1.18) e PCAtools (versédo 2.5.13).
Foram utilizados os valores de 22t de todos os genes, exceto CCL21, por

apresentar dados de expressdo em apenas uma amostra.

Foi construido um heatmap no programa R (verséo 4.1.0, 2021-05-18), com o pacote

pheatmap (versdo 1.0.12), utilizando os valores de 22" de todos os genes.

Também foi realizada analise de assinaturas de biomarcadores, com os valores de
2-2Crt Primeiramente foi calculada a mediana global dos valores de 22" para cada
gene. Foram consideradas altas respondedoras as amostras que apresentavam
valor acima da mediana. As frequéncias de amostras altas respondedoras em cada
grupo experimental foram utilizadas para montar as curvas ascendentes dos
biomarcadores no software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, Inc.). As

analises foram realizadas utilizando os dados de todos os genes, exceto CCL21.

Também foi realizada a construcdo de gréafico Upset com os biomarcadores de
frequéncia acima do percentil 50, usando o programa R (versao 4.1.2, 2021-11-01),

como pacote UpSetR (versao 1.4.0).

Os valores de 22¢t também foram usados para identificar as vias metabdlicas
associadas aos perfis de expressao génica, com o software MetaCore™ versao 22.1
build 70800 (GeneGo, Clarivate Analytics). As analises foram realizadas com as
medianas dos valores de expressao de cada gene, exceto CCL21, por grupo. O
grupo FA 61-90d foi utilizado como referéncia, sendo atribuido a ele valor de 1, e, a

partir dele, foi calculada a expressédo dos demais grupos.
4.8 Anédlises estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn, ambos realizados no software
GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, Inc.). Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante das grandes lacunas de conhecimento existentes a respeito da hepatite de
recidiva tardia nos surtos recentes e a partir de esforcos conjuntos rapidos de
médicos e pesquisadores para contornar a situagao, foi escrito um manual para o
ministério da saGde (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; MINISTERIO DA SAUDE,
2020d) e vaérios artigos para auxiliar no conhecimento e estabelecimento das
diretrizes para o manejo dos pacientes com febre amarela. Diante da emergéncia de
saude publica, foi feito um esfor¢co enorme para o aproveitamento e caracterizacao
de todas as amostras que pudessem ser coletadas. Assim, foram coletados sangue,

urina, saliva e, em casos extremos, biopsia de figado.

Nesse momento houve uma expansdo do conhecimento acerca da doenca: (i) o
virus foi identificado na urina de pacientes (BARBOSA et al., 2018); (ii) alguns
pacientes entre o periodo de intoxicacao (3 a 8 dias) e o periodo de convalescenca
(14 a 28 dias) apresentaram ictericia persistente e progressiva (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020d); e (iii) outros pacientes evoluiram para doenca grave, porém n&o
apresentaram febre em nenhum momento (LITVOC et al., 2018; MINISTERIO DA
SAUDE, 2020d). Apds aproximadamente trés meses da alta e suposta cura,
surgiram os primeiros relatos de pacientes com hepatite tardia (DENIS et al., 2019;
CASADIO et al., 2019; REZENDE et al., 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020d;
OSORIO et al., 2020).

5.1 Padronizacdo dos métodos de extracdo de RNA e DNA das amostras de

coagulo conservadas em TRIzol™ Reagent

As amostras destinadas a este trabalho foram os coagulos que no inicio foram
processados por Cell strainer, mas que, posteriormente, foram armazenados em
fragmentos em tubos contendo TRIzol™ Reagent. Devido a auséncia de protocolos
bem estabelecidos, aliada a nossa necessidade de quantidade suficiente de material
para analisar o maior numero de alvos possiveis, foi necessaria uma criteriosa
padronizacdo do método de extracdo de RNA para que pudéssemos otimizar a
guantidade de RNA recuperada de forma a possibilitar a utilizacdo nos ensaios de
gPCR para avaliacdo de biomarcadores que pudessem indicar a propensdo a

complicagfes futuras no quadro de alguns pacientes.

Portanto, foi preciso definir o método que permitiia a extracdo de quantidade
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suficiente de RNA para a realizacdo dos ensaios TagMan. Para simular o material
disponivel, sem que houvesse perda de amostras, inicialmente, foram obtidas 30
amostras de sangue de voluntarios saudaveis para realizacdo de testes e
padronizacdes. Dessas, 16 foram utilizadas na padronizacdo das extracdes de RNA.
Para as amostras obtidas que foram armazenadas em TRIzol™ Reagent como
fragmentos de coagulo, foi testado o processamento por Cell strainer, porém sem
éxito, pois o TRIzol™ Reagent que estava em contato com os coagulos dissolvia as

redes de Cell strainer.

Diante disso, foram buscadas alternativas para fragmentar os coagulos, sendo (i)
uso de sonicador, (ii) corte dos fragmentos com bisturi estéril, seguido de maceracéo
com pistilo autoclavado, e (iii) congelamento dos fragmentos com nitrogénio liquido

para posterior maceracao com pistilo autoclavado.

Uma vez que nenhuma das alternativas permitiu a completa fragmentacdo dos
coagulos, a extracdo de RNA a partir do TRIzol™ Reagent em contato com os

fragmentos também foi testada.

Na tabela 1 estdo apresentadas as concentracdes (ng/uL) de 16 amostras de RNA

processadas e extraidas pelos diferentes métodos descritos na metodologia.
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Tabela 1 — Concentracdes de RNA nas amostras processadas e extraidas por

diferentes métodos

Método de Método de extraco Identificador da
processamento das h & mostra Concentracéo (ng/pL)
utilizado
amostras
Cell strainer TRIzol™ Reagent 1 39,5
Sonicagéo + 2 1.220,0
™
Fragmento de coagulo TRIzol™ Reagent
3 84,0
Fragmento de coagulo EISHUT > (MRS ) A0
™
+ TRIzol™ Reagent 5 818,0
6 4,0
Congelamento por 7 132,0
] nitrogénio +

Fragmento de coagulo maceracso + 8 12,0
TRIzol™ Reagent 9 184,0

10 156,0

11 43,1

12 27,1

13 54,8

Fragmento de coagulo TRIzol™ Reagent

14 37,8

15 40,8

16 28,2

Fonte: elaborado pela autora.

Andlises de integridade por Bioanalyzer (Agilent) fornecem valores de Numero de
Integridade de RNA (RIN) entre 1,0 (RNA totalmente degradado) e 10,0 (RNA

totalmente integro). Os RNAs analisados apresentaram RIN entre 1,1 e 5,1,

indicando que os métodos de processamento, armazenamento e extracdo de RNA

utilizados degradaram as amostras.

Posteriormente, foi realizada a padronizacdo da sintese de cDNA com a amostra

processada por Cell strainer (amostra 1) e extraida por TRIzol™ Reagent, utilizando

trés diferentes kits: lllustra™ (GE Healthcare), ImProm-1I™ (Promega) e High-

Capacity (Thermo Fisher Scientific). Avaliamos a eficiéncia de cada um dos

protocolos pela amplificacdo de GAPDH por gPCR. Foram obtidos os seguintes
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valores médios de Ct para os cDNAs sintetizados com cada Kkit:

- lllustra™ Ready-To-Go™ PCR Beads: Ct médio de 23,427,

- ImProm-lI™ Reverse Transcriptase: Ct médio de 21,947;

- High-Capacity cDNA Reverse Transcription: Ct médio de 21,134.

Definimos que o melhor kit para transcricdo reversa foi o High-Capacity cDNA

Reverse Transcription, por amplificar o gene GAPDH mais precocemente que 0s

demais.

Para avaliar a amplificacdo das amostras que apresentaram degradacédo, foi

realizada a RT-gPCR, utilizando nove amostras de RNA extraidas e processadas de

diferentes formas. Na tabela 2 estdo apresentadas as médias dos Cts das

amplificac6es de um fragmento do gene GAPDH nas amostras de cDNA.

Tabela 2 — Média dos valores de Cts obtidos pela amplificacdo de um fragmento do
gene GAPDH em nove amostras de cDNAs, provenientes de RNAs extraidos e
processados por diferentes métodos

Método de Método de Identificador da Amplificagdo (média
processamento das ~ L
extracdo utilizado mostra de Cts)
amostras
Cell strainer TRIzol™ Reagent 1 23,702
Sonicacéo +
Fragmento de coagulo TRIzol™ Reagent 3 35,012
. Bisturi + maceracao
Fragmento de coagulo + TRIzol™ Reagent 4 36,608
Congelamento por
i nitrogénio +
Fragmento de coagulo maceragio + 8 37,759
TRIzol™ Reagent
11 23,463
13 24,277
Fragmento de coagulo TRIzol™ Reagent 14 23,6
15 24,753
16 25,721

Devido a amplificacao

Fonte: elaborado pela autora.

precoce de GAPDH na amostra 1, foi definido que as
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extragcbes de RNA das amostras do surto de 2017-2018 processadas por Cell
strainer seriam realizadas pelo método do TRIzol™ Reagent (Invitrogen), ja que
estas apresentaram amplificacdo mais precoce do gene GAPDH (mais de 10 Cts de
diferenca), com relacdo as demais amostras analisadas. As amostras com fragmento
de coagulo armazenado foram extraidas utilizando somente o TRIzol™ Reagent em
contato com os fragmentos, uma vez que estas apresentaram Cts semelhantes as

amostras processadas por Cell strainer.

O protocolo de menor eficiéncia foi o de congelamento por nitrogénio seguido de
maceracgao, apresentando diferenca de mais de 12 Cts em relagéo aos protocolos de
processamento por Cell strainer e utilizacdo do TRIzol™ Reagent em contato com os

fragmentos de coagulos.

Apesar do alto rendimento da concentracdo de RNA das amostras extraidas com o
bisturi seguido de maceracéo (Tabela 1), a amplificacéo tardia de GAPDH (Tabela 2)
indica que estas amostras provavelmente apresentaram grande degradacdo. E
possivel que os RNAs das células no interior dos coagulos estivessem totalmente

degradados, uma vez que néo ficaram em contato com um inibidor de RNase.

Foram realizadas, também, padronizacdes da extracdo de DNA, utilizando 14
amostras de sangue de individuos voluntarios saudaveis, visando otimizar a
extracdo de DNA da fase remanescente da extracdo de RNA para possiveis analises
posteriores, como, por exemplo, analise de SNPs nos pacientes apresentando
diferentes desfechos. As amostras processadas foram utilizadas em cinco diferentes
protocolos de extracdo de DNA, e analisadas por dosagem de concentragao,
amplificacdo do gene ABO e visualizacdo em géis de agarose 1% (amostras 17, 18,
19, 20, 21 e 22), ou amplificacdo do gene ABO em reacdes de gPCR (amostras 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30).

Na tabela 3 estdo apresentadas as concentracbes (ng/uL) e resultado das
amplificagbes (por visualizagdo em gel de agarose ou valores de Cts) de um
fragmento do gene ABO nas 14 amostras de DNA, provenientes de voluntarios

saudaveis, extraidas de diferentes formas.
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Tabela 3 — Concentracdes (ng/uL) e resultados das amplificacdes (visualizacdo em
gel de agarose 1% ou amplificacdo em RT-gPCR) de um fragmento do gene ABO

nas 14 amostras de DNAs extraidas por diferentes métodos

Método de extracédo Identificador Concentracéo Visualizacdo de - ~
o banda em gel Amplificagao (Ct)
de DNA utilizado da amostra (ng/uL)
de agarose 1%
17 Nao detectavel Nao -
18 0,166 Nao -
TRIzol™ Reagent

19 0,574 Nao -

20 0,254 Nao -

21 0,778 Sim -

22 0,376 Sim -

QlAamp®

23 Nao detectavel - Indeterminado
24 Nao detectavel - 32,425

25 Nao detectavel - Indeterminado

Tampéo BEB
26 0,564 - Indeterminado
27 Nao detectavel - Indeterminado
NucleoSpin®
28 Nao detectavel - Indeterminado
29 Nao detectavel - Indeterminado
Wizard®
30 Nao detectavel - Indeterminado

Fonte: elaborado pela autora.

Devido a amplificacdo do gene ABO somente nas amostras 21, 22 e 24, extraidas
com kit QlAamp® DNA Blood Mini (Qiagen), foi definido que o DNA das amostras do

surto de 2017-2018 seria extraido utilizando este kit.
5.2 Selecao de um painel de genes

Foi feita uma ampla busca na literatura por genes implicados em respostas a
infec¢des por flavivirus e virus em geral, alteracdes em quadros de hepatite e alvos
que ampliem ou confirmem os dados que estdo sendo gerados pela estudante de
doutorado Jordana Fradico que utiliza citometria de fluxo para avaliar os perfis de
mediadores solUveis no soro de pacientes com febre amarela que apresentam

diferentes progndsticos, incluindo hepatite de recidiva tardia.

A partir disso, foram selecionados 44 genes envolvidos em respostas a infeccdes

virais, principalmente flavivirus, em acometimentos no figado ou em hepatocitos
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(lipase hepética), no processo de apoptose celular (caspases 3, 8 e 9; interferons
alfa 2, beta 1 e gama; proteinas quinase ativadas por mitégenos 1 e 3; e receptor do
fator 2 estimulador de colonias subunidade beta) e no recrutamento e maturagéo de
células da resposta imune inata (ligantes de quimiocina C-C 4 e C-C 21, ligantes de
guimiocina C-X-C 1, C-X-C 2, C-X-C 10 e C-X-C 12; receptores de quimiocina C-X-C
1, C-X-C 2 e C-X-C 5; receptor do tipo Il de interleucina 1; interleucinas 10, 18, 21,
22, 27 e 33; receptores do tipo Toll 3 e 7; proteina 6 do linfoma de células B; fator

nuclear kappa-B 1; e fator de transformacao de crescimento beta-3) (Figura 7).

Além desses, foram escolhidos também os genes de: interleucinas 4 e 6, envolvidos
com resposta a infec¢des virais e resposta imune inata, e processos de reparo de
tecido hepatico lesionado; ligante de quimiocina C-C 19, envolvido na resposta
imune inata e na eliminacdo de virus no figado; receptor de morte de superficie
celular, membro 1A da superfamilia do receptor de TNF e membro 10 da
superfamilia de TNF, envolvidos nos processos de apoptose e lesGes em células
hepéticas; catepsina G, elastase expressa por neutrofilos e mieloperoxidase,
envolvidos na liberagdo de armadilhas extracelulares dos neutrofilos; fator de
coagulacéo V, envolvido nos processos de coagulacao; receptor 1 do peptideo formil
e modulador de espécies reativas de oxigénio 1, envolvidos na producdo de
espécies reativas de oxigénio; e fragmento Fc do receptor e transportador de IgG,

envolvido no processo de transporte de IgG (Figura 7).

Mais informacdes a respeito desses genes e seus papéis em infec¢des virais seréo

detalhados posteriormente.

Também foram selecionados quatro genes que serviram como possiveis genes de
referéncia: GAPDH, ACTB, TBP e 18S, que foram escolhidos por serem
normalmente usados em trabalhos com amostras humanas, além de apresentarem
expressdes estaveis em células humanas infectadas por virus, incluindo YFV
(RADONIC et al, 2005; BARBER et al, 2005; MORI et al, 2008; HOLFORD et al,
2008; KUCHIPUDI et al, 2012).

Os ensaios TagMan® Array Cards foram desenvolvidos a partir do painel dos 48
genes selecionados e sintetizados pela empresa Thermo Fisher Scientific. Os genes

e suas posicoes nos cartdes estdo representados na figura 7.
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Figura 7 — Genes selecionados e suas posi¢des nos ensaios TagMan® Array Cards

1- IFNA2 (Hs00265051 s1) 25- CXCR5 (Hs00173527_m1) ‘, !
2- GAPDH (Hs02758991 g1) 26- CCL4 (H599999148 m1)
3. IFNB1 (Hs01077958 s1) 27-CCL19 (Hs00171149 m1)
4- FNG (Hs00989291 m1) 28- CCL21 (Hs00171076_m1) . ./\. ’s
5-IL4 (Hs00174122_m1) 29- MPO (Hs00165162_m1) 2 ./\. 26
6- 1L6 (Hs00174131_m1) 30- ELANE (Hs00236952_m1) 3 /\‘ 27
7-1L10 (Hs00961622_m1) 31- CTSG (Hs00175195 m1) 4 ./\. 28
8- IL18 (Hs01038788 m1) 32- ROMO1 (Hs0D603977 m1) | 5 ./\. 29
9.1121 (Hs00222327 m1) 33 ACTB (Hs01060665 g1} 6 ./\. 30
10- IL22 [Hs01574154_m1) 34- CASP3 (Hs00234387_m1) 7 ./\. 31
11- 185 (Hs99999901 s1) 35- CASP8 (Hs01018151_m1) 8 ./\. 32
12- 1127 [Hs00377366_m1) 36- CASP9 (Hs00962278_m1) 9 ./\. 33
13- IL33 [Hs04931857_m1) 37- FAS (Hs00236330_m1) 10 ./\. 34
14- IL1R2 (Hs00174759 m1) | 38- TNFSF10 (Hs00921974 m1) | 11 ?Q 35
15- TGFB3 [Hs01086000 m1) |39- TNFRSF1A (Hs01042313 m1)| 12 ./\. 36
16- TLR3 (Hs01551079 g1) 40- MAPK1 (Hs01046830 m1) 13 ./\. 37
17- TLR7 {Hs00152971_m1) 41- MAPK3 (Hs00385075 m1) 14 /\. 38
18- BCLG (Hs00153368 m1) | 42- NFKB1 (Hs00765730 m1) 15 ./\. 33
19- CXCL1 (Hs00236937 m1) | 43- CSF2RB (Hs00166144 m1) | 1P /\' 40
20- CXCL2 (HsD0601975 m1) | 44- FCGRT (Hs00175415 m1) 17 /\. 41
21- CXCL10 (Hs00171042_m1) | 45- FPR1 (HsD0181830_m1) 18 ./\. 42
22- CXCL12 (Hs03676656_mH) |  46- LIPC (Hs00165106_m1) ;g /\‘ :i
23- CXCR1 (Hs00174146_m1) 47-TBP (Hs00427620_m1) 2 ./\. a5
24- CXCR2 (Hs01011557_m1) 48 F5 (Hs00914105 _m1) - ./\. st
23 /\. 47
24 ./ \. a8

Representacéo do painel de genes selecionados, c6digos dos ensaios comerciais e suas posi¢des
nos cartdes. IFNA2: Interferon alfa 2; GAPDH: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; IFNBL1:
Interferon beta 1; IFNG: Interferon gama; IL4: Interleucina 4; IL6: Interleucina 6; IL10: Interleucina 10;
IL18: Interleucina 18; IL21: Interleucina 21; IL22: Interleucina 22; 18S: RNA ribossémico 18S ; IL27:
Interleucina 27; IL33: Interleucina 33; IL1R2: Receptor do tipo Il de interleucina 1; TGFB3: Fator de
transformacgéo de crescimento beta-3; TLR3: Receptor do tipo Toll 3; TLR7: Receptor do tipo Toll 7;
BCL6: Gene da proteina 6 do linfoma de células B; CXCL1: Ligante de quimiocina 1; CXCL2: Ligante
de quimiocina 2; CXCL10: Ligante de quimiocina 10; CXCL12: Ligante de quimiocina 12; CXCR1:
Receptor de quimiocina CXC tipo 1; CXCR2: Receptor de quimiocina CXC tipo 2; CXCR5: Receptor
de quimiocina CXC tipo 5; CCL4: Ligante de quimiocina CC tipo 4; CCL19: Ligante de quimiocina CC
tipo 19; CCL21: Ligante de quimiocina CC tipo 21; MPO: Mieloperoxidase; ELANE: Elastase; CTSG:
Catepsina G; ROMO1: Modulador de espécies reativas de oxigénio 1; ACTB: Beta-actina; CASP3:
Caspase 3; CASP8: Caspase 8; CASP9: Caspase 9; FAS: Receptor de morte celular; TNFSF10:
Membro da super familia de TNF10; TNFRSF1A: Receptor da super familia de TNF1A; MAPK1:
Proteina quinase 1; MAPK3: Proteina quinase 3; NFKB1: Fator nuclear Kappa-f subunidade 1;
CSF2RB: Subunidade beta do receptor do fator 2 de estimulagéo de colénias; FCGRT: Fragmento Fc
do receptor e transportador de 1gG; FPR1: Receptor 1 do peptideo formil; LIPC: Lipase C hepética;
TBP: Proteina de ligagdo a TATA-box; F5: Fator de coagulacéo V. Fonte: elaborado pela autora.

5.3 Anélise das amostras — surto de 2017-2018

Uma vez estabelecidos os melhores protocolos para a extracdo de acidos nucleicos
das amostras do surto de febre amarela de 2017-2018 em Minas Gerais, foram

selecionadas e obtidas 62 amostras de coagulos de pacientes que apresentaram
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hepatite de recidiva tardia e 62 amostras de codgulos de pacientes que
apresentaram febre amarela e foram efetivamente curados (grupo controle),

totalizando 124 amostras..

Dentro da disponibilidade de amostras de pacientes que apresentaram hepatite de
recidiva tardia, foram selecionadas aquelas coletadas em trés diferentes tempos:
entre 07 e 15 dias ap0s inicio dos sintomas (estagio inicial apés a fase aguda);
entre 16 e 35 dias apds inicio dos sintomas (estagio tardio apos a fase aguda); e

entre 61 e 90 dias apds inicio dos sintomas (estagio de recidiva da doenca).

Apesar da maioria das amostras serem provenientes de individuos do sexo
masculino e em idade laboral (30 a 60 anos), ndo foram descartadas do estudo as
amostras provenientes de individuos de outras idades e do sexo feminino. As
amostras do grupo controle apresentavam caracteristicas semelhantes as do grupo

hepatite de recidiva tardia.

O grupo hepatite de recidiva tardia € composto de amostras de pacientes entre 14 a
67 anos, sendo 43 amostras de individuos do sexo masculino e 19 de individuos do
sexo feminino. Enquanto o grupo controle é composto de amostras de pacientes
entre 17 a 65 anos, sendo 46 amostras de individuos do sexo masculino e 16 de

individuos do sexo feminino.

As 124 amostras obtidas tiveram os RNAs extraidos e quantificados, porém somente
as amostras que apresentaram concentracdo acima de 15 ng/uL foram utilizadas na

sintese de cDNA.

Primeiramente, os cDNAs sintetizados a partir das amostras de RNA foram utilizados
em ensaio de qPCR para avaliar a viabilidade de utilizacdo nos ensaios TagMan®
Array Cards. Foram utilizados cDNAs sintetizados a partir de 200 ng de RNAs. Uma
vez que nossas amostras eram limitadas e a quantidade de genes a serem
analisados era consideravelmente grande e estes apresentam niveis de expressao
variaveis, baseamos nossos calculos de quantidade de RNA no protocolo dos
ensaios TagMan® Array Cards para genes que apresentam expressdao moderada, o0

qual recomenda a utilizacdo de 100 a 200 ng de cDNA por reservatorio.

Foi definido que, para realizar as reacdes de gPCR com o0s ensaios TagMan® Array
Cards, as amostras que apresentaram valor de Ct para deteccédo dos transcritos de

GAPDH inferior a 28 deveriam ser priorizadas, uma vez que valores tardios de Ct
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podem indicar que a amostra esta degradada.

Para a realizacdo da gqPCR nos ensaios de TagMan® Array Cards, foram

selecionadas 80 amostras, divididas nos seis grupos em estudo:

- FA 07-15d: 10 amostras de pacientes efetivamente curados, de 07 a 15 dias apés

inicio dos sintomas;

- FA 16-35d: 11 amostras de pacientes efetivamente curados, de 16 a 35 dias apds

inicio dos sintomas;

- FA 61-90d: 20 amostras de pacientes efetivamente curados, de 61 a 90 dias apés

inicio dos sintomas;

- Hep 07-15d: 08 amostras de pacientes que apresentaram hepatite de recidiva

tardia, de 07 a 15 dias apds inicio dos sintomas;

- Hep 16-35d: 11 amostras de pacientes que apresentaram hepatite de recidiva

tardia, de 16 a 35 dias ap0s inicio dos sintomas;

- Hep 61-90d: 20 amostras de pacientes que apresentaram hepatite de recidiva

tardia, de 61 a 90 dias apds inicio dos sintomas.

Para os grupos FA foram utilizadas amostras provenientes de pacientes com idade
entre 17 e 65 anos (mediana de 47 anos), sendo 28 amostras de pacientes do sexo

masculino e 13 do sexo feminino.

Para os grupos Hep foram utilizadas amostras provenientes de pacientes com idade
entre 14 e 66 anos (mediana de 48 anos), sendo 28 amostras de pacientes do sexo

masculino e 11 do sexo feminino.

ApoOs a realizacdo de ensaios de 8 TagMan® Array Cards com a quantidade inicial
de 200 ng, incluindo 32 amostras, e avaliacao dos Cts obtidos, foram aumentadas as
quantidades iniciais de RNA nos ensaios, a fim de se contornar problemas na

deteccado da expresséo de alguns dos genes avaliados.

Apbs a realizagdo de ensaios dos 20 TagMan® Array Cards, analises no software
NormFinder, utilizando os Crts obtidos, indicaram que os valores de variabilidade de
expressdo dos genes normalizadores foram: 0,274 para 18S; 0,059 para ACTB; e
0,027 para GAPDH (Gréfico 1). O gene TBP nao foi expresso em todas as amostras

e, como nao foi possivel calcular sua variabilidade de expresséo, nao foi utilizado
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como gene normalizador.

Grafico 1 — Valores de variabilidade de expresséo dos genes normalizadores (18S,
ACTB e GAPDH) utilizando NormFinder
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Valores de variabilidade de expressdo dos genes normalizadores: RNA ribossémico 18S (18S), Beta-
actina (ACTB) e Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). A analise foi realizada com software
NormFinder. Fonte: elaborado pela autora.

Os genes normalizadores GAPDH e ACTB apresentaram expressao mais estavel
nas amostras analisadas e foram utilizados como genes de referéncia nas demais

analises.

Os valores de 22C" foram plotados nos graficos a seguir e utilizados em analises
estatisticas com testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de
Dunn. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05.

Caspase 3 (CASP3), caspase 8 (CASP8) e caspase 9 (CASP9) sdao membros da
familia das proteases de cisteina-aspartato, e sdo as principais caspases envolvidas
na apoptose celular (LIU et al., 2002; JIANG et al., 2011; BEROSKE et al., 2021).
Sendo a CASP3 a principal caspase responsavel pela apoptose celular. Caspases 8

e 10 sdo responsaveis pela ativagdo da CASP3 na via extrinseca da apoptose,
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enquanto CASP9, citocromo C e outras proteinas, sdo responséveis pela ativacdo
da CASP3 na via intrinseca da apoptose (YANG et al., 2003; RAMANATHAN et al.,
2006; PRIKHOD'KO et al., 2020; BEROSKE et al., 2021).

No gréfico 2 estdo representadas as médias dos valores de 2" da expressao de

CASP3, CASP8 e CASP9 nas amostras dos seis grupos avaliados.

Gréfico 2 — Expressao de CASP3, CASP8 e CASP9 nas amostras, por grupo
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pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido de pods-teste de Dunn (* p < 0,05). Fonte:
elaborado pela autora.
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Foi observado que CASP3 € 0,88 vezes mais expressa nhos pacientes que
apresentaram febre amarela e foram efetivamente curados, no estagio tardio apos
fase aguda (16-35d), quando comparado aos mesmos individuos durante o estagio
de recidiva (61-90d), bem como 0,71 vezes mais expressa quando comparado com
individuos que apresentaram hepatite tardia, na mesma fase (16-35d). CASP8 é
0,89 vezes mais expressa nos pacientes que apresentaram febre amarela e foram
efetivamente curados, no estagio tardio apds fase aguda (16-35d), quando
comparado com individuos que apresentaram hepatite tardia, na mesma fase (16-
35d). CASP9 parece ter expressao constante nos individuos dos seis grupos

avaliados.

As caspases estdo envolvidas na eliminacdo de flavivirus, por meio da apoptose
celular (GHOSH et al.,, 2014; OKAMOTO et al.,, 2014), e o aumento de suas
expressdes em individuos que foram efetivamente curados, no estagio tardio apés
fase aguda (FA 16-35d), pode indicar que CASP3 e CASPS8 sédo importantes para
resolucdo da infeccdo, o que ndo é observado para os pacientes que evoluem para

hepatite tardia.

Os ligantes de quimiocina C-C 4 (CCL4), C-C 19 (CCL19) e C-C 21 (CCL21) séo
proteinas quimioatratoras de macréfagos, células NK, células dendriticas e linfécitos
T, participando dos processos de migracdo, maturacdo e diferenciacdo celular (AL-
AOQUKATY et al., 1998; BYSTRY et al., 2001; BONACCHI et al., 2003; EBERHARD
et al., 2004; MARSLAND et al., 2005; PICKENS et al., 2011; CHENG, N. L., et al.,
2015; SHAMOUN et al., 2021).

CCL4 modula negativamente a expressao de receptor de quimiocina C-C 5 (CCR5),
inibindo a entrada do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) em linfocitos T
CD4*. CCL4 é mais expresso em mondcitos e linfécitos T de idosos do que de
adultos jovens, podendo estar relacionado com processos de suscetibilidade as
doencas e senescéncia celular (COCCHI et al., 1995; GUAN et al., 2002;
FRANCESCHI & CAMPISI, 2014; CHENG, N. L., et al., 2015).

No gréfico 3 estdo representadas as médias dos valores de 2" da expressao de

CCL4, CCL19 e CCL21 nas amostras dos seis grupos avaliados.
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Grafico 3 — Expressao de CCL4, CCL19 e CCL21 nas amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 22C" da expressdo de CCL4 (A), CCL19 (B) e CCL21 (C). Os valores
foram plotados por grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA 61-90d
(A) e Hep 61-90d (A). A linha vermelha representa a mediana, A andlise estatistica foi realizada

pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn. Fonte: elaborado pela
autora.

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa da expressao dos

genes entre os diferentes grupos avaliados.

CCL4 é mais expresso em todas as amostras, quando comparado a CCL19,
engquanto a expressao de CCL21 foi detectavel somente em um paciente (dado néo
mostrado). CCL19 e CCL21 sdo sabidamente pouco expressos nas condicdes

analisadas, o que justifica a amplificacdo desses genes em poucos individuos
(KAPUSHESKY et al., 2010).

Os ligantes de quimiocina C-X-C 1 (CXCL1) e C-X-C 2 (CXCL2) sdo membros da
familia das citocinas e quimioatratores de neutrofilos, linfocitos T citotoxicos e células
NK. Enquanto os ligantes de quimiocina C-X-C 10 (CXCL10) e C-X-C 12 (CXCL12)
sdo membros da familia das citocinas e quimioatratores de linfécitos T de memoaria

(PIQUERAS et al., 2006; SCHNEIDER et al., 2012; IMAIZUMI et al., 2015; CHEN et
al., 2020; YAN, Q., et al., 2021).

No gréafico 4 estdo representadas as médias dos valores de 22C" da expresséo de
CXCL1, CXCL2, CXCL10 e CXCL12 nas amostras dos seis grupos avaliados.
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Grafico 4 — Expressao de CXCL1, CXCL2, CXCL10 e CXCL12 nas amostras, por
grupo
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(m), FA 61-90d (A) e Hep 61-90d (A ). A linha vermelha representa a mediana_ A analise estatistica foi

realizada pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido de pods-teste de Dunn. Fonte:
elaborado pela autora.

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa da expressao dos

genes entre os diferentes grupos avaliados.

CXCL1 tem atividade hepatotoxica direta e de quimioatracdo de leucdcitos,
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sugerindo ser de grande importancia para eliminag&o viral no figado na fase aguda
da doenca (LISBONNE et al., 2011), enquanto CXCL10, em individuos infectados
pelo virus da hepatite C, € capaz de desencadear inflamacéo e lesbes hepaticas

(ZEREMSKI et al., 2008), o que néo foi observado em nossos resultados.

Os receptores de quimiocina C-X-C 1 (CXCR1), C-X-C 2 (CXCR2), e C-X-C 5
(CXCR5) participam do processo de tréfico e direcionamento de linfécitos T para os
locais de infeccdo e inflamagdo. CXCR1 e CXCR2 também participam da
quimioatracdo de neutréfilos (VAN AALDEREN et al., 2014; XU et al., 2016; YAN,
Q., et al., 2021). Ainda, CXCR5 ¢é expresso em cerca de 20% dos linfocitos T de
memo©ria circulantes no sangue. Linfocitos B e T de memaria que expressam CXCR5
sdo atraidos por CXCL13, induzindo aumento na producdo de IgG (PIQUERAS et
al., 2006; DEGOTTARDI et al., 2020).

No gréfico 5 estdo representadas as médias dos valores de 2" da expressao de

CXCR1, CXCR2 e CXCR5 nas amostras dos seis grupos avaliados.
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Grafico 5 — Expressao de CXCR1, CXCR2 e CXCR5 nas amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 22" da expressdo de CXCR1 (A), CXCR2 (B) e CXCR5 (C). Os valores
foram plotados por grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA 61-90d
(A) e Hep 61-90d (A). A linha vermelha representa a mediana, A andlise estatistica foi realizada

pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn (* p < 0,05). Fonte:
elaborado pela autora.

CXCRL1 é 1,97 vezes mais expresso nos pacientes que apresentaram febre amarela
e foram efetivamente curados, no estagio inicial apos fase aguda (07-15d), quando
comparado com individuos que apresentaram hepatite tardia, na mesma fase (07-

15d). CXCL1 esta envolvido nos processos de controle de replicacdo e eliminacéo
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de WNV (MICHLMAYR & LIM, 2014).

CXCR1 também € 1,6 vezes mais expresso nos pacientes que apresentaram
hepatite tardia, no estagio tardio apos fase aguda (16-35d), quando comparado com
0s mesmos individuos, no estagio inicial apos a fase aguda (07-15d). CXCR2 é 1,43
vezes mais expresso nos pacientes que apresentaram hepatite tardia, no estagio
tardio apds fase aguda (16-35d), quando comparado com os mesmos individuos, no
estagio inicial apos a fase aguda (07-15d). Nao foi possivel observar diferenca
estatisticamente significativa da expressdo de CXCR5 entre os diferentes grupos

avaliados.

Os interferons-alfa e -beta sdo interferons do tipo | que sinalizam por meio do
receptor IFNAR, composto pelas subunidades IFNARL1 (IFN do tipo | se ligam a ele
com baixa afinidade) e IFNAR2 (IFN do tipo | se ligam a ele com alta afinidade)
(LAZEAR et al., 2019).

A inducdo de interferons faz parte de uma resposta antiviral importantissima, sendo
a primeira linha de defesa e pode levar a apoptose celular. A resposta de IFN do tipo
| € mais potente e pré-inflamatéria. Infec¢des por Flavivirus sdo capazes de inibir a
transcricdo do gene que induz a producdo de IFNs (MLERA et al., 2014; LAZEAR et
al., 2019; PARK & IWASAKI, 2020).

O interferon-gama (IFNG) é um interferon do tipo IlI, que sinaliza por meio do
receptor IFNGR, composto pelas subunidades IFNGR1 e IFNGR2. IFNGR1 é
expresso moderadamente na superficie de quase todas as células, enquanto
IFNGR2 é expresso em baixos niveis e de acordo com a diferenciacdo ou ativacédo
da célula. IFNG é produzido por células NK e células T, e sua expressao € induzida
por interleucinas 12, 15, e 18, e interferons do tipo | (SHRESTHA et al., 2006;
CASTRO et al., 2018).

No gréafico 6 estdo representadas as médias dos valores de 2-4C" da expresséo de
interferon-alfa 2 (IFNA2), interferon beta 1 (IFNB1), e IFNG nas amostras dos seis

grupos avaliados.
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Grafico 6 — Expressao de IFNA2, IFNB1 e IFNG nas amostras, por grupo
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testes de Mann-Whitney (* p<0,05) e Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn. Fonte: elaborado
pela autora.

7

Foi observado que IFNG é 2,76 vezes mais expresso nos pacientes que
apresentaram febre amarela e foram efetivamente curados, no estagio inicial apos
fase aguda (07-15d), quando comparado aos mesmos individuos no estagio de
recidiva da doenca (61-90d).

Estudos mostram que o IFNG participa da ativagdo de macrofagos e expressédo de
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moléculas do MHC de classes | e Il durante a infeccdo por YFV, além de ser capaz
de restringir a replicacdo e disseminacdo do virus da febre amarela em
camundongos com deficiéncia nos receptores de interferon do tipo |. Essa resposta
€ capaz de promover imunidade protetora e de longa duracao contra o tipo selvagem
do virus da febre amarela nesses camundongos (QUARESMA et al., 2013; LAM et
al., 2018).

O IFN também estd envolvido na protecdo contra paralisia causada pelo virus da
dengue no sistema nervoso central de camundongos, bem como na restricdo da

replicagéo viral nos tecidos extraneurais (PRESTWOOD et al., 2012).

A expressdo aumentada de IFNG na fase de resolugcdo da infeccéo, ou seja, logo
apos a fase aguda, nos pacientes efetivamente curados, pode indicar que este gene
€ importante para gerar uma resposta adequada de recrutamento das células do
sistema imune para resolucdo da infeccéo, o que ndo € observado para os pacientes

gue evoluem para hepatite tardia.

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa da expressao dos

genes de interferons-alfa e -beta entre os diferentes grupos avaliados.

A interleucina 1 (IL-1) € uma citocina pro-inflamatdria produzida por macrofagos e
monacitos, que sinaliza por meio dos receptores tipo | de interleucina 1 (IL-1R1) e
tipo Il de interleucina 1 (IL-1R2) (DE OLIVEIRA et al., 2011).

A interleucina 4 (IL-4) € uma citocina anti-inflamatéria produzida por basdbfilos,
eosindfilos, mastdcitos e linfécitos T (DE OLIVEIRA et al., 2011; SCHAEFFER et al.,
2015). A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pro-inflamatéria e anti-inflamatoria
produzida por macréfagos, mondcitos e neutrofilos. Em infeccbes por YFV foi
observada maior expresséo de IL6, principalmente em pacientes com febre amarela
hemorragica fatal, quando comparado a pacientes com febre amarela nao
hemorragica e ndo fatal (TER MEULEN et al.,, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2011,
HOGE et al., 2013; O'BRIEN et al.,, 2015; HOLANDA et al.,, 2019). IL-4 e IL-6
participam dos processos de reparo de tecidos e proliferacdo de hepatocitos em
figados lesionados (GOH et al., 2013).

A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatdria produzida por quase todas
as células do sistema imune adaptativo e inato (SARAIVA & O’GARRA, 2010; DE
OLIVEIRA et al., 2011; ROJAS et al., 2017). A IL-10 tem capacidade de regular as
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respostas inflamatoérias, diminuindo a expressdo de MHC de classe Il e inibindo a
producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a) por mondcitos de
individuos vacinados com YF-17DD (MALEFYT et al.,, 1991; SILVA et al.,, 2011;
MARTINS et al., 2008).

Apo6s a inducéo de interferon do tipo I, a IL-10 é induzida por células dendriticas e
macréfagos, limitando possiveis danos aos tecidos causados pelo processo
inflamatoério. Porém, pode favorecer infec¢des cronicas quando é muito expressa ou

expressa por longo periodo (ROJAS et al., 2017).

A interleucina 18 (IL-18) é uma citocina pré-inflamatéria produzida por macrofagos e
mondcitos, e mais expressa em pacientes infectados com DENV (VALERO et al.,
2019).

A interleucina 21 (IL-21) € uma citocina pré-inflamatéria produzida principalmente por
linfécitos T, e esta associada a maior producdo de IgG especifico contra DENV
(NURIEVA et al., 2009; VIVANCO-CID et al., 2014).

A interleucina 22 (IL-22) € uma citocina anti-inflamatoria produzida por linfécitos T e
células NK, que esta envolvida no processo de protecdo e sobrevivéncia dos
hepatocitos, prevenindo e reparando lesdes hepaticas. IL-22 também apresenta
perfil pré-inflamatorio em individuos com doenca de Crohn (RADAEVA et al., 2004;
BRAND et al., 2006; ZENEWICZ et al., 2007; WANG et al., 2012).

A interleucina 27 (IL-27) € uma citocina anti-inflamatéria produzida por linfécitos T
produtores de IL-10. IL-27 também apresenta perfil pro-inflamatério, quando,
juntamente com a interleucina 12, promove resposta Thl induzida por IFNG. Esta
envolvida na inibicdo da replicagdo do HIV-1, em linfécitos T e macréfagos, e de
HCV, nos hepatocitos (FRANK et al.,, 2010; SCOTTO et al.,, 2011; APARICIO-
SIEGMUND & GARBERS, 2015).

A interleucina 33 (IL-33) é uma citocina pro-inflamatoria expressa em células
endoteliais e epiteliais, mastocitos, linfocitos T, eosinofilos, basofilos, células
dendriticas e células NK. Durante a infeccdo por DENV2, IL33 é mais expressa e
induz a quimioatragdo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias, agravando os
sintomas (FRANCA et al., 2016; MARQUES et al., 2018).

No gréfico 7 estdo representadas as médias dos valores de 2C" da expressao de
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ILIR2, IL4, IL6, 1L10, IL18, IL21, IL22, IL27 e IL33 nas amostras dos seis grupos
avaliados.

Gréafico 7 — Expressao de IL1R2, IL4, IL6, IL10, IL18, IL21, I1L22, IL27 e IL33 nas
amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 2" da expressdo de IL1IR2 (A), IL4 (B), IL6 (C), IL10 (D), IL18 (E),
IL21 (F), IL22 (G), IL27 (H) e IL33 (I). Os valores foram plotados por grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-
15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA 61-90d (A) e Hep 61-90d (A). A linha vermelha
representa a mediana, A analise estatistica foi realizada pelos testes de Mann-Whitney (* p<0,05) e
Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn (o p<0,05). Fonte: elaborado pela autora.

ILLIR2 é 1,74 vezes mais expressa nos pacientes que apresentaram hepatite tardia,
no estagio de recidiva da doenca (61-90d), quando comparado aos mesmos

individuos, no estagio inicial apos a fase aguda (07-15d).
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IL10 é 2,14 vezes mais expressa nos pacientes que apresentaram hepatite tardia, no
estagio inicial apés a fase aguda (07-15d), quando comparado aos mesmos
individuos, no estagio tardio apos a fase aguda (16-35d), bem como 1,65 vezes mais
expressa quando comparado aos mesmos pacientes no estagio de recidiva da
doenca (61-90d).

Foi observado que IL18 € 1,57 vezes mais expressa em pacientes que apresentaram
hepatite tardia, no estagio de recidiva da doenca (61-90d), quando comparado aos
mesmos individuos, no estagio inicial (07-15d), bem como 1,31 vezes mais
expressa quando comparado aos mesmos pacientes no estégio tardio (16-35d) apés

a fase aguda.

Como previamente mencionado, IL18 é uma citocina pro-inflamatéria produzida por
macrofagos e mondcitos. A expressdo aumentada de IL18 em individuos
apresentando hepatite tardia (61-90d) pode ser devido a processos inflamatorios

existentes pela presenca do virus.

No estagio tardio apés a fase aguda (16-35d), foi observado que IL18 é 0,97 vezes
mais expressa nos individuos que apresentaram febre amarela e foram efetivamente

curados, quando comparado aos pacientes que apresentaram hepatite tardia.

IL18 codifica uma citocina proé-inflamatéria e € mais expresso em pacientes
infectados com DENV e ZIKV (VALERO et al.,, 2018; VALERO et al., 2019). E
possivel que os pacientes consigam resolver a infeccdo devido a um perfil mais
inflamado no periodo inicial da infeccdo e que é importante para acionar
mecanismos imunes que contribuem para a resolugcéo da infecgéo viral (FRADICO et

al, 2021, comunicacao pessoal).

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa da expressao dos
genes IL4, IL6, IL21, IL22, IL27 e IL33 entre os diferentes grupos avaliados. A
expressado de IL21 e IL33 foi detectada somente em alguns individuos, independente

do desfecho clinico.

Proteinas quinase ativadas por mitdgenos 1 (MAPK1) e 3 (MAPK3) séao proteinas
pertencentes a via de sinalizagdo importante para o sucesso da replicacdo de alguns
virus, como DENV, WNV e HCV (ALBARNAZ et al., 2014). Inibidores da via de
MAPKSs séo capazes de reduzir a replicacéo de YFV, ZIKV, DENV e HCV (ZHANG et
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al., 2012; ALBARNAZ et al., 2014; CHENG et al., 2018; SREEKANTH et al., 2018).
As MAPKs também estdo envolvidas nos processos de apoptose, regulacdo da

expressdo génica, diferenciacéo e proliferagcéo celular (SREEKANTH et al., 2018).

No gréfico 8 estdo representadas as médias dos valores de 22¢" da expressao de

MAPK1 e MAPK3 nas amostras dos seis grupos avaliados.

Grafico 8 — Expressao de MAPK1 e MAPK3 nas amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 22" da expressdo de MAPK1 (A) e MAPK3 (B). Os valores foram
plotados por grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA 61-90d (A) e
Hep 61-90d (A). A linha vermelha representa a mediana, A andlise estatistica foi realizada pelos

testes de Mann-Whitney (* p<0,05) e Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn (o p<0,05). Fonte:
elaborado pela autora.

7

Foi observado que MAPK1 é 1,69 vezes mais expressa em pacientes que
apresentaram hepatite tardia, no estagio tardio apos a fase aguda (16-35d) e 2,64
vezes nestes pacientes no estagio de recidiva da doenga (61-90d), quando

comparado aos mesmos individuos, no estagio inicial apos a fase aguda (07-15d).

MAPK3 é 0,39 vezes mais expressa nos pacientes que apresentaram febre amarela
e foram efetivamente curados, no estdgio de recidiva da doenca (61-90d), quando
comparado aos individuos que apresentaram hepatite tardia, na mesma fase. A
expressdo reduzida nesses individuos pode indicar diminuicdo na apoptose celular
(SREEKANTH et al., 2018) e persisténcia da infec¢ao viral.

Os receptores do tipo Toll (TLRs) séo receptores de reconhecimento de padrdes,
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envolvidos no recrutamento e maturacdo de células dendriticas e células NK. Essas
células, apds estimulo mediado por TLRs, podem eliminar células infectadas por
virus. Além disso, em infec¢Bes por virus de RNA, os TLRs ativam respostas por

interferons (SIVORI et al., 2004; LAUZON et al., 2006; NEVES et al., 2009; YAN, Q.,
et al., 2021).

No gréfico 9 estdo representadas as médias dos valores de 22¢" da expressao de

receptores do tipo Toll 3 (TLR3) e 7 (TLR7) nas amostras dos seis grupos avaliados.

Grafico 9 — Expressao de TLR3 e TLR7 nas amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 22" da expressao de TLR3 (A) e TLR7 (B). Os valores foram plotados
por grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA 61-90d (A) e Hep 61-
90d (A). A linha vermelha representa a mediana, A andlise estatistica foi realizada pelos testes de
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn. Fonte: elaborado pela autora.

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa na expressao dos
genes entre os diferentes grupos avaliados.

A deteccdo da expressdo de TLR3 foi possivel para um numero reduzido de
pacientes que apresentaram ou ndo hepatite tardia, independente do periodo da
infeccdo. A baixa expressdo de TLR3 em amostras de sangue ja € relatada em
banco de dados de expressdo (KAPUSHESKY et al., 2010).

A ativacdo de receptores da familia do fator de necrose tumoral (TNF), como

receptor de morte de superficie celular (FAS), membro 1A da superfamilia do
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receptor de TNF (TNFRSF1A) e membro 10 da superfamilia de TNF (TNFSF10), é
capaz de induzir apoptose celular (BEROSKE et al., 2021; YAN, Q., et al., 2021).

FAS € uma proteina envolvida na morte celular no figado e no processo de hepatite
fulminante. Durante infec¢do por YFV os linfocitos se ligam aos receptores de FAS e
desencadeiam a apoptose de hepatdécitos, gerando lesbes hepaticas e um quadro de
febre amarela grave (OGASAWARA et al., 1993; QUARESMA et al., 2006).

No grafico 10 estdo representadas as médias dos valores de 22" da expresséo de
FAS, TNFRSF1A e TNFSF10 nas amostras dos seis grupos avaliados.
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Grafico 10 — Expressao de FAS, TNFRSF1A e TNFSF10 nas amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 22" da expressdo de FAS (A), TNFRSF1A (B) e TNFSF10 (C). Os
valores foram plotados por grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA
61-90d (A) e Hep 61-90d (A). A linha vermelha representa a mediana, A andlise estatistica foi

realizada pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn (*p <0,05).
Fonte: elaborado pela autora.

No estagio tardio apds a fase aguda (16-35d), foi observado que FAS é 1,73 vezes
mais expresso em individuos que apresentaram febre amarela e foram efetivamente

curados, quando comparado aos pacientes que apresentaram hepatite tardia.
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Também foi possivel observar que FAS € 0,48 vezes mais expresso em individuos
que apresentaram hepatite tardia, no estagio de recidiva da doenca (61-90d),
quando comparado aos mesmos individuos, no estagio tardio apds a fase aguda
(16-35d).

FAS desencadeia a apoptose de hepatécitos por meio da ativacdo de CASPS8 e,
consequentemente, CASP3 (GALLE et al., 1995; GUICCIARDI & GORES, 2009; LIU
et al., 2015). E possivel que a expressdo aumentada de FAS, bem como a de
CASP3 e CASP8, em individuos que apresentaram febre amarela e foram
efetivamente curados (FA 16-35d) pode indicar que esses genes sao importantes
para resolucdo da infeccédo, o que ndo é observado para os pacientes que evoluem

para hepatite tardia.

TNFSF10 é 2,18 vezes mais expresso em individuos que apresentaram febre
amarela e foram efetivamente curados, no estagio inicial apés a fase aguda (07-
15d), quando comparado aos mesmos individuos, no estagio de recidiva da doenca
(61-90d).

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa da expressao de

TNFRSF1A entre os diferentes grupos avaliados.

A catepsina G (CTSG), elastase expressa por neutrdfilos (ELANE), e
mieloperoxidase (MPO) séo proteinas expressas em granulos de neutrofilos. Estdo
envolvidas na liberacdo de armadilhas extracelulares dos neutrofilos (Neutrophil
extracellular traps — NETS), responsaveis por capturar e matar bactérias
(BRINKMANN et al., 2004; FONTOURA et al.,, 2021;YAN, Q. et al, 2021,
MANCILLA-GALINDO & GALINDO-SEVILLA, 2021).

No grafico 11 estdo representadas as médias dos valores de 2C" da expresséo de

CTSG, MPO e ELANE nas amostras dos seis grupos avaliados.
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Grafico 11 — Expressao de CTSG, ELANE e MPO nas amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 22" da expressdo de CTSG (A), ELANE (B) e MPO (C). Os valores
foram plotados por grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA 61-90d
(A) e Hep 61-90d (A). A linha vermelha representa a mediana, A andlise estatistica foi realizada

pelos testes de Mann-Whitney (* p<0,05) e Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn (o p<0,05).
Fonte: elaborado pela autora.

No estagio de recidiva da doenca (61-90d), ELANE é 1,66 vezes mais expressa nos
pacientes que apresentaram hepatite tardia, quando comparado aos individuos que

apresentaram febre amarela e foram efetivamente curados.

MPO é 3,89 vezes mais expressa em pacientes que apresentaram febre amarela e
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foram efetivamente curados, no estagio inicial apos a fase aguda (07-15d), quando

comparado aos mesmos individuos, no estagio de recidiva da doenca (61-90d).

E relatado que pacientes com dengue grave apresentam maior atividade de elastase

do que pacientes com dengue ndo grave (KUNDER et al., 2018).

Ha uma participacdo efetiva de neutréfilos no contexto da infeccdo por YFV, e
hepatite tardia, principalmente nos tecidos hepaticos proximos as lesbes
(QUARESMA et al., 2013; KALLAS et al., 2019; REZENDE et al., 2020; OSORIO et
al., 2020), o que pode justificar a maior expressdo de ELANE nos individuos que

apresentaram hepatite tardia (Hep 61-90d).

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa da expressao de

CTSG entre os diferentes grupos avaliados.

Durante a busca pelos genes avaliados neste trabalho, selecionamos também os

genes cujas funcdes estao descritas a seguir.

A proteina 6 do linfoma de células B (BCL-6) que € expressa em células B maduras
nos centros germinativos (MIGLIAZZA et al., 1995). A expressdo de BCL6 é
regulada por IL-6 e IL-21. BCL-6 participa da diferenciacdo de células T auxiliares
em células T auxiliares foliculares. Sua elevada expressdo, em células de linfoma
ndo-Hodgkin, reprime a transcricdo de varios genes envolvidos na diferenciacdo de
células e apoptose, favorecendo a neoplasia de células B (LOSSOS et al., 2003;
NURIEVA et al., 2009).

O receptor do fator 2 estimulador de colbnias subunidade beta (CSF2RB) é um
receptor do fator estimulador de col6nias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF).
Em pacientes com cancer colorretal foi visto que CSF2RB participa da via intrinseca
da apoptose e da regulacéo das vias de sinalizacdo de MAPKs e NF-kB (SHEN et
al., 1992; SLATTERY et al., 2018).

O fator de coagulacao V (F5) € um cofator ndo enzimético envolvido no complexo da
protrombinase. O F5 é sintetizado no figado e circula no plasma e plaquetas (MANN
& KALAFATIS, 2003; ASSELTA et al., 2006).

O receptor 1 do peptideo formil (FPR-1) é um receptor de reconhecimento de
padrbes expresso em macréfagos, mondcitos e, principalmente, neutroéfilos, e esta

envolvido nos processos de defesa contra bactérias, por meio da fagocitose e
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producdo de ROS (GEMPERLE et al., 2012; LIU et al.,, 2012; VACCHELLI et al.,
2020).

O fragmento Fc do receptor e transportador de IgG (FCGRT) codifica o receptor Fc
neonatal (FCRn), que transporta IgG da mée para o feto e participa do processo de
apresentacdo de antigenos por células dendriticas e previne a perda de IgG e
albumina no figado. FcRn é induzido por TNF-a e expresso em mondcitos,
macréfagos, células dendriticas e linfocitos B (KANDIL et al., 1996; KUO et al.,
2010).

A lipase hepética (LIPC) é uma glicoproteina responsavel pela hidrolise de lipideos,
que atua na regulacdo dos niveis de triglicerideos, fosfolipidios e colesterol. E
sintetizada e secretada pelo figado e se liga na superficie dos hepatoécitos e células
endoteliais hepéticas. Também pode ser encontrada nas glandulas suprarrenais,
ovarios e macrofagos (ZAMBON et al., 1998; JANSEN et al., 2002; CHATTERJEE &
SPARKS, 2006).

O gene NFKB1 que codifica a proteina fator nuclear-kappa-B 1 (NF-kB), pertencente
a via de sinalizacdo proé-inflamatéria, responsavel pela regulacdo de centenas de
genes (BEST et al., 2019). Infec¢cdes agudas por WNV, DENV e outros virus, sao
capazes de induzir aumento na atividade de NF-kB, produzindo citocinas proé-
inflamatdrias e gerando apoptose. E ativada, também, em células hepéticas
humanas infectadas pelo virus da hepatite C (KESSON & KING, 2001; KESSON et
al., 2002; BONACCHI et al., 2003; CHENG, Y. L., et al., 2015).

O modulador de espécies reativas de oxigénio 1 (ROMO1) é uma proteina
responsavel por induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
desencadeiam dano e morte celular (CHUNG et al.,, 2006; ZHANG et al., 2019).
Infecgdes por virus da familia Flaviviridae, como DENV, ZIKV, HCV e WNV, séo
capazes de induzir estresse oxidativo. Entretanto, durante as infec¢cbes virais 0s
sistemas antioxidantes podem ser induzidos, levando a cronificacdo da doenca, uma
vez que ha reducdo de morte de células infectadas, como no caso de hepatite C
(IVANOV et al., 2013; ZHANG et al., 2019).

TGF-B3 € uma proteina pertencente a superfamilia do fator de crescimento
transformador beta, e esta envolvida no processo de diferenciacdo de linfécitos T
(HERPIN et al., 2004; XU et al., 2018).
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O fator de transformacdo de crescimento beta-3 (TGF-B3) estd associado a
apoptose em casos de carcinoma hepatocelular causado por infeccdo pelo virus da
hepatite B, enquanto sua inibicdo estd associada a susceptibilidade a infeccao por
ZIVK em células-tronco embrionarias (WANG et al., 2015; SHERIDAN et al., 2018).

No gréafico 12 estédo representadas as médias dos valores de 22C" da expresséo de
BCL6, CSF2RB, F5, FPR1, FCGRT, LIPC, NFKB1, ROMO1 e TGFB3 nas amostras

dos seis grupos avaliados.
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Grafico 12 — Expressdo de BCL6, CSF2RB, F5, FPR1, FCGRT, LIPC, NFKB1,
ROMO1 e TGFB3 nas amostras, por grupo
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Log da média dos valores de 2*2°" da expressdo de BCL6 (A), CSF2RB (B), F5 (C), FPR1 (D),
FCGRT (E), LIPC (F), NFKB1 (G), ROMO1 (H) e TGFB3 (l). Os valores foram plotados por grupo: FA
07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA 61-90d (A) e Hep 61-90d (A). A linha
vermelha representa a mediana, A analise estatistica foi realizada pelos testes de Mann-Whitney (*
p<0,05) e Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste de Dunn. Fonte: elaborado pela autora.

Foi observado que CSF2RB é 1,53 vezes mais expresso nos pacientes que
apresentaram hepatite tardia, no estagio tardio apos a fase aguda (16-35d), bem
como 1,42 vezes mais expresso nestes pacientes no estagio de recidiva (61-90d),

gquando comparado aos mesmos individuos, no estagio inicial apés a fase aguda
(07-15d).
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FPR1 é uma vez mais expresso nos pacientes que apresentaram hepatite tardia, no
estagio tardio apos a fase ndo aguda (16-35d), quando comparado aos mesmos

individuos, no estagio inicial apos a fase aguda (07-15d).

Também foi observado que FCGRT € 0,77 vezes mais expresso nos pacientes que
apresentaram hepatite tardia, no estagio inicial apés a fase aguda (07-15d), quando
comparado aos individuos que apresentaram febre amarela e foram efetivamente

curados, durante a mesma fase.

NFKB1 é 0,69 vezes mais expresso nos pacientes que apresentaram febre amarela
e foram efetivamente curados, no estagio inicial apés a fase aguda (07-15d), quando

comparado aos mesmos individuos, no estagio de recidiva da doenca (61-90d).

NFKB1 também € 1,09 vezes mais expresso nos pacientes que apresentaram
hepatite tardia, no estagio inicial apos a fase aguda (07-15d), quando comparado
aos mesmos individuos, no estagio tardio apds a fase aguda (16-35d), bem como
1,36 vezes mais expresso quando comparado aos mesmos individuos no estagio de
recidiva da doenca (61-90d).

ROMOL é 0,7 vezes mais expresso nos pacientes que apresentaram febre amarela
e foram efetivamente curados, no estagio inicial apos a fase aguda (07-15d), quando
comparado aos mesmos individuos, no estagio de recidiva da doenca (61-90d).
ROMO1 também é 1,2 vezes mais expresso nos pacientes que apresentaram
hepatite tardia, no estagio inicial apés a fase aguda (07-15d), quando comparado

aos mesmos individuos, no estagio tardio apos a fase aguda (16-35d).

N&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa da expressao dos

genes BCL6, F5, LIPC e TGFB3 entre os diferentes grupos avaliados.

Apesar de estudos indicarem que niveis reduzidos de fator V (F5) sdo associados a
casos graves em pacientes com febre amarela, bem como ao agravamento em
quadros de lesdo hepatica aguda (ELINAN et al., 2005; GRUPTA et al.,, 2017,
MINISTERIO DA SAUDE, 2020d), e valores elevados de LIPC serem observados
nos surtos recentes de febre amarela, e associados a casos graves da doenca
(CASADIO et al., 2019; HO et al., 2019), nenhuma diferenca de expressao desses

genes foi observada nas analises realizadas.
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Para avaliar de forma global os resultados obtidos, foi realizada uma analise de
componentes principais (PCA) com os valores de 22C de todos os genes, exceto
CCL21 (devido a deteccao de expressao deste gene em apenas um dos individuos
incluidos nesse estudo, o0 que impossibilita o calculo da variancia), para verificar se
havia um padrdo de expressdo dos genes em relacdo aos diferentes grupos
amostrais (presenca ou auséncia de hepatite e o tempo de coleta apos inicio dos
sintomas) (Grafico 13).

Grafico 13 — Andlise de componentes principais do perfil de expressao dos genes
analisados nas amostras
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Gréfico dos dois primeiros componentes principais (PCA) para todas as amostras, considerando os
valores de 22¢" de todos os genes analisados, exceto CCL21. A legenda mostra as cores para cada
grupo: FA 07-15d (verde), FA16-35d (roxo), FA 61-90d (laranja), Hep 07-15d (amarelo), Hep 16-35d
(azul) e Hep 61-90d (vermelho). Fonte: elaborado pela autora.

O pacote missMDA foi utilizado para esta andlise pois este executa a analise de
PCA em conjuntos de dados incompletos, uma vez que alguns genes néo foram
expressos em todas as amostras (JOSSE & HUSSON, 2016). De forma geral, ndo
h& variancia suficiente que possibilite a separagdo dos grupos de pacientes que

apresentaram ou nao hepatite tardia nos trés tempos analisados.

Para verificar os padroes de expressao entre as amostras de pacientes efetivamente
curados e aqueles que apresentaram hepatite tardia, foram realizadas analises de
PCA em cada tempo de coleta utilizado neste estudo. Assim, para o tempo 07-15d,

foi realizado um PCA com os valores de 24" de todos os genes, exceto CCL21,



87

IL33 e IL21 (Gréfico 14).

Grafico 14 — Analise de componentes principais do perfil de expresséo no tempo 07-
15d
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Grafico dos dois primeiros componentes principais (PCA) para as amostras dos grupos FA 07-15d
(verde) e Hep 07-15d (roxo), considerando os valores de 2" de todos os genes analisados, exceto
CCL21, IL33 e IL21. Fonte: elaborado pela autora.

E possivel observar que ha uma maior discrepancia entre os perfis de expressdo dos
marcadores dos grupos FA 07-15d e Hep 07-15d, porém sem uma separacao entre

eles.

Para o tempo 16-35d, foi realizado um outro PCA com os valores de 22¢" de todos
0S genes, exceto CCL21, IFNA2, IL33 e IL21 e Hep 16-35d (Grafico 15).
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Grafico 15 — Analise de componentes principais do perfil de expressao no tempo 16-
35d
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Grafico dos dois primeiros componentes principais (PCA) para as amostras dos grupos FA 16-35d
(verde) e Hep 16-35d (roxo), considerando os valores de 2" de todos os genes analisados, exceto
CCL21, IFNA2, IL33 e IL21. Fonte: elaborado pela autora.

N&o é possivel observar separacao entre os perfis de expressdo dos marcadores

dos grupos FA 16-35d e Hep 16-35d.

Para o tempo 61-90d, foi realizado um PCA com os valores de 22" de todos os
genes, exceto CCL21 e IL33 (Grafico 16).
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Grafico 16 — Analise de componentes principais do perfil de expressao no tempo 61-
90d
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Gréfico dos dois primeiros componentes principais (PCA) para as amostras dos grupos FA 61-90d
(verde) e Hep 61-90d (roxo), considerando os valores de 2" de todos os genes analisados, exceto
CCL21 e IL33. Fonte: elaborado pela autora.

Também nédo € possivel observar separacdo entre os perfis de expressao dos

marcadores dos grupos FA 61-90d e Hep 61-90d.

Adicionalmente, foi analisado o perfil de expressao de todos os genes, por meio da
construcdo de um heatmap com os valores de 2"2¢" obtidos. Também foi avaliado se
a expressao dos genes estava relacionada com o tempo apGs o inicio dos sintomas
ou com a presenca ou auséncia de hepatite, além de possiveis vieses relacionados

ao meétodo de processamento das amostras (Grafico 17).
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Grafico 17 — Padrbes de expressao génica dos genes analisados nas diferentes amostras
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Perfil de expresséo dos 44 genes analisados pelos valores de 22", O aumento de expressdo esta representado em vermelho, enquanto a diminui¢éo da
expressdo esta representada em azul (escala de cores variando de azul a vermelho). As linhas representam os genes e as colunas representam cada uma
das amostras. As cores das barras superiores indicam as condicBes experimentais: (i) tipo de processamento da amostra, por Cell strainer (verde) ou
fragmento de coagulo (azul); ou os grupos avaliados: (ii) presenca (bege) ou auséncia (verde agua) de hepatite tardia; e (iii) tempo de coleta das amostras,
07-15 dias (lilds), 16-35 dias (laranja) ou 61-90 dias ap6s inicio dos sintomas (rosa). Fonte: elaborado pela autora.
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Foi possivel observar que os individuos que apresentaram febre amarela e foram
efetivamente curados apresentam um perfil de expressdo maior para alguns dos
marcadores avaliados.

Alguns marcadores (IFNA2, IFNB1, 1L21, IL33, TLR3, CXCL12, CCL19 e CCL21)
nao sdo expressos na maioria dos individuos dos grupos avaliados.

A fim de se avaliar quais os biomarcadores sdo mais expressos em cada grupo de
pacientes avaliado, foi realizada uma analise de assinaturas ascendentes de

biomarcadores com os valores de 22, ytilizando todos os genes (Gréfico 18).



92

Grafico 18 — Andlise da assinatura ascendente de biomarcadores
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A mediana global dos valores de 22" para cada um dos genes foi utilizada para separagdo das
amostras em altos e baixos respondedores. No gréfico estdo plotadas as frequéncias (%) de altos
respondedores em cada grupo: FA 07-15d (o), Hep 07-15d (e), FA 16-35d (o), Hep 16-35d (m), FA
61-90d (A) e Hep 61-90d (A). A analise comparativa do perfil de biomarcadores entre os grupos foi
realizada pela sobreposicdo das assinaturas ascendentes dos biomarcadores. Os quadros em
vermelho destacam os genes acima do percentil 50 para cada grupo. Fonte: elaborado pela autora.
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No estégio inicial ap0s a fase aguda, foi possivel observar maior frequéncia (acima
do percentil 50) de CASP8, FAS, MAPK3, CSF2RB, ROMO1, TNFSF10, NFKB1 e
MPO (em ordem crescente) no grupo de pacientes que apresentaram febre amarela
e foram efetivamente curados (FA 07-15d). J& para o grupo de pacientes que
apresentaram hepatite tardia (Hep 07-15d) foi possivel observar maior frequéncia
(acima do percentil 50) de IFNG, IL27, BCL6, MPO, ROMO1, IL10 e NFKB1 (em

ordem crescente).

No estagio tardio apos a fase aguda foi possivel observar maior frequéncia de IFNG,
IL10, BCL6, CXCR1, CXCR5, MPO, TNFSF10, 1L18, CXCL1l, CXCR2, CCL4,
CASP9, MAPK1, MAPK3, IL6, CXCL2, FAS, TNFRSF1A, CASP3 e CASP8 (em
ordem crescente) no grupo de pacientes que apresentaram febre amarela e foram
efetivamente curados (FA 16-35d). Ja no grupo dos individuos que apresentaram
hepatite tardia (Hep 16-35d) foi possivel observar maior frequéncia (acima do
percentil 50) de IFNG, CXCL1, CSF2RB, FCGRT, CXCR2 e FPR1l (em ordem
crescente).

No estagio de recidiva da doenca (FA 61-90d), amostras de pacientes que
apresentaram febre amarela e foram efetivamente curados, tém maior frequéncia
(acima do percentil 50) de TLR7, CXCL1, CXCR5, CCL4, FAS, MAPK1, FPR1,
CXCR1, CXCR2, CASP9, CSF2RB, FCGRT, F5, ILIR2 e MAPK3 (em ordem
crescente). E no grupo de pacientes que apresentaram hepatite tardia (Hep 61-90d)
foi possivel observar maior frequéncia (acima do percentil 50) de ILIR2, ROMO1,
FCGRT, FPR1 e MAPK1 (em ordem crescente).

Para sumarizar os achados a partir da andlise de assinatura ascendente de
biomarcadores, foi realizada a construcdo de um grafico UpSet com os

biomarcadores de frequéncia superior a 50% em cada grupo (Grafico 19).
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Grafico 19 — Grafico UpSet dos biomarcadores com frequéncia maior que 50% nas
diferentes grupos amostrais
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No diagrama estao plotados os biomarcadores mais frequentes (frequéncia acima do percentil 50). As
colunas, na parte superior do grafico, indicam o nimero de biomarcadores em cada intersecéo e
acima das colunas estdo listados os respectivos biomarcadores. As linhas horizontais, na parte
inferior do grafico, indicam os grupos (Hep_7-15d, Hep_61-90d, Hep_16-35d, FA 7-15d, FA_61-90d
e FA 16-35d), e as barras (a esquerda) indicam o nimero de biomarcadores presentes em cada
grupo. Os pontos (e) indicam a quais grupos os biomarcadores pertencem, e as linhas (| ) sinalizam a
intersecdo entre 0s grupos nos quais os biomarcadores estdo presentes. Fonte: elaborado pela
autora.

NFKB1 foi o biomarcador mais frequente somente nos pacientes no estagio inicial
apos a fase aguda (07-15d) e esta associado ao processo de producéo de citocinas
pré-inflamatérias e apoptose (KESSON & KING, 2001; KESSON et al., 2002; BEST
et al., 2019).

ILLR2 foi o biomarcador mais frequente somente nos pacientes no estagio tardio
apos a fase aguda (61-90d) e esta associado ao processo de producédo de citocinas
pré-inflamatérias (DE OLIVEIRA et al., 2011).

IL18, IL6, CXCL2, TNFRSF1A, CASP3, CASP8, TNFSF10, IL10, CXCR1, CXCRS5,
CCL4, TLR7, F5, FAS e MAPK3 foram os biomarcadores mais frequentes somente
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nas amostras do grupo controle (FA). Esses biomarcadores sdo associados aos
processos de apoptose, morte celular hepatica e producdo de citocinas pro-
inflamatorias (BYSTRY et al., 2001; RAMANATHAN et al., 2006; QUARESMA et al.,
2006; SCHNEIDER et al., 2012; XU et al., 2016; SREEKANTH et al., 2018; VALERO
et al.,, 2019; DEGOTTARDI et al., 2020; PRIKHOD'KO et al., 2020), bem como de
producdo de citocinas anti-inflamatérias por meio da IL10 (DE OLIVEIRA et al.,
2011) e ao reparo de tecidos em figados lesionados, por meio da IL6 (GOH et al.,
2013).

IL27 foi o biomarcador mais frequente somente no grupo de pacientes que
apresentaram hepatite tardia no estagio inicial apés a fase aguda (Hep 07-15d). IL27
apresenta perfil anti-inflamatério, mas pode desencadear resposta pro-inflamatoria
quando ativado juntamente com IL12 (FRANK et al., 2010; SCOTTO et al., 2011,
APARICIO-SIEGMUND & GARBERS, 2015).

IL18, IL6, CXCL2, TNFRSF1A e CASP3 foram os biomarcadores mais frequentes
somente no grupo de pacientes curados, no estagio tardio apds a fase aguda (FA
16-35d). Esses biomarcadores estdo envolvidos com processos de apoptose e
producado de citocinas pré-inflamatérias (DE OLIVEIRA et al., 2011; SCHNEIDER et
al., 2012; VALERO et al., 2019; PRIKHOD'KO et al., 2020; BEROSKE et al., 2021,
YAN, Q., et al., 2021), porém IL6 esta envolvida com o reparo de tecidos e

proliferacéo de hepatdcitos em figados lesionados (GOH et al., 2013).

TLR7 e F5 foram os biomarcadores mais frequentes somente no grupo de pacientes
que apresentaram febre amarela e foram efetivamente curados, no estagio de
recidiva da doenca (FA 61-90d). Esses biomarcadores estdo envolvidos com
processos de recrutamento de células NK e células dendriticas, e na cascata de
coagulacdo (MANN & KALAFATIS, 2003; ASSELTA et al., 2006; LAUZON et al.,
2006; NEVES et al., 2009).

Posteriormente foram avaliadas as vias associadas aos perfis de expressédo génica
utilizando os valores das medianas de 22" por gene em cada grupo no programa
MetaCore. O grupo FA 61-90d foi utilizado como referéncia (valor 1), e a expressao

dos demais grupos foi calculada em relacéo a ele.

Na Figura 8 esta representada a via de “resposta imunolégica — papel da proteina
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quinase dependente de RNA (PKR) na resposta celular antiviral induzida por

estresse” (Figura 8).

Figura 8 — Esquema ilustrado da via “Resposta imunoldgica — Papel da proteina
quinase dependente de RNA (PKR) na resposta celular antiviral induzida por

estresse” — MetaCore
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As medianas dos valores de expressdo de todos os genes, exceto CCL21, foram mapeadas para a
via “resposta imunolégica — papel da PKR na resposta celular antiviral induzida por estresse”, no
programa MetaCore. As colunas vermelhas nos termOmetros indicam a expressdo dos genes
avaliados nos grupos: FA 07-15d (1), FA 16-35d (2), FA 61-90d (3), Hep 07-15d (4), Hep 16-35d (5) e
Hep 61-90d (6).

A via de resposta imunoldgica — papel da PKR na resposta celular antiviral induzida
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por estresse é a via metabodlica mais representativa que engloba o maior nimero de
genes selecionados para o estudo (CASP3, CASPS8, IFNA2, IFNB1, IFNG, IL6, IL10,
MAPK1, MAPK3, NFKB1, TLR3 e TNFRSF1A), e é caracterizada pela inducdo de
apoptose celular e resposta de IFNs, por meio da PKR, apds estresse promovido por
infeccdes virais, a fim de restaurar a homeostase celular (DABO & MEURS, 2012;
PAKOS-ZEBRUCKA et al., 2016; CESARO & MICHIELS, 2021).
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6 CONCLUSAO

Os marcadores CASP3, CASP8, CXCR1, IL18, MAPK3, FAS e FCGRT foram
diferentemente expressos entre individuos que apresentaram febre amarela e foram
efetivamente curados, nos estagios iniciais (FA 07-15d) e tardios (FA 16-35d) apés a
fase aguda, quando comparados aos individuos que apresentaram hepatite de
recidiva tardia, nas mesmas fases (Hep 07-15 e 16-35d), indicando que podem ser

potenciais biomarcadores de prognaostico.

E possivel observar uma maior discrepancia nos perfis de expressdo dos

marcadores entre os individuos dos grupos FA 07-15d e Hep 07-15d.

Além disso, as analises de assinaturas ascendentes de biomarcadores permitiram a
identificacdo de um perfil de biomarcadores envolvidos em resposta mais pro-
inflamatoria (IL18, CXCL2, TNFRSF1A, CASP3, CASP8, TNFSF10, IL10, CXCR1,
CXCR5, CCL4, TLR7, F5, FAS e MAPK3) em individuos que apresentaram febre
amarela e foram efetivamente curados. Porém, ha também perfil de reparo de danos
hepéticos nesses individuos, no estagio tardio ap6s a fase aguda (FA 16-35d), por

meio da IL6.

Para pacientes que apresentaram hepatite tardia, no estagio inicial apés a fase
aguda (Hep 07-15d), foi observado um perfil de expressdo mais regulador, por meio
da IL27.

IL27 € um potencial biomarcador de prognostico de desfecho de hepatite de recidiva
tardia, enquanto IL18, CXCL2, TNFRSF1A, CASP3, CASP8, TNFSF10, IL10,
CXCR1, CXCR5, CCL4, TLR7, F5, FAS, MAPK3 e IL6 s&o potenciais biomarcadores
de prognostico de possivel ndo desenvolvimento de hepatite tardia, apos infecgéo

por febre amarela.
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7 PERSPECTIVAS

° Obter amostras de sangue de pacientes do surto de 2016-2017 e analisa-las

utilizando TagMan® Array Cards;

) Extrair DNA das amostras de sangue de pacientes do surto de 2016-2017 e
realizar ensaios para verificacdo da frequéncia de SNPs possivelmente relacionados

com hepatite de recidiva tardia nos pacientes dos dois surtos;

° Correlacionar os dados clinicos, de expressao génica, carga viral, SNPs e
fatores solUveis para uma avaliacdo global dos fatores determinantes dos desfechos

clinicos dos pacientes com febre amarela.
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