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RESUMO 

Neste trabalho, o perfil fenotípico e de síntese de citocinas pró-inflamatórias (IFN-, 

TNF- e IL-12) e reguladoras (IL-4, IL-5 e IL-10) em células da imunidade inata 

(neutrófilos, monócitos e células NK) e adaptativa (linfócitos CD4+, linfócitos CD8+ e 

linfócitos CD19+) do sangue periférico de indivíduos primo e/ou revacinados com a 

vacina antiamarílica 17DD, bem como um caso de reação adversa à vacinação 

foram investigados por citometria de fluxo após cultura rápida in vitro na ausência e 

presença da estimulação antígeno-específica. Foram avaliados 10 adultos 

saudáveis, com idade entre 21 e 51 anos, em 4 tempos distintos: antes da 

vacinação, 7, 15 e 30 dias após primovacinação. Após cultura in vitro foi observado 

um perfil global de citocinas pró-inflamatórias, transiente no 7° dia, principalmente 

devido às células da imunidade inata, seguido por perfil misto de citocinas 

inflamatórias e reguladoras nos 15° e 30° dias após a vacinação antiamarílica 17DD. 

Em um 2º estudo, foi observada uma resposta imune adaptativa robusta, 

acompanhada por anormalidades na resposta do sistema imune inato em um caso 

de evento adverso grave, seguido à vacinação 17D. Em adição, em um 3º estudo, 

foram incluídas 60 crianças com idade entre 9 e 47 meses, um ano após a primo 

e/ou revacinação antiamarílica 17DD, classificadas de acordo com os níveis de 

anticorpos neutralizantes antiamarílicos apresentados após a vacinação em: 

respondedoras (médios ou altos títulos de anticorpos neutralizantes), não 

respondedoras, respondedoras após revacinação e um grupo de crianças não 

vacinadas. Os dados da avaliação do impacto dos antígenos vacinais 17DD no perfil 

das citocinas dos leucócitos periféricos destas crianças demonstraram que, na 

presença de títulos médios de anticorpos neutralizantes após a primovacinação, o 

estímulo por antígenos vacinais 17DD in vitro foi capaz de induzir um perfil 

balanceado de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras, envolvendo células da 

imunidade inata e adaptativa, enquanto que uma assinatura polarizada reguladora 

foi observada no grupo de crianças primovacinadas não respondedoras e uma 

assinatura proeminente pró-inflamatória no grupo de crianças que apresentaram 

títulos altos de anticorpos neutralizantes após a primovacinação. Em conjunto os 

dados sugerem que uma resposta imune predominantemente do tipo balanceada, 

com síntese de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras, envolvendo tanto células 

da imunidade inata quanto da imunidade adaptativa parece ser essencial para a 

indução de uma resposta imune efetiva e segura após a vacinação antiamarílica. 
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ABSTRACT  

In this study, phenotypic analysis and intracytoplasmic pro-inflammatory (IFN-, TNF-

 and IL-12) and regulatory (IL-4, IL-5 and IL-10) cytokines synthesis by innate 

(neutrophils, monocytes and NK cells) and adaptive (CD4+ and CD8+ T subsets, and 

CD19+) immunity cells of peripheral leucocytes of 17DD yellow fever (YF) prime or 

revaccinated volunteers, as well as a case of serious adverse events (YF-SAE) 

temporally associated with 17D YF vaccination were performed using short-term 

cultures, in absence or presence of YF-17DD-antigens, and single-cell flow 

cytometry. Ten healthy non-vaccinated volunteers, aged 21 to 51 years were 

evaluated at four consecutive periods including: before vaccination, 7, 15 and 30 

days after vaccination. After whole blood cells culture, the overall cytokine signature 

showed a transient pro-inflammatory profile at day 7, mainly due to the innate 

immunity cells, which draws back toward a mixed or modulated pattern at day 15 and 

day 30 in most vaccines. In another study a robust adaptive response and 

abnormalities in the innate immune system were observed in one severe adverse 

event following primary YF-17D vaccination. In addition it was evaluated sixty healthy 

children with age raging from 9 to 47 months, one year after 17DD yellow fever prime 

or revaccination, classified according to anti-YF neutralizing antibodies results after 

vaccination as seroconverters (medium or high neutralizing antibodies levels), non-

seroconverters, seroconverters after revaccination, and a unvaccinated group. The 

impact of YF-17DD-antigens recall on cytokine profiles of YF-17DD primo-vaccinated 

children characterized by single-cell flow cytometry after short-term cultures of whole 

blood samples demonstrate that the overall signature of high cytokine producers 

triggered by YF-Ag recall is associated with the levels of anti-YF neutralizing 

antibodies, with a balanced pro-inflammatory and regulatory profile of innate and 

adaptive immunity being the hallmark of seroconverters who presented medium 

neutralizing antibodies levels, whereas a polarized regulatory signature is observed 

in non-seroconverters and a prominent pro-inflammatory signature is characteristic of 

seroconverters who presented high neutralizing antibodies levels. Taken together, 

the results suggest that mixed type immune response, pro and anti-inflammatory, 

involving both innate immunity cells and adaptive immunity cells, it may play a pivotal 

role in the establishment of effective and safe immunization by yellow fever vaccine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A febre amarela (FA) continua sendo um dos grandes problemas de 

saúde pública mundial. Atualmente, quarenta e dois países estão situados em área 

endêmica na África e Américas do Sul e uma população de mais de 900 milhões de 

pessoas estão em risco de contrair a doença. A Organização Mundial da Saúde 

(OMS) estima que ocorra cerca de 200.000 casos da doença e 30.000 mortes a 

cada ano em todo mundo (1). Nas duas últimas décadas, tem sido observado um 

aumento do número de casos da doença e, fatores tais como a diminuição da 

imunidade da população à infecção, o desmatamento, a urbanização, os 

movimentos populacionais e as mudanças climáticas têm sido apontados como 

responsáveis por este aumento (1-3). No Brasil, o aumento do risco de ocorrência de 

febre amarela, em centros urbanos, decorrente do aumento da densidade e 

distribuição urbana do Aedes aegypti, nos últimos anos, tem levado os órgãos de 

saúde pública a realizarem extensas campanhas de vacinação (4-8). A vacina 

correntemente em uso, de vírus vivo atenuado, da subamostra 17DD, induz 

soroconversão em mais de 95% dos indivíduos adultos vacinados (3). Apesar de 

tratar-se de uma das mais seguras e eficazes vacinas em uso, relatos recentes 

descrevem a ocorrência de reações adversas graves, até fatais, em indivíduos 

previamente sadios, requerendo uma revisão crítica dos efeitos da vacinação e dos 

fatores de risco envolvidos. Apesar da relevância dos estudos pós-vacinação 

antiamarílica 17D no contexto de sua ampla utilização no Brasil e no mundo, poucos 

dados na literatura abordam o perfil de resposta imune celular de pacientes que 

receberam a vacina antiamarílica 17DD. Neste contexto, o presente estudo tem por 

objetivo ampliar os conhecimentos acerca da imunidade contra a febre amarela 

induzida pela vacina 17DD. 

 

 

1.1  A estrutura do vírus  

 

O vírus da febre amarela é o protótipo do gênero Flavivirus da família 

Flaviviridae que inclui aproximadamente 70 espécies de vírus, muitos dos quais, 

transmitidos por artrópodes (9). São vírus esféricos, envelopados, com projeções na 

superfície, medindo de 40-60 nm de diâmetro (Figura 1). Apresentam um capsídeo 

ecosaédrico, contendo uma molécula de RNA fita simples com polaridade positiva, 
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cujo genoma de 10.862 nucleotídeos (NT) codifica o precursor de uma única 

poliproteína. Este genoma é organizado em uma região codificante única (open 

reading frame - ORF - fase aberta de leitura), com 10.233 nucleotídeos, na ordem 5'-

C-prM-E-NS1-Ns2a-Ns2b-NS3-Ns4a-Ns4b-NS5-3' (Figura 2) (10,11). O 

processamento da poliproteína resultante da tradução da ORF ocorre no retículo 

endoplasmático rugoso (12,13) e libera, após clivagem, três proteínas estruturais (C, 

pré-M e E) e sete não estruturais (NS1, NS2a e NS2b, NS3, NS4a e NS4b, e NS5). 

A região codificante é flanqueada por duas regiões não codificantes (NCR) de 

tamanho variável, a 3'NCR com cerca de 511 NT e outra menor, 5'NCR, com 118 

NT, ambas importantes para a regulação e expressão do vírus (10,11). As proteínas 

estruturais codificam a formação da estrutura básica da partícula viral; a proteína C, 

forma, juntamente com o RNA, o capsídeo viral, a glicoproteína pré-M é precursora 

da proteína estrutural M, produzida durante o processo de maturação viral e a 

proteína E dá origem ao envelope. Por outro lado, as proteínas não estruturais são 

responsáveis pelas atividades reguladoras e de expressão do vírus incluindo 

replicação, virulência e patogenicidade (10-15).  

 

Vírion imaturo

Intracelular

Vírion maduro

extracelular

Dímero E

Proteína M

Nucleocapsídio

Proteína E

Proteína Pré-M

A

 

B

 

Figura 1: Flavivirus. A) Partícula viral esquematizada mostrando a estrutura básica do vírus. 

Fonte: Gardner & Ryman, 2010 (adaptado). B) Genoma viral. Fonte: Center For Disease 

Control and Prevention - CDC (adaptado) www.cdc.gov/.../vol7no4/images/petersen1b.gif. 
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Embora apenas um sorotipo do vírus amarílico seja reconhecido, há 

pequenas diferenças genéticas entre as amostras da América e da África que 

permitem atualmente caracterizar dois e cinco genótipos, respectivamente (16).  

 

 

1.2  Ciclo de Transmissão e aspectos epidemiológicos 

 

De acordo com a localização geográfica, espécie vetorial e tipo de 

hospedeiros, três possíveis formas de transmissão são evidenciadas: febre amarela 

silvestre (FAS), febre amarela intermediária e febre amarela urbana (FAU) (1). A 

febre amarela silvestre ocorre em florestas tropicais, onde o vírus é mantido em 

primatas não humanos que são os principais hospedeiros do vírus amarílico. 

Diversos mamíferos, também, são suscetíveis à doença, destacando-se como 

possíveis reservatórios, os marsupiais e alguns roedores (17). A infecção humana 

ocorre quando uma pessoa não imunizada penetra no ciclo enzoótico natural por 

motivos ocupacionais ou de lazer. A maioria das infecções ocorre em homens jovens 

que trabalham na floresta e a transmissão é feita por intermédio de mosquitos dos 

gêneros Haemagogus e Sabethes na América (1,17) e Aedes na África, onde em 

áreas secas, o vírus também pode ser isolado a partir de carrapatos Amblyoma 

variegatumo, indicando eventual papel desses artrópodes na cadeia de transmissão 

da virose (16,17). O vírus pode, também, ser mantido durante as estações secas 

através da transmissão vertical nos mosquitos (18,19). A febre amarela intermediária 

ocorre em algumas regiões rurais e periurbanas da África, em epidemias de 

pequena escala, sendo transmitida pelo vetor de ligação entre os ciclos, urbano e 

silvestre, o mosquito Ae. simpsoni. O contato maior entre as pessoas e mosquitos 

infectados leva a transmissão. Muitas aldeias localizadas em uma mesma área, mas 

separadas entre si geograficamente, podem sofrer processos simultaneamente. Este 

é o tipo mais comum de surto na África (1,20,21). A febre amarela urbana ocorre 

quando as pessoas infectadas introduzem o vírus em áreas densamente povoadas, 

com um elevado número de indivíduos não imunes e mosquitos Aedes, favorecendo 

a transmissão do vírus de pessoa para pessoa. Uma vez infectada, no ciclo silvestre, 

a pessoa pode, ao retornar aos centros urbanos, servir como fonte de infecção para 

o Ae aegypti desde 24 a 48 horas antes de surgirem os sintomas até o quinto dia da 

infecção e este se torna capaz de transmitir o vírus da febre amarela, de 9 a 12 dias 

após ter picado uma pessoa infectada (3,22). Em áreas urbanas, o Aedes albopictus 
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é um transmissor potencial, embora ainda não tenha sido definitivamente 

incriminado como vetor da febre amarela; e presume-se que possa servir de ponte 

entre os ciclos silvestre e urbano da doença devido à sua grande facilidade de 

adaptação aos ambientes rural, urbano e periurbano (23).  

A última epidemia de febre amarela urbana transmitida em território 

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

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

em 1942 (24). Nas Américas, o último registro oficial da doença foi em 1954 em 

Trindad e Tobago. Porém, há relatos da doença em área urbana, na Bolívia, em 

1997 (25) e, mais recentemente, em 2008, no Paraguai, em uma área urbana do 

município de San Lorenzo, cerca 15 km de Assunção (8,26). Na África, ainda 

ocorrem epidemias de febre amarela urbana em regiões contíguas a áreas de 

floresta chuvosa, onde a febre amarela silvestre é enzoótica (16,17). 

Na população humana geralmente o aparecimento de casos é precedido 

de epizootias em primatas não humanos que geram, em intervalos cíclicos, de cinco 

a sete anos, surtos de febre amarela silvestre. Nestes animais, a doença manifesta-

se periodicamente num intervalo suficiente para o surgimento de novas populações 

susceptíveis após cada grande epizootia (27). Ao mesmo tempo, não havendo 

população símia disponível, o vírus movimenta-se para encontrar novos hospedeiros 

viáveis visando à manutenção natural. A forma silvestre da doença é endêmica em 

29 países da África, onde ocorre maior disseminação da doença (90% dos casos 

anualmente notificados a OMS) e nas Américas, onde, nos últimos 20 anos, sua 

ocorrência tem sido registrada em 13 países: Argentina, Bolívia, Brasil, Colômbia, 

Equador, Guiana, Guiana Francesa, Panamá, Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e 

Tobago e Venezuela. (21) (Figura 2). 
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Área geralmente sem recomendação da
vacina p/FA

Área com recomendação da vacina p/ FA

Área sem recomendação da vacina p/FA

 

 

Figura 2: Áreas com recomendação da vacina antiamarílica. Atualizado em 6 de maio de 

2011.   

Fonte: CDC (adaptado) http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2010/chapter-2/yellow-

fever.htm. 

 

No Brasil, a partir do desaparecimento da forma urbana em 1942, só há 

ocorrência de casos de febre amarela silvestre e os focos endêmicos até 1999 

estavam situados nos estados das regiões Norte, Centro-oeste e área pré-

amazônica do Maranhão, além de registros esporádicos na parte oeste de Minas 

Gerais (28). Nos surtos ocorridos no período de 2000 a 2008, observou-se uma 

expansão da circulação viral no sentido leste e sul do país, detectando-se sua 

presença em áreas silenciosas há várias décadas. A partir de 2008, com a re-

emergência do vírus da febre amarela na região Centro-Oeste, Sudeste e Sul (e com 

surtos em São Paulo e Rio Grande do Sul), a área geográfica considerada de risco 

para febre amarela silvestre foi ampliada (Figura 3) (29). Esse caráter dinâmico da 

epidemiologia da doença tem exigido avaliações periódicas das áreas de risco para 

melhor direcionamento dos recursos e aplicação das medidas de prevenção e 

controle (3,29). 
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Figura 3: Expansão das áreas epidemiológicas para febre amarela no Brasil de 1997 a 

2011.  

Fonte: adaptado de CNEPI/FUNASA/MS e apresentação da SVS-MS.  

 

A suscetibilidade à infecção é universal. A infecção confere imunidade 

permanente. Os filhos de mães imunes podem apresentar imunidade passiva e 

transitória durante 6 meses. Nas zonas endêmicas, são comuns as infecções leves e 

inaparentes (3). Acredita-se que a incidência real da doença seja 10 a 50 vezes 

maior do que é descrito. A mortalidade global da febre amarela situa-se entre 5-10%, 

percentual elevado quando comparado a outras viroses, inclusive a dengue. Mas 

quando se consideram apenas os casos graves, a letalidade revela-se maior e, no 

Brasil, oscila entre 40 a 60% (16,17). 
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1.3  Tratamento e prevenção 

 

Não existe tratamento específico para a doença. O tratamento é apenas 

sintomático, com cuidadosa assistência ao paciente que, sob hospitalização, deve 

permanecer em repouso, com reposição de líquidos e das perdas sanguíneas, 

quando indicado. Nas formas graves, o paciente deve ser atendido em uma unidade 

de terapia intensiva, o que reduz as complicações e a letalidade (17,30). A vacina 

contra febre amarela é a medida mais importante para prevenção e controle da 

doença. A OMS recomenda atualmente duas vacinas antiamarílicas originárias da 

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

imunogênicas (31).  

No Brasil, o Ministério da Saúde, através do Programa Nacional de 

Imunizações (PNI), recomenda que a vacina seja aplicada por via subcutânea e em 

dose única de 0,5 mL, a partir de 9 meses, sem limite de idade, sendo importante o 

reforço de, no mínimo, de dez em dez anos, especialmente para quem vive ou vai 

viajar para regiões nas quais há risco de transmissão (3,32,33), e a partir de 6 

meses de idade em situações de epidemias.  

A vacina é contraindicada em: crianças com menos de 6 meses de idade; 

em situações de imunodepressão transitória ou permanente induzida por doenças 

(neoplasias, AIDS e infecção pelo HIV com comprometimento da imunidade) ou pelo 

tratamento (drogas imunossupressoras acima de 2mg/kg/dia por mais de duas 

semanas, quimioterapia, radioterapia etc.); gestante, salvo situações de alto risco de 

exposição; reações anafiláticas relacionadas a ovo de galinha e seus derivados ou a 

outras substâncias presentes na vacina; indivíduos com doenças autoimunes, 

doenças neurológicas ou outros problemas de saúde crônicos deverão ser avaliados 

caso a caso; e recomenda-se o adiamento da vacinação para as mães que estão 

amamentando bebês até 6 meses de idade (3,33,34). 

Em populações em que a cobertura vacinal é baixa, uma vigilância 

epidemiológica eficiente é crítica para o rápido reconhecimento e controle dos surtos 

(3). Dentre as medidas utilizadas para manter erradicada a febre amarela urbana no 

Brasil e evitar surtos de febre amarela silvestre estão, além da vacinação, a 

notificação imediata de casos humanos, casos de epizootias (principalmente morte 

de primatas não humanos), achado do vírus em vetor silvestre, a vigilância 

entomológica e a realização de ações de educação em saúde (3). A doença é de 

notificação compulsória, portanto todo caso suspeito deve ser prontamente 



26 

 

comunicado por telefone, fax ou e-mail às autoridades, por se tratar de doença 

grave. A obrigatoriedade da notificação imediata à Organização Pan americana da 

Saúde (OPAS) sofreu alteração com o Regulamento Sanitário Internacional, 2005 

(RSI) que passou a vigorar em todo o mundo em 15 de junho de 2007. Nesse novo 

contexto, a notificação de caso suspeito às autoridades internacionais ocorre a partir 

de uma avaliação realizada por meio de um algoritmo de decisões que permite 

classificar o evento em emergência de saúde pública de importância nacional ou 

internacional, e que vai determinar a necessidade, ou não, da notificação aos órgãos 

internacionais (3,35). 

 

 

1.4  Breve histórico da vacina antiamarílica amostra 17D 

 

Duas vacinas antiamarílicas de vírus vivos atenuados foram 

desenvolvidas na década de 1930: a Vacina Neurotrópica Francesa (FNV) através 

de 128 passagens de vírus viscerotrópico humano (também conhecido como vírus 

Dakar) em cérebro de camundongo e que teve sua produção descontinuada, em 

1980, devido à sua associação a alta incidência de casos de encefalites em 

crianças; e a amostra 17D original (Asibi), desenvolvida por Theiler e Smith em 1937 

(36), através da atenuação do vírus selvagem isolado, em 1927, de um paciente 

africano (Asibi) através de 53 passagens em macacos, com passagens intermitentes 

em Ae. aegypti, 18 passagens em tecidos de embrião de camundongos, 58 

passagens em cultura de tecidos de embrião de galinha e passagens adicionais em 

cultura de tecidos de embrião de galinha desnervado (36,37). Após um total de 180 

passagens, a amostra 17D foi isolada e, a partir desta, duas subamostras foram 

isoladas independentemente: a 17DD na passagem 195 passada mais 48 vezes em 

cultura de tecidos e mais 41 vezes em ovos embrionados e a subamostra 17D-204, 

derivada da passagem 204 da 17D original (38-41). Atualmente as vacinas são 

produzidas em ovos embrionados de galinha, usando a tecnologia que mudou pouco 

desde 1945 e as duas subamostras utilizadas mundialmente, a 17D-204 e a 17DD, 

estão nas passagens 235-240 e 287-289, respectivamente (31,42).  

A vacina antiamarílica foi a primeira vacina de vírus vivo atenuado a ser 

empregada em humanos em 1937 (36-37) e a primeira no mundo a usar o sistema 

de lotes-sementes, isto é, os lotes originais do vírus atenuado são submetidos a uma 

nova passagem em ovos embrionados, dando origem a lotes secundários que 
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servirão de fonte para a produção do imunizante. Este sistema visa à manutenção 

do vírus na mesma passagem com o intuito de diminuir alterações indesejadas 

quanto às propriedades biológicas do vírus vacinal (31,40,43). Além das 

subamostras 17D-204 e 17DD, em 1977, o Instituto Robert Koch (Berlin) preparou 

para a OMS, a subamostra 17D-213/77, uma semente primária, livre de vírus da 

leucose aviária, originária da subamostra 17D-204 que é mantida como estoque 

referência, disponível para novos fabricantes (44). Existem atualmente seis 

fabricantes de vacinas subamostras da 17D original, produzindo uma combinação de 

aproximadamente 30-60 milhões de doses por ano. Estima-se, que a vacina já tenha 

sido administrada a mais de 500 milhões de pessoas (42,45). A concentração viral 

por dose da vacina para aplicação subcutânea não deve ser inferior a 1.000 MLD50 

(“Medium Mouse Lethal Dose” - quantidade de vírus capaz de matar 50% dos 

camundongos injetados) segundo os padrões biológicos da OMS (46). A MLD50 em 

geral é expressa em escala logarítmica, log10 MLD50. A dose mínima é de 3 log10 

MLD50. Atualmente, a concentração de partículas virais na vacina é expressa em 

PFU (unidades formadoras de placas). Embora não exista uma relação linear entre 

as metodologias de PFU e MLD50, há quase um paralelismo entre esses valores. 

Para compensar as perdas de vírus na estocagem, os fabricantes colocam um 

excedente de vírus em cada frasco (47). Uma dose de vacina contém entre 104 e 106 

PFU de uma mistura heterogênea de múltiplas subpopulações de vírions, já que 

estas vacinas não são biologicamente clonadas (42,48). 

 

 

1.5 Bases moleculares da atenuação da vacina 17D  

 

O desenvolvimento da vacina contra febre amarela por passagens 

empíricas, principalmente em tecidos embrionários de galinha, resultou em múltiplas 

mutações nos genes estruturais e não estruturais do vírus (49), embora tenha sido 

demonstrado alto grau de similaridade genética entre diversas vacinas produzidas 

por vários fabricantes (50). Hahn e colaboradores (51) compararam e deduziram a 

sequência de aminoácidos da amostra Asibi, da vírus selvagem e da vacina 17D-204 

e, identificaram 68 trocas de nucleotídeos, codificando 32 substituições de 

aminoácidos, incluindo 12 no gene da proteína E do envelope. Duarte dos Santos e 

colaboradores (38) e Galler e colaboradores (39) descreveram 48 alterações 

nucleotídicas entre as subamostras 17D-213/77 e 17DD quando comparadas à 
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amostra parental virulenta Asibi e 21 alterações com relação à Asibi e 17D-204, que 

são específicas da 17DD. Em um trabalho desenvolvido para investigar o 

envolvimento da proteína E como base molecular da atenuação do vírus amarílico, 

utilizando painéis de anticorpos monoclonais (mAbs) específicos para vírus 

selvagem e amostra vacinal 17D, foi observado que o ganho de epítopos na proteína 

do envelope vacinal e a perda de outros no vírus selvagem estão diretamente 

envolvidos no processo de atenuação do vírus da febre amarela e sugere que os 

genes que codificam a proteína do envelope estão envolvidos na patogenicidade do 

vírus (52). Entretanto, ainda não foi possível identificar quais alterações de 

nucleotídeos e/ou aminoácidos são responsáveis pela atenuação do vírus vacinal 

(51,52).  

Existem numerosos trabalhos, sendo alguns contraditórios, nos quais se 

utilizam anticorpos monoclonais que reconhecem epítopos de proteínas do envelope 

viral. Barrett e colaboradores (53), Leder e colaboradores (54) observaram 

diferenças antigênicas em vacinas fabricadas em diferentes centros. Por outro lado, 

Jennings e colaboradores (55), comparando a vacina febre amarela amostra 17DD 

produzida em Senegal e outras vacinas produzidas por outros centros, 17D-204 da 

“American Type Culture Collection” (ATCC), 17D-204 da OMS, 17DD do Brasil, FNV 

e a amostra Asibi selvagem, encontraram um alto grau de homologia (99,5 % e 

99,5% para nucleotídeos e aminoácidos, respectivamente) a nível molecular da 

porção do genoma que codifica proteínas estruturais, apesar de diferentes 

passagens em laboratórios distintos (55). Em adição, um trabalho recente 

demonstrou altos níveis de estabilidade genética, com mínima variabilidade 

interlotes em vacinas disponíveis comercialmente, quando produzidas em escala 

industrial (56). 

 

 

1.6 A imunidade induzida pela vacina 17D 

 

1.6.1 A resposta humoral  

 

Diferentes estudos demonstraram que anticorpos protetores, 

correlacionados experimentalmente com resistência à infecção, podem ser 

detectados no 7º dia após a vacinação por testes de neutralização e, no 12º dia, em 

títulos menores, por teste de inibição de hemaglutinação. Após a primovacinação, 
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uma viremia transiente (2 a 3 dias) e em níveis baixos (não excedendo 2 log10 PFU 

ou <200 PFU/mL) é detectada em aproximadamente 50% dos indivíduos vacinados, 

com picos entre o terceiro e sétimo dias, com resolução precedendo o aparecimento 

de anticorpos anti-IgM e anticorpos neutralizantes em níveis protetores (57-61). Os 

anticorpos do tipo IgM podem ser detectados no 8º ou 9º dia, aumentando até 14-17 

dias após a infecção, diminuindo em seguida e permanecendo detectáveis por 2 a 3 

meses. Nas primeiras 4 a 6 semanas, os títulos de anticorpos IgM são, em média, 16 

a 256 vezes mais altos do que os títulos de anticorpos IgG. Estes e IgA surgem na 

segunda ou terceira semana após a vacinação e persistem por tempo prolongado 

(31,57-59). 

O vírus da febre amarela possui determinantes antigênicos comuns a 

outros membros da família Flaviridae. Há evidências experimentais de que a 

resposta imunológica aos vírus da vacina contra febre amarela pode ser modificada 

pela infecção por outros vírus da mesma família (62,63) e de que os testes 

sorológicos para estas arboviroses estejam sujeitos a reações cruzadas (64-66). 

Todavia, estudos sobre a interferência dos vírus da dengue e o vírus da amostra 

17D em humanos são controversos. Em um estudo realizado em 1962 foi observado 

um aumento da intensidade na resposta com anticorpos neutralizantes após a 

injeção subcutânea de vacina 17D, maior entre os indivíduos que não tinham 

anticorpos heterólogos (67). Resultados diferentes foram observados em outro 

trabalho, no qual a presença de anticorpos fixadores de complemento contra vírus 

sorologicamente relacionados à febre amarela interferiam na resposta imunológica à 

vacina 17D (68).  

 

 

1.6.2 A resposta celular 

 

Embora a imunidade conferida pela vacinação, baseada no 

estabelecimento de resposta humoral protetora, possua caráter inquestionável (69), 

somente nos últimos anos os mecanismos da resposta imune-celular relacionados 

ao estabelecimento da proteção têm sido mais investigados. Paralelamente a 

viremia, o número percentual de células CD8+ aumenta significantemente com pico 

no 5º dia após a primovacinação, sugerindo a capacidade do processo vacinal de 

promover, paralelo à imunidade humoral, uma resposta imune celular importante 

(58). Parâmetros iniciais da ativação imune, tais como aumento sérico de 
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neopterina, 2-microglobulina, proteína C reativa, IL-6, TNF- e IL-1Ra têm sido 

descritos entre 2º e 7º dia após a vacinação (58,59,70,71). A indução de interferons 

é indicada pelo aumento da atividade da enzima 2',5'-oligoadenilato sintetase em 

linfócitos T e B com pico no 9º dia após a primovacinação (72). Células TCD8+ 

citotóxicas específicas contra epitopos de proteína não estrutural NS3 foram 

inicialmente demonstradas em camundongos (73,74). Em seres humanos, células 

TCD8+ citotóxicas específicas contra epítopos de proteínas não estruturais NS1, 

NS2b, NS3 e estruturais E do vírus vacinal 17D foram identificadas e demonstradas 

através da síntese de IFN- por ensaio ELISPOT 14 dias após a vacinação, podendo 

ser detectada até após 19 meses (75). Uma resposta de célula TCD8+ de memória 

ampla e polifuncional também tem sido descrita (76-78).  

Estudos recentes têm demonstrado o papel crucial do sistema imune 

inato na extensão e qualidade da resposta imune adaptativa (79,80). O vírus vacinal 

17D e o vírus selvagem são capazes de replicar em monócitos e macrófagos 

humanos, incluindo células de Kupffer (81-83). Em células dendríticas humanas, o 

vírus 17D é capaz de replicar, embora minimamente, sem causar morte por 

apoptose (84). Esta replicação é suficiente a apresentação de epitopos endógenos e 

recombinantes às células T (84,85) e estimula os receptores “Toll-like” (TLR) 2, 7, 8, 

e 9 (86,87) resultando na produção de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias IP-

10 (CXCL10), interleucina (IL)-1, IL-1 e TNF- induz uma resposta de interferon 

do tipo I (IFN-), com maturação e ativação de células dendríticas no sangue 

periférico. Acredita-se que essas células dendríticas ativadas provavelmente migram 

para os linfonodos regionais onde estimulam a resposta imune mediada por células 

e a humoral (78,84-90). A interação do vírus com diferentes TLRs modificariam o 

balanço de citocinas Th1 e Th2 produzido pelas células ativadas e é possível que os 

componentes não virais da vacina, também, possam influenciar neste equilíbrio 

(88,89). Esta imunidade induzida pela vacina 17D, envolvendo ambas as respostas 

imune, inata e adaptativa, as quais são orquestradas por fatores de transcrição 

importantes, dentre os quais STAT1, IRF7 e ETS2 tem sido demonstrada, mais 

recentemente, por meio do emprego da biologia de sistemas (89,91) sendo possível 

até identificar genes, que quando ativados, se mostram preditores de resposta de 

células TCD8+ (C1qB e ETIF2ak4 ) ou de resposta com produção de anticorpos 

neutralizantes (TNFRSF17) (92).  

Apesar das importantes descobertas empregando a vacina antiamarílica 

17D-204, somente na última década, estudos têm focalizado a resposta celular à 
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vacinação induzida pela vacina antiamarílica 17DD. Santos e colaboradores (93) 

demonstraram um aumento da população de células T CD3+ circulantes, e 

subpopulações TCD3+CD4+ (43% CD45RO+) e TCD3+CD8+ (70% CD45RO+) após a 

primovacinação com a vacina 17DD. Uma ativação dos linfócitos TCD8+, também, 

pôde ser caracterizada por um aumento de células TCD8+CD38+. Martins e 

colaboradores (94) demonstraram, em estudo imunofenotípico de leucócitos 

circulantes de adultos primovacinados, eventos ativadores e moduladores da 

resposta imune, iniciando precocemente e mantendo-se pelo menos por 30 dias. 

Esta resposta foi caracterizada por um aumento significativo de células T ativadas 

(CD4+HLA-DR+ e CD8+CD69+), paralelamente à diminuição na frequência de células 

T reguladoras (CD4+CD25High+) e células CD8+CD62L+ observadas no 7º dia pós-

vacinação. Por outro lado, no 15º dia, observou-se um aumento da expressão da 

molécula imunorreguladora IL-10R em linfócitos TCD4+ e CD8+. O aumento da 

frequência de linfócitos T CD8+HLA-DR+ no dia 30 pós-vacinação sugere uma 

cinética distinta na ativação de células T, com células T CD4+ sendo ativadas 

precocemente, enquanto células T CD8+ representariam um evento mais tardio da 

resposta seguida vacinação antiamarílica 17DD (95). Em relação às células B, foi 

observado um decréscimo na frequência de linfócitos B no 7º dia com mudanças 

fenotípicas importantes no 15º dia, caracterizadas por aumento de linfócitos B 

ativados (CD69+) paralelamente ao aumento da expressão do receptor para IL-10 e 

da molécula reguladora CD32 nestas células. Em relação à imunidade inata, foi 

demonstrado que a ativação celular na população de neutrófilos ocorre mais 

precocemente no 7º e 15º dias com aumento da frequência de neutrófilos CD28+ 

(95). Resultados similares foram observados na população de monócitos, com 

expansão de uma população celular com características fenotípicas similares a 

macrófagos, monócitos ativados e pró-inflamatórios ocorrendo no 7º dia pós-

vacinação. Simultaneamente aos eventos de ativação, o aparecimento de fenótipos 

celulares associados a eventos imunorreguladores, como elevada expressão de 

CD16 em neutrófilos, CD32 e CD64 em monócitos, aparecem como características 

marcantes no 7º dia pós-vacinação. Além disso, o aumento na expressão de 

receptor de interleucina 10 (IL-10R) por neutrófilos, monócitos e células NK no 15º 

dia, acompanhados pela elevada expressão de CD16 em monócitos também no 15º 

dia, representam eventos imunorreguladores adicionais. Estes dados demonstram a 

coexistência de aspectos fenotípicos associados a eventos de ativação e vias 

imunorreguladoras que parecem ser relevantes para a prevenção de eventos 
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adversos graves associados à vacinação antiamarílica, os quais, muitas vezes 

fatais, têm sido relatados na literatura científica (96).  

A análise de citocinas intracitoplasmáticas demonstrou uma resposta 

imune com perfil misto de produção de citocinas inflamatórias (IFN- TNF- e IL-12) 

e moduladoras (IL-5 e IL-10) por células da imunidade inata e adaptativa após a 

vacinação (97). Santos e colaboradores (98) também demonstraram resposta mista 

de citocinas (aumento de IFN- e IL-4) 15 dias após imunização (98). O status das 

células NK na resposta imune à vacinação antiamarílica 17DD foi investigado, 

recentemente, por Neves e colaboradores, e foi demonstrado um aumento da 

expressão de TLR3 e TLR9 paralelamente a uma ativação precoce destas células, 

precocemente no dia 2 (embora não significativo) e significativos nos dias 4 e 7 após 

a vacinação (87). 

 

 

1.7 Eficácia vacinal 

 

A vacina contra febre amarela 17D tem-se mostrado imunogênica desde 

os primeiros estudos de campo e sua eficácia comprovada através da interrupção de 

epidemias de febre amarela e pela presença de anticorpos neutralizantes em 90% e 

99% das pessoas adultas 10 e 30 dias após a vacinação, respectivamente. As taxas 

de soroconversão são semelhantes para as vacinas 17DD e 17D-204 (36,99,100). A 

resposta primária à vacina 17D com anticorpos neutralizantes é rápida (detectável 7 

dias após a vacinação) e altamente específica. A soroproteção é definida como a 

presença de anticorpos neutralizantes em títulos > 1:10 ou “Log Neutralization Index” 

(LNI) > 0,7 (101,102). A eficácia da vacina tem sido atribuída ao desenvolvimento e 

fixação de anticorpos à proteína estrutural E, induzindo a neutralização de atividades 

biológicas, hemaglutinação passiva e proteção (103). Embora alguns estudos 

tenham demonstrado a presença de anticorpos neutralizantes por até 35 anos após 

a vacinação (104), a OMS preconiza revacinação a cada dez anos (1,3,21). 

Entretanto, as taxas de soroconversão em crianças menores de 2 anos são mais 

baixas e a evidência de que possa ser administrada simultaneamente com outras 

vacinas do PNI ainda é controversa (105-111). As causas para a baixa taxa de 

soroconversão em crianças precisam ser investigadas. A recomendação da OMS 

para vacinação de crianças aos nove meses de idade, concomitantemente à 

vacinação antissarampo, é embasada pelo custo-efetividade maior desta estratégia 
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de que às campanhas de vacinação para controle de surtos (46). Em estudo de 

campo recente de caráter multicêntrico, a vacina da subamostra 17DD alcançou 

níveis de soroconversão de 97% em indivíduos com idades de 10 anos ou mais, 

94% nas crianças de 2 a 9 anos, 88% nas crianças de 12 a 23 meses, 72% nas de 

9-11 meses e 82% nas de 6-8 meses (111). Em outro estudo, envolvendo lactentes 

de 9 a 11 meses no estado de São Paulo, a soroconversão foi de 77,5% (110), com 

indicação da associação da baixa soroconversão e menor intensidade da resposta 

imunológica com a aplicação simultânea da vacina de sarampo. 

 

1.8 Segurança vacinal 

 

Embora a vacina antiamarílica, amostra 17D, constitui-se em uma das 

mais seguras e eficazes vacinas de vírus vivo atenuados existentes e seja bem 

tolerada, eventos adversos associados à sua aplicação podem ocorrer, sendo as 

manifestações mais comuns: dor local, mal-estar, cefaléia, dores musculares e febre 

baixa, o que ocorre em 2% a 5% dos vacinados, por volta do 5° ao 10º dia vacinação 

(1,3,21). Essas reações duram de 1 a 2 dias e são, na maioria das vezes, brandas e 

com evolução favorável espontânea. Reações de hipersensibilidade imediata, como 

erupção, urticária, angioedema e choque anafilático, podem ocorrer de 30 minutos 

até 2 horas após a administração da vacina, porém são incomuns (incidência <1/1 

milhão) sendo mais frequentes em pessoas com histórico de alergia a proteínas do 

ovo (113). Porém, a partir de 1996, eventos adversos graves (EAG) e até mesmo 

fatais vêm sendo relatados em indivíduos previamente sadios, fato que reivindica 

uma revisão crítica dos efeitos da primovacinação e dos fatores de risco envolvidos 

na revacinação (114-130). Considera-se como eventos adversos graves pós-

vacinação contra febre amarela as reações de hipersensibilidade imediata (RH), a 

doença viscerotrópica (DV), a doença neurológica (DN) e qualquer morte súbita 

inesperada, ocorrendo até 30 dias após o término de campanhas de vacinação 

contra febre amarela em que as circunstâncias e dados clínicos sugerem uma 

reação adversa à vacina. A doença neurológica é um evento grave, mas raramente 

fatal, que manifesta como síndromes clínicas distintas decorrentes da ação direta do 

vírus vacinal no sistema nervoso central (meningoencefalite) ou manifestações 

autoimunes em que anticorpos e/ou células T ativadas induzidos pela vacina reagem 

com epitopos neuronais, ocasionando lesões no sistema nervoso central ou 

periférico, dentre as quais podem ser citadas a síndrome de Guillain-Barré (SGB); a 



34 

 

encefalomielite disseminada aguda (EMDA); a paralisia bulbar e a paralisia de Bell 

(1,3,21). Historicamente a doença neurológica esteve associada à vacinação de 

crianças. Dados da OMS (1994) apresentam mais de 200 milhões de vacinas 

aplicadas com a descrição de 17 casos de encefalites temporalmente associados à 

vacina (4 casos em crianças menores de 4 meses). Porém, relatos mais recentes da 

doença foram descritos em pessoas de todas as idades. O aparecimento da doença 

varia, nos casos documentados, entre 3-28 dias após a vacinação, e quase todos os 

casos foram em indivíduos primovacinados e raramente fatais (<5%) (1,3,21,113). A 

incidência de doença neurológica associada à vacina antiamarílica nos Estados 

Unidos é de 0,8/100.000 doses administradas. A taxa é maior em pessoas ≥ 60 anos 

de idade, com uma taxa de 1,6/100.000 doses em pessoas entre 60-69 anos de 

idade e 2,3/100.000 doses em pessoas ≥ 70 anos de idade (1,21). No entanto o 

evento adverso, temporalmente associado à vacinação antiamarílica, considerado 

mais grave e com maior letalidade é a doença viscerotrópica (DV). Trata-se de 

doença grave, similar à doença de tipo selvagem, na qual ocorre a disseminação do 

vírus vacinal para diversos órgãos e, muitas vezes, levando à falência de múltiplos 

órgãos e morte. O início dos sintomas varia em média de 35 dias (1 a 8 dias) após a 

vacinação e apresenta uma taxa de letalidade de 53%. Nos Estados Unidos, a taxa 

de incidência é de 0,4 casos por 100.000 doses da vacina aplicada. A taxa é maior 

em pessoas ≥ 60 anos de idade, com taxa de 1/100.000 doses em pessoas de 60-69 

anos de idade e 2,3/100.000 doses em idosos ≥ 70 anos de idade (1,21). Desde que 

foram publicados os primeiros casos de EAG em 1996, até fevereiro de 2010, foram 

notificados ao CDC, 57 casos de 14 países: Austrália, Bélgica, Brasil, China, 

Colômbia, Equador, França, Alemanha, Japão, Peru, Espanha, Suíça, Reino Unido e 

Estados Unidos (131), incluindo os cinco casos ocorridos no Peru em 2008 

(124,125). A doença viscerotrópica associada à vacina antiamarílica era considerada 

um fenômeno recente até que Engel (120) e colaboradores relataram um caso 

ocorrido em uma mulher brasileira vacinada em 1975. Em 2010 mais 2 casos 

ocorridos em 1973 e 1978 foram descritos (128). 

No Brasil, tem sido observado maior risco de ocorrência de evento 

adverso grave em áreas onde não há recomendação de vacina na rotina. Pelos 

registros do Sistema Nacional de Vigilância de Eventos Adversos Pós-Vacinais do 

Ministério da Saúde, de 2000 a 2008, foram aplicadas 101.564.083 doses da vacina 

antiamarílica, tendo sido registradas reações de hipersensibilidade com uma 

frequência de 0,9/100.000 doses, das quais 0,023/100.000 doses representaram 
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choque anafilático. A frequência de doença neurológica associada à vacinação 

antiamarílica (DN) no mesmo período foi 0,084/100.000 doses. De 1999 a 2009, a 

frequência de doença viscerotrópica (DV) por doses administradas foi 

0,019/100.000. Dentre os 26 casos de DV notificados (21 do Brasil e 5 de outros 

países), 19 foram classificados como casos confirmados, 4 como casos prováveis e 

3 como casos suspeitos, envolvendo 10 pacientes do sexo masculino, 15 do sexo 

feminino e um com sexo desconhecido - um caso de 1975. A taxa de letalidade foi 

de 92.3% (127). Dos casos anteriores ocorridos no Brasil, 4 foram associados a 

lotes diferentes da vacina antiamarílica 17DD (114,132) que foram administrados 

durante um período de imunização em massa, no qual 22 milhões de pessoas foram 

vacinadas. Com o aumento do uso da vacina na reemergência do vírus da febre 

amarela nos estados de São Paulo e Rio Grande do Sul foram registrados, no 

estado de São Paulo, em 2009, 3 casos confirmados e 2 casos prováveis de DV 

para 1.600.000 doses administradas (0,31/100.000 doses). No estado do Rio 

Grande do Sul, na mesma data, foram notificados 2 casos confirmados e 2 casos 

prováveis de DV em 3.600.000 de doses aplicadas (0,11/100.000 doses) e 35 casos 

confirmados de meningite asséptica (0,97/100.000 doses) e 2 casos de SGB 

(0,06/100.000 doses). A incidência total de casos neurológicos foi, entretanto, de 

1,1/100.000 doses. No Rio Grande do Sul foi notificado, também, um caso de 

doença desmielinizante com neurite óptica confirmada e 2 casos de encefalite 

devido à transmissão do vírus vacinal pelo aleitamento materno em recém nascidos 

de amamentação exclusiva, após a administração da vacina em suas mães 

(127,133). 

Muitos dos eventos relatados após a vacinação contra febre amarela 

constituem-se em sinais e/ou sintomas de diversas doenças frequentes na 

população, assim nem sempre é possível distinguir os que são causados pela vacina 

e aqueles causados por outros problemas coincidentes temporalmente. Algumas 

situações têm sido identificadas como de maior risco para eventos adversos graves 

após a vacinação contra FA, tais como, pessoas portadoras de doenças autoimunes, 

como lúpus eritematoso sistêmico, e primovacinação em idosos com mais de 70 

anos de idade. Acredita-se que fatores de predisposição individual, embora 

desconhecidos, sejam importantes, pois não se encontraram mutações nos vírus 

(134-136) ou problemas relacionados à qualidade das vacinas (1,3,113). Resposta 

adaptativa antígeno-específica robusta, envolvendo células T e B, anormalidades na 

resposta inata, principalmente com ruptura do eixo de ativação de monócitos, 
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aumento quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-8, MCP-1, MIG/CXCL e 

GRO) e polimorfismo nos genes do CCR5 e RANTES são algumas alterações 

descritas em casos de DV (137-139).  

Apesar de muitos estudos, a compreensão dos fatores envolvidos na 

geração de uma resposta imunológica eficaz e os mecanismos responsáveis pelos 

eventos adversos graves ainda não foram elucidados. E, considerando a escassez 

de estudos que abordam aspectos detalhados da resposta imune em crianças, 

aliado ao fato de que a vacina contra febre amarela foi incluída no Calendário Básico 

de Vacinação do PNI do ministério da saúde, chama a atenção para a necessidade 

de uma revisão crítica dos efeitos da vacinação e realização de estudos adicionais 

para avaliar os aspectos da resposta imune no âmbito da memória imunológica pós-

vacinal.  

Desta forma, considerando a necessidade de ampliar a compreensão dos 

fenômenos da resposta imune induzida pela vacinação antiamarílica, este projeto 

propõe avaliar o panorama da resposta imune vacinal, utilizando uma nova 

estratégia proposta por Vitelli-Avelar e colaboradores (140), a partir de um conceito 

de baixa e alta produção de citocinas criado por Bahia-Oliveira (141). Esse modelo 

permite avaliar de forma mais completa o perfil dominante de citocinas produzidas 

por populações e subpopulações de leucócitos circulantes, tanto individualmente 

quanto no âmbito de grupos previamente selecionados. A análise do perfil de 

citocinas, tanto no contexto ex vivo como após estimulação in vitro com antígenos da 

vacina antiamarílica, oferecerá evidências adicionais sobre os eventos imunológicos 

pós-vacinação relevantes para a caracterização e entendimento dos mecanismos 

imunológicos envolvidos na imunidade antiamarílica, de crianças e adultos 

primovacinados/revacinados, proporcionando, assim, uma melhor compreensão da 

resposta imune celular ao vírus vacinal e contribuindo para estudos futuros acerca 

da proteção desencadeada por vacinas. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1.Objetivo geral 

 

Atualizar o conhecimento científico acerca da imunidade vacinal ativa 

contra a febre amarela (17DD), através da investigação minuciosa de parâmetros 

fenotípicos celulares e moleculares dos eventos pós-vacinais.  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Avaliar o impacto do antígeno amarílico 17DD no panorama de citocinas em 

leucócitos circulantes, na cinética da resposta imune em adultos primovacinados;  

 

Avaliar as alterações no padrão fenotípico de leucócitos circulantes e no perfil de 

quimiocinas/citocinas plasmáticas em casos de eventos adversos graves pós-

vacinação antiamarílica; 

 

Caracterizar o índice de impacto do antígeno amarílico 17DD no panorama de 

citocinas em leucócitos circulantes, associado aos diferentes padrões de 

soroconversão em crianças. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 Grupos de estudo e amostras biológicas 

 

3.1.1 Estudo em adultos 

 

Para a realização do estudo longitudinal dos estágios iniciais da resposta 

vacinal em adultos foram inicialmente avaliados 50 indivíduos adultos com idade 

variando entre 21 e 51 anos, residentes na região metropolitana de Belo Horizonte 

MG, que se apresentaram voluntariamente ao chamado colocado em alguns meios 

de comunicação de massa, onde eram convocados indivíduos adultos saudáveis, 

sem história prévia de vacinação antiamarílica que desejassem participar da 

presente pesquisa. Os voluntários que apresentaram resultado negativo ao teste de 

quantificação de anticorpos neutralizantes pelo teste de redução de placas de lise 

em células VERO (PRNT) foram selecionados para este estudo, sendo um total de 

10 indivíduos, 6 do sexo masculino e 4 do sexo feminino, com idade variando entre 

21 e 51 anos. Os voluntários selecionados foram submetidos à vacinação 

antiamarílica em Centros de Saúde da Rede Pública de Belo Horizonte, sob a 

supervisão do Dr. José Geraldo Leite Ribeiro, da Secretaria Estadual de Saúde de 

Minas Gerais (SESMG). Nenhum dos voluntários apresentou qualquer manifestação 

sugestiva de reação adversa temporalmente associada à vacinação antiamarílica 

17DD. As amostras de sangue foram coletadas por profissionais qualificados do 

Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração do Centro de Pesquisa 

René Rachou (CPqRR/Fiocruz), em quatro tempos distintos, pré-vacinal, 7, 15 e 30 

dias após a vacinação, por punção venosa através do sistema de coleta a vácuo 

(Vacutainer, Becton Dickinson - BD) em três frascos separados, sendo um frasco de 

5 mL contendo o anticoagulante ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), um frasco 

de 10 mL contendo heparina sódica e um frasco de 10 mL sem anticoagulante. O 

sangue coletado em EDTA foi utilizado para a realização de hemograma e estudo do 

perfil imunofenotípico de leucócitos periféricos. O sangue coletado em heparina foi 

utilizado nos ensaios de detecção de citocinas intracitoplasmáticas e o material 

coletado sem anticoagulante foi destinado à realização dos testes de 

soroneutralização. 

 



39 

 

 

3.1.2 Estudo em casos de reações adversas 

 

Seguindo o fluxograma proposto no protocolo de orientação frente a 

eventos adversos graves associados temporalmente à vacina 17DD contra febre 

amarela, do Ministério da Saúde (113), foi colhida por punção venosa através do 

sistema de coleta a vácuo (Vacutainer, BD) uma amostra de 7 mL de sangue 

periférico em heparina, de uma paciente estadunidense, de 23 anos de idade, que 

recebeu a vacina 17D-204, em Chicago nos Estados Unidos, como preparação para 

sua viagem ao Brasil e que apresentou quadro clínico com características sugestivas 

de evento adverso à vacinação antiamarílica (129). A amostra de sangue periférico 

foi colhida 15 dias após a vacinação, quando a paciente já se encontrava na cidade 

do Rio de Janeiro, RJ, Brasil e foi encaminhada ao Laboratório de Biomarcadores de 

Diagnóstico e Monitoração do Centro de Pesquisas René Rachou. 

 

 

3.1.3 Estudo em crianças 

 

Para o estudo do impacto do antígeno amarílico 17DD no panorama de 

citocinas em leucócitos circulantes associado aos diferentes padrões de 

soroconversão em crianças foram selecionados voluntários de ambos os sexos, com 

idade entre 9 e 47 meses, os quais participavam de estudo multicêntrico envolvendo 

o Estado de Minas Gerais e o Distrito Federal (142). As amostras de sangue 

periférico (4 mL) foram coletadas por punção venosa através do sistema de coleta a 

vácuo (Vacutainer, BD) em 3 tempos distintos: 30 dias após a primovacinação, para 

quantificação dos anticorpos antiamarílicos e 1 ano após a primo e/ou revacinação 

para o estudo do impacto do antígeno amarílico 17DD no panorama de citocinas em 

leucócitos circulantes associado aos diferentes padrões de soroconversão. A 

soroconversão, aparecimento de anticorpos séricos induzidos pelo contato com o 

antígeno vacinal antiamarílico, foi o desfecho primário de interesse para o estudo. 

Inicialmente, estas crianças foram classificadas de acordo com os níveis de 

anticorpos neutralizantes antiamarílicos após a vacinação em: primovacinadas (PV) 

não respondedoras (PV-PRNT-)(PRNT <2.5 Log10 mUI/mL, n=10) e primovacinadas 

respondedoras (PV-PRNT+)(PRNT2.5 Log10 mUI/mL, n=30). O grupo respondedor 

PV-PRNT+ foi subdividido em PV-PRNTMEDIUM+ (2,5≤PRNT≤3,5 Log10 mUI/mL, n=20) 
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e PV-PRNTHIGH+ (PRNT >3,5 Log10 mUI/mL, n=10). Dez crianças seletivamente não 

respondedoras após a primovacinação foram submetidas à revacinação um ano 

após a primovacinação sendo denominadas (RV-PRNT+) (PRNT2.5 Log10 mUI/mL, 

n=10). E, um grupo de crianças inicialmente não vacinadas (soronegativas) foi 

denominado como não vacinado (NV-PRNT-)(PRNT<2.5 Log10 mUI/ML, n=10). 

Todas as crianças se encaixaram nos critérios de elegibilidade e seus responsáveis 

legais permitiram a participação no estudo. Todo procedimento de identificação dos 

voluntários, vacinação e colheita das amostras sanguíneas, foi conduzido pela 

Assessoria Clínica de Bio-Manguinhos (ASCLIN) sob a coordenação do Dr. Reinaldo 

Menezes (médico chefe), da Dra. Maria de Lourdes Maia (médica supervisora de 

estudos clínicos), do Dr. Luiz Camacho da Escola Nacional de Saúde Pública da 

Fiocruz, do Dr. José Geraldo Leite Ribeiro (Setor de Imunizações) da Secretaria 

Estadual de Saúde de Minas Gerais e da Dra. Ivone Perez da Secretaria de Saúde 

do Distrito Federal.  

 

3.1.4 Lote da vacina antiamarílica 

 

Os lotes da vacina antiamarílica 17DD utilizados, no estudo longitudinal 

em adultos foi o 055VFA054P e no estudo da resposta vacinal em crianças foi o 

007VFA010Z. Ambos derivados do lote semente de trabalho 993FB013Z (passagem 

n° 287) da subamostra 17DD produzido em 1999 e utilizado na produção de todos 

os lotes de vacina desde 2002. A vacina antiamarílica 17DD é produzida por Bio-

Manguinhos a partir da amostra de vírus atenuados, cultivados em embriões de 

galinha, livres de agentes patogênicos SPF (Specific Pathogenic Free), de acordo 

com as normas estabelecidas pela OMS e são utilizadas em campanhas e na rotina 

de vacinação da rede pública de serviços de saúde. Cada dose de 0,5 mL da vacina 

é composta dos seguintes constituintes: Vírus 17DD febre amarela - 1.000 DL50, 

sacarose, glutamato de sódio, sorbitol, gelatina bovina hidrolisada, eritromicina e 

canamicina (119). 

A participação de todos os indivíduos nos estudos foi voluntária. Todos os 

participantes e/ou seus representantes legais assinaram o termo de consentimento 

livre e esclarecido, anteriormente à sua inclusão no trabalho. É importante salientar 

que todo o estudo foi submetido e aprovado pelos comitês de ética da 

CPqRR/Fiocruz (protocolo 03/2002) e da Fundação Osvaldo Cruz (protocolo 

236A/03. 
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3.2 Metodologias empregadas 

 

3.2.1 Teste de soroneutralização  

 

A quantificação de anticorpos neutralizantes pelo teste de redução de 

placas de lise em células VERO (PRNT) (144), do estudo longitudinal em adultos, foi 

realizada no Laboratório de Virologia do Departamento de Microbiologia do Instituto 

de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais, por Juliana Prado 

sob a supervisão da Dra. Erna Geessien Kroon.  

A quantificação de anticorpos neutralizantes (PRNT) do estudo das 

crianças foi realizada no Laboratório de Vírus de Bio-Manguinhos (LATEV/Fiocruz do 

Rio de Janeiro) sob a coordenação do Dr. Luis Antônio Camacho, segundo a 

metodologia descrita por Stefano e colaboradores modificada (110). O PRNT é 

considerado o teste mais sensível e mais específico para febre amarela (102,145) 

produzindo resultados quantitativos (em Unidades Internacionais) que se 

correlacionam com proteção. 

 

3.2.2 Análise imunofenotípica  

 

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucócitos do sangue periférico 

foram realizados segundo o protocolo proposto pelo fabricante, com pequenas 

modificações conforme descrito a seguir: em tubos de poliestireno 12x75 mm foram 

adicionados 5l do anticorpo monoclonal específico para o marcador de superfície 

celular de interesse, marcado com fluorocromo (Tabela 1). Combinações específicas 

de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos distintos foram utilizadas 

para a análise simultânea de marcadores de superfície celular necessários para a 

caracterização de subpopulações celulares de interesse. Para cada combinação de 

anticorpos monoclonais foram adicionadas alíquotas 100 l de sangue periférico 

total coletado em EDTA. Após homogeneização em vórtex, as preparações foram 

incubadas por 30 minutos, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após o 

período de incubação, procedeu-se a lise dos eritrócitos, utilizando 2 mL de solução 

de lise comercial (FACSTM Lysing Solution - BD Biosciences, San Jose, Califórnia, 

USA) diluída 10 vezes em água destilada. Após nova homogeneização em vórtex, 

as preparações foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e então 
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submetidas à centrifugação (400g, 10 minutos a 18oC). O sobrenadante foi 

descartado e os leucócitos lavados com 2 mL de “phosphate-buffered saline”-PBS 

(0,015M pH 7,4), empregando as mesmas condições de centrifugação anteriormente 

citadas. Numa etapa final, os leucócitos foram fixados com 300 l de solução 

fixadora – MFF (10g/l de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67g/l de 

cloreto de sódio, pH 7,2). A aquisição dos dados (10.000 eventos) e a análise dos 

resultados foram realizadas em citômetro de fluxo BD FACSCalibur™, utilizando o 

“software” CellQuestTM. Os dados obtidos através da imunofenotipagem dos 

leucócitos do sangue periférico foram analisados segundo descrito por Martins em 

2004 (94), utilizando-se estratégias diferentes com o uso dos recursos múltiplos do 

programa CELLQuestTM, denominadas como análise convencional, análise do 

marcador CD56 em subpopulações de células CD3-CD16+, análise de 

subpopulações de células CD3-CD56+, análise de células NKT (CD3+CD56+), análise 

de monócitos pró-inflamatórios, análise de células T reguladoras, análise combinada 

“gated”, análise semiquantitativa da expressão de FcR em monócitos, análise da 

expressão de FcRII em linfócitos B e análise da expressão de receptores de 

quimiocinas em leucócitos. 

 

TABELA 1. Anticorpos monoclonais, marcados com fluorocromos, utilizados para 

análise de populações, subpopulações celulares e moléculas de superfície. 

Anticorpos 
anti 

Fluoro-
cromos 

Clones Células identificadas 

CD3 
FITC ou 
PE 

UCHT1 Linfócitos T 

CD4 
FITC, PE 
ou TC 

RPA-T4 Linfócitos T auxiliares 

CD5 FITC L17F12 Linfócitos B1 

CD8 FITC/TC RPA-T8 Linfócitos T citotóxicos 

CD14 TC TüK4 Monócitos 

CD16 FITC/TC 3G8 Células NK, “Macrófagos-like” 

CD18 FITC YF118.3 Molécula de adesão de Linfócitos  

CD19 TC 4G7, SJ25-C1 Linfócitos B 

CD23 PE M-L233 
Molécula de ativação celular, receptor de baixa 

afinidade de IgE (FcRII) 
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CD25 PE 3G10 Linfócitos T reguladores 

CD28 FITC 15E8(CLB402) Coreceptor de ativação de Linfócitos T 

CD32 FITC FLI8.26 Receptor de IgG em Linfócitos B e Monócitos 

CD38 PE AT13/5 Linfócitos T ativados 

CD54 PE 15.2 Molécula de adesão de Linfócitos T 

CD56 PE B159 Células NK 

CD62L FITC DREG-56 Molécula de adesão de Linfócitos T 

CD64 FITC 10.1 Receptor de IgG em Monócitos 

CD69 FITC H1.2F3 Linfócitos T e B ativados 

HLA-DR PE Tü36 
Linfócitos T ativados e Monócitos pró-
inflamatórios 

IL-10R PE 3F9 
Receptor de IL-10 em Linfócitos T, B, NK e 
Monócitos 

CCR2 BIOTINA 48607 Receptor de quimiocina em Linfócitos T (Tipo 0) 

CCR3 FITC 61828.111 Receptor de quimiocina em Linfócitos T (Tipo 2) 

CXCR3 FITC 49801 
Receptor de quimiocina em Linfócitos T (Tipo 1) 
e Monócitos 

CXCR4 FITC 1265 Receptor de quimiocina em Linfócitos T (Tipo 0) 

CCR5 FITC 45531 
Receptor de quimiocina em Linfócitos T (Tipo 1) 
e Monócitos 

 

3.2.3 Microcultura de células de sangue periférico e marcação de superfície e de 

citocinas intracitoplasmáticas 

 

Para avaliar a produção de citocinas por leucócitos circulantes, foi 

realizada microcultura de curta duração, na ausência de estimulação antigênica 

(cultura controle) e na presença de antígenos vacinais 17DD (cultura estimulada). A 

metodologia foi realizada como descrito por Peruhype-Magalhães e colaboradores 

(146) com modificações descritas a seguir: alíquotas de 500 l de sangue periférico 

coletado a vácuo em tubos de 10 mL contendo heparina sódica foram adicionadas, 

em triplicata, em tubos de polipropileno de 14 mL, contendo 500 l de RPMI-1640 e 

50 l de diluente de vacina, os quais foram identificados como cultura controle (não 

estimulada) e em triplicata, em tubos de polipropileno de 14 mL, contendo 500 l de 
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RPMI-1640 e 50 l de vacina 17DD (cultura estimulada); na concentração final de 

106 partículas virais/mL, no estudo longitudinal em adultos e 2,5 x 103 partículas 

virais/mL, no estudo em crianças. As culturas foram incubadas em estufa de CO2 

com 5% de umidade, a 37oC (Forma Scientific), por 6 horas. Este tempo de 

incubação foi previamente determinado por estudos comparativos com diferentes 

tempos de incubação. Após o período de incubação, 10 l de Brefeldina A (SIGMA 

1mg/mL concentração final de 10 mg/mL) foram adicionados a todos os tubos de 

cultura. A utilização da Brefeldina A promove a retenção da citocina no complexo de 

Golgi, permitindo sua detecção no interior celular. As amostras foram submetidas a 

uma segunda incubação por 4 horas, em estufa de CO2 com 5% de umidade, a 

37oC. Após esta última incubação, 110 L de EDTA (SIGMA) 20 mM, obtidos de 

uma solução estoque de 200 mM, diluída 1/10 (concentração final de 2 mM), foram 

adicionados diretamente às culturas. Este procedimento bloqueia eventual processo 

posterior de ativação das células e garante a obtenção de resultados padronizados. 

Os tubos contendo as amostras foram incubados por 15 minutos à temperatura 

ambiente. Para a realização da marcação imunofenotípica e das citocinas 

intracitoplasmáticas, as amostras de sangue cultivadas, em triplicata, foram vertidas 

em um só tubo, no qual foi acrescentado 4 mL de PBS Wash (PBS 0,015M, pH 7,4 

contendo 0,5% de albumina bovina sérica – BSA e 0,1% de azida sódica – 

reagentes SIGMA). As amostras foram centrifugadas a 400g, por 10 minutos, a 

18oC. Após a centrifugação a suspensão de células foi distribuída em tubos de 

poliestireno 22x75mm previamente rotulados como tubo 1 (CD4 e CD8), tubo 2 

(CD14), tubo 3 (CD16) e tubo 4 (CD19) contendo 20 l anticorpos monoclonais 

marcados com fluorocromos, conforme citado na Tabela 2, nos respectivos volumes 

de amostras: 200 µl, 100 µl, 100 µl e 100 µl. Após homogeneização em vórtex, as 

amostras foram incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Em seguida, as amostras foram submetidas à etapa de lise dos eritrócitos, 

utilizando 3 mL de solução de lise comercial (BD FACSTM Lysing Solution) por 10 

minutos, à temperatura ambiente. Posteriormente, as preparações celulares foram 

centrifugadas empregando as mesmas condições de centrifugação supracitadas, 

após a qual, as amostras foram permeabilizadas com 1 mL de PBS–W e 3 mL de 

PBS-permeabilizante (P) (PBS 0,015M, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de 

azida sódica e 0,5% de saponina - reagentes SIGMA) por 10 minutos, à temperatura 

ambiente. A suspensão celular foi centrifugada a 400g, por 10 minutos, a 18oC, 

quando foi novamente lavada com PBS-W. Posteriormente, 30 l das células 
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permeabilizadas foram incubadas em microplacas de 96 poços, de fundo em “U”, 

contendo 20 l da respectiva solução de anticorpos anticitocinas marcados com 

Ficoeritrina (PE), a uma diluição de 1:100 em PBS-P (Tabela 3). As amostras foram 

novamente incubadas durante 30 minutos, à temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Após a incubação, as células foram primeiramente lavadas com 150 l de PBS-

P e, em seguida, com 200 l de PBS-W. Ao final, foram adicionados 200 l de 

solução fixadora (10g/l de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio e 6,67 g/l de 

cloreto de sódio, pH 7,2). As amostras contendo a suspensão celular a ser analisada 

foram transferidas para tubos de 500 l (Thomas Laboratory Specialities) e, 

posteriormente, submetidas ao procedimento de aquisição de dados em citômetro 

de fluxo. A aquisição dos dados (30.000 eventos) e a análise dos resultados foram 

realizadas em citômetro de fluxo - BD FACScaliburTM, utilizando o software do 

equipamento denominado CellQuestTM. 

 

TABELA 2. Anticorpos monoclonais, marcados com fluorocromos, utilizados para 

análise de populações e subpopulações celulares da microcultura de sangue 

periférico. 

Anticorpos 

monoclonais anti 
Fluorocromos Clones Células identificadas 

CD4 TC RPA-T4 Linfócitos T auxiliares 

CD8 FITC RPA-T8 Linfócitos T supressores 

CD14 TC TüK4 Monócitos 

CD16 FITC 3G8 Células NK, granulócitos 

CD19 FITC/TC 4G7/SJ25-C1 Linfócitos B 
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TABELA 3. Anticorpos monoclonais, marcados com fluorocromos, utilizados para 

identificação de citocinas intracitoplasmáticas em microcultura de sangue periférico. 

Anticorpos anti Fluorocromos Clones 

IFN- PE B27 

TNF- PE Mab11 

IL-4 PE MP4-25D2 

IL-5 PE TRFK5 

IL-10 PE JES3-9D7 

IL-12 PE C11.5.14 

 

 

3.2.4 Análise dos níveis plasmáticos de citocinas e quimiocinas 

 

A avaliação níveis plasmáticos das citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF- IFN- IL-

17, IL-23 e TGF- e das quimiocinas (CXCL8, CXCL24, CCL2, CCL3, CCL5) nos 

indivíduos adultos e no caso de reação adversa foi realizada utilizando-se kits 

comerciais de ELISA para IL-17 (Biosource, Nivelles, Belgium), IL-23 e TGF- 

(Bender Medsystems, Vienna, Áustria) e para as demais citocinas/quimiocinas foi 

utilizado o ensaio com microesferas fluorescentes “Cytometric Bead Array” (CBA) - 

BD. A metodologia CBA – BD permite a avaliação simultânea de diversas 

citocinas/quimiocinas no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de 

amostra. Assim, alíquotas de 25 l de plasma teste diluído 1:5 com diluente G 

(reagente presente no kit CBA), alíquotas de 25 l dos padrões de 

citocinas/quimiocinas, submetidos à diluição seriada com diluente G (“Top Standart” 

- 5000 pg/mL, 1:2 - 2500 pg/mL, 1:4 - 1250 pg/mL, 1:8 - 625 pg/mL, 1:16 - 312,5 

pg/mL, 1:32 - 156 pg/mL, 1:64 - 80 pg/mL, 1:128 - 40 pg/mL e 1:256 - 20 pg/mL) e 

25 mL de diluente G apenas (Controle Negativo), foram transferidas para tubos de 

poliestireno de 5 mL. Em seguida, a cada tubo foram adicionados 15 mL da mistura 

de esferas de captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-IL-2, IFN-, 

TNF- , IL-4, IL-5 e IL-10 (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit), ou anti-IL-12, TNF-, 

IL-10, IL-6 e IL-1 (Human Inflammation CBA Kit) ou anti-CCL2/MCP-1, CCL-
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5/RANTES, CXCL-8/IL-8 e CXCL-10/IP-10 (Human Chemokine CBA Kit) com 

subsequente incubação por 90 minutos, à T.A., ao abrigo da luz. Após a incubação, 

as esferas de captura foram lavadas com 500 L da solução F (“Wash buffer”, 

reagente presente no kit CBA) e, o sobrenadante, cuidadosamente aspirado e 

descartado. As esferas foram então reincubadas na presença de 20 µl do reagente 

B, que corresponde a um coquetel de anticorpos anticitocinas ou quimiocinas 

humanas marcadas com PE, por 90 minutos, T.A., ao abrigo da luz. Após incubação, 

as esferas de captura foram novamente lavadas com 500 l da solução F e, o 

sobrenadante, cuidadosamente aspirado e descartado. As esferas foram 

ressuspendidas em 250 µl de reagente F e um total de 1.800 eventos/região (R1) 

foram analisados no BD FACSCaliburTM. 

 

 

3.3 Estratégias de análises 

 

3.3.1 Análise da população de neutrófilos 

 

Como mostrado na Figura 4, o estudo da população de neutrófilos 

consistiu na identificação da população celular de interesse, neste caso a população 

de neutrófilos, através da construção de gráficos de anti-CD16 FITC e/ou anti-

CD14/TC versus granulosidade, onde essa população celular apresenta distribuição 

característica (Figuras 4A e C). Após a seleção da região (R) de interesse, a mesma 

foi analisada utilizando-se a frequência de fluorescência (FL) apresentada pelas 

células presentes na região selecionada através de uma janela (R1), em gráficos 

puntuais de FL1/FITC versus FL2/PE (Figura 4B) e de FL3/TC versus FL2/PE 

(Figura 4D). Para análise das citocinas IFN-, IL-4 e TNF-, os neutrófilos foram 

selecionados por suas características morfométricas e imunofenotípicas, através de 

gráficos de distribuição puntual de FL1/CD16 versus granulosidade celular - SSC 

(Figura 4A). Já para análise das citocinas TNF-, IL-10 e IL-12, utilizando gráficos de 

FL3/CD14 versus granulosidade celular (SSC); sendo que para a citocina TNF-, a 

média das frequências obtidas nas duas estratégias de análise. 
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Figura 4: Perfil de análise de neutrófilos. A) Perfil de distribuição celular considerando o 

marcador fenotípico CD16/FITC versus granulosidade celular. B) Perfil de distribuição 

celular considerando a fluorescência 1 (CD16/FITC) versus fluorescência 2 (IL-4/PE) da 

população selecionada na janela R1 do gráfico A. C) Perfil de distribuição celular 

considerando o marcador fenotípico CD14/TC versus granulosidade celular. D) Perfil de 

distribuição celular considerando a fluorescência 3 (CD14/TC) versus fluorescência 2 (IL-

10/PE) da população selecionada na janela R1 do gráfico C. 
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3.3.2 Análise da população de monócitos 

 

Para análise de monócitos, foi construído um gráfico de fluorescência 3 

(TC) para o marcador fenotípico CD14 versus a granulosidade celular. A população 

analisada foi aquela fortemente positiva para esse fenótipo celular, sendo delimitada 

por meio de uma janela no gráfico. No exemplo, a janela foi posicionada nas células 

que apresentaram alta expressão do marcador CD14 (Figura 5A). Através dessa 

abordagem, pode-se obter uma população homogênea e bem diferenciada das 

demais, não só facilitando a seleção da população de interesse, como também 

garantindo a sua identificação de forma segura e padronizada. No exemplo 

apresentado na Figura 5B temos a avaliação da citocina TNF- produzida por esta 

população em um gráfico de fluorescência 3 (anti-CD14/TC) versus fluorescência 2 

(anti-TNF-/PE).  
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Figura 5: Perfil de análise de monócitos. A) Perfil de distribuição celular considerando o 

marcador fenotípico CD14/TC versus granulosidade celular - uma abordagem específica 

utilizada para análise da população monocitária. B) Perfil de distribuição celular 

considerando a fluorescência 3 (CD14/TC) versus fluorescência 2 (TNF-/PE) da população 

selecionada na janela R1 do gráfico A.  

 

 

3.3.3 Análise da população de linfócitos 

 

A Figura 6 mostra de forma esquemática a sequência de procedimentos 

necessários para a análise dos dados do fenótipo celular e perfil de citocinas 



50 

 

intracelulares. O primeiro passo consistiu na identificação, através das 

características morfométricas, das três diferentes populações de leucócitos em 

estudo: linfócitos, monócitos e neutrófilos. Para análise de linfócitos e células NK, 

foram utilizados gráficos de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus a 

granulosidade celular (SSC). Após a seleção da região de interesse por meio de 

uma janela no gráfico (R1), a frequência de fluorescência das células presentes 

nesta região foi analisada em gráficos puntuais de fluorescência 1 (FITC) versus 

fluorescência 2 (PE) e/ou de fluorescência 2 (PE) versus fluorescência 3 (TC). No 

exemplo apresentado na Figura 6B temos anti-CD8 FITC versus anti-IL-10 PE.  
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Figura 6: Ilustração da análise convencional de linfócitos do sangue periférico por citometria 

de fluxo. A) Perfil de distribuição celular considerando o tamanho versus granulosidade 

celular. B) Perfil de distribuição celular considerando a fluorescência 1 (CD8/FITC) versus 

florescência 2 (IL-10/PE), da população selecionada na janela R1 do gráfico. 

 

 

3.3.4 Análise do perfil panorâmico 

 

3.3.4.1 Estudo em adultos 

 

Segundo protocolo proposto por Vitelli-Avelar e colaboradores (140), a 

análise dos dados foi realizada utilizando-se o modelo panorâmico de análise 

imunofenotípica por citometria de fluxo. Para tanto, inicialmente o percentual de 

células citocinas+ para uma dada população celular foi empregado numa estratégia 

de análise que consiste de 5 etapas: 1ª - Cálculo da mediana global para cada 
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subpopulação de células citocinas+ foi considerado todo o conjunto de valores 

obtidos para os grupos inseridos no estudo; 2ª - Categorização de baixo e alto-

produtores de citocinas para cada subpopulação celular a mediana global de células 

citocinas+ foi utilizada como o ponto de corte para identificar indivíduos baixo (≤ 

mediana global) e alto (>mediana global) produtores de citocinas; 3ª - Compilação 

dos dados em diagramas, os dados referentes às categorias supracitadas foram 

compilados em diagramas, empregando cores específicas para designar baixo-

produtores ( ), alto-produtores de citocinas inflamatórias ( ) e alto-produtores de 

citocinas reguladoras ( ) para cada subpopulação leucocitária avaliada; 4ª- Cálculo 

do balanço de citocinas para cada subpopulação de leucócitos, os dados obtidos 

nos diagramas da etapa anterior foram empregados para definir o balanço de 

citocinas para cada população celular, definindo quatro categorias, de acordo com o 

predomínio de baixo-produtores, alto-produtores de citocinas inflamatórias,  alto-

produtores de citocinas reguladoras e perfil misto ( ) que representa situações de 

equivalência entre alto-produtores de citocinas inflamatórias e reguladoras; 5ª - 

Estabelecimento do panorama de citocinas dos leucócitos circulantes foi calculado 

para a população total de leucócitos, o perfil global de citocinas representado pelo 

balanço de citocinas predominantes, compilando os perfis individuais inflamatórios, 

reguladores ou mistos de todas as subpopulações avaliadas. 

 

3.3.4.2 Estudo em crianças 

 

Para a análise dos dados do estudo em crianças, utilizando o modelo 

panorâmico de análise imunofenotípica, foi empregada a estratégia de análise em 6 

etapas descritas a seguir: 1ª - Quantificação do percentual de células citocinas+ para 

cada população celular estudada, foi obtida por meio das análises dos dados 

adquiridos no citômetro de fluxo; 2ª - Cálculo do índice de impacto da estimulação 

antigência 17DD in vitro, obtido por meio do cálculo da razão do valor percentual de 

células citocinas+ (etapa anterior) para uma dada população celular na cultura 

estimulada, pelo percentual de células citocinas+ para a mesma população celular na 

cultura controle (17DD/Controle); 3ª - Cálculo da mediana global do índice de 

impacto para cada população celular estudada, por meio do qual foi obtido o ponto 

de corte para segregar baixo e alto-produtores de citocinas; 4ª - Categorização de 

baixo-produtores e alto-produtores de citocinas utilizando a mediana global do índice 

de impacto obtida na etapa anterior; 5ª Compilação dos dados em diagramas com 
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todas as populações de leucócitos analisadas de cada indivíduo e cálculo da 

frequência de alto-produtores em cada grupo de estudo; 6ª - Determinação da 

assinatura de citocinas do grupo de crianças primovacinadas respondedoras (PV-

PRNT+) que foi utilizada como curva de referência para análise comparativa entre 

grupos. A curva foi obtida organizando o perfil de citocinas em curva ascendente de 

alto-produtores; 

 

 

3.4 Análise estatística dos dados 

 

A análise estatística da cinética dos diferentes tempos após vacinação 

antiamarilíca 17DD dos voluntários adultos foi realizada utilizando-se o software 

Graph Pad Prism 5.0 (San Diego, Califórnia). As análises foram feitas através do 

teste t pareado, comparando os dados de cada tempo entre si. Para os dados não 

paramétricos foi utilizado o teste de Wilcoxon. Independente da avaliação estatística 

empregada, os dados obtidos foram considerados estatisticamente significativos 

quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p≤0,05). As diferenças significativas 

estão identificadas pelas letras “a”, “b”, “c” e “d” para os dias 0, 7, 15 e 30, 

respectivamente.  

Para avaliação do evento adverso após vacinação antiamarílica, os 

resultados foram comparados à média dos valores obtidos do grupo de estudo em 

voluntários adultos, 15 dias após a vacinação 17DD, na ausência de reações 

adversas (valor de referência). Os dados foram considerados estatisticamente 

significativos quando os valores do evento adverso estavam fora dos valores de 

referência em ± 2 desvios padrões, identificado por (*). Além disso, foram 

considerados estatisticamente significativos os valores do evento adverso que era a 

metade ou o dobro do valor médio de referência, identificado por (**). 

A análise estatística no estudo da resposta vacinal em crianças foi 

realizada através da análise de variância (ANOVA) para dados não paramétricos, 

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de comparações múltiplas. O teste de 

Spearman (rs) foi utilizado para avaliar as correlações entre os grupos estudados e o 

teste Qui-quadrado foi utilizado para comparações das frequências de altos indexes 

de citocinas entre os grupos NV-PRNT-, PV-PRNT-, PV-PRNT+ e RV-PRNT+. 

Independente da avaliação estatística empregada, os dados obtidos foram 

considerados estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor ou igual a 



53 

 

0,05. Diferenças significativas são identificadas, nas figuras, pelas letras “a”, “b”, “c” 

e “d” para comparações entre NV-PRNT-, PV-PRNT-, PV-PRNT+ e RV- PRNT+, 

respectivamente. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Artigo 1 

O artigo científico apresentado a seguir corresponde ao objetivo específico: Avaliar o 

impacto do antígeno amarílico 17DD no panorama de citocinas em leucócitos 

circulantes, na cinética da resposta imune em adultos primovacinados.  

Título: Characterization of main cytokine sources from the innate and adaptive 

immune responses following primary 17DD yellow fever vaccination in adults. 

Autores: Silva ML, Martins MA, Espírito-Santo LR, Campi-Azevedo AC, Silveira-

Lemos D, Ribeiro JGL, Homma A, Kroon EG, Teixeira-Carvalho A, Elói-Santos SM, 

Martins-Filho AO. 

Revista: Vaccine. 2011;29:583-92. 

DOI: 10.1016/j.vaccine.2010.08.046 
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4.2 Artigo 2 

O artigo científico apresentado a seguir corresponde ao objetivo específico: 

Avaliar as alterações no padrão fenotípico de leucócitos circulantes e no perfil de 

quimiocinas/citocinas plasmáticas em casos de eventos adversos graves pós-

vacinação antiamarílica. 

Título: Clinical and Immunological Insights on Severe, Adverse Neurotropic and 

Viscerotropic Disease following 17D Yellow Fever Vaccination. 

Autores: Silva ML, Espirito-Santo LR, Martins MA, Silveira-Lemos D, Peruhype-

Magalhaes V, Caminha RC, de Andrade Maranhao-Filho P, Auxiliadora-Martins M, 

de Menezes Martins R, Galler R, da Silva FM, Marcovistz R, Homma A, Teuwen 

DE, Eloi-Santos SM, Andrade MC, Teixeira-Carvalho A, Martins-Filho OA. 

Revista: Clinical and Vaccine immunology. 2009;17:118-6. 

DOI: 10.1128/CVI.00369-09. 
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4.3 Artigo 3 

O artigo científico apresentado a seguir corresponde ao objetivo específico: 

Caracterizar o índice de impacto do antígeno amarílico 17DD no panorama de 

citocinas em leucócitos circulantes, associado aos diferentes padrões de 

soroconversão em crianças. 

Título: Cytokine Signatures of innate and adaptive immunity in 17DD Yellow Fever 

vaccinated children and its association with the level of neutralizing antibody. 

Autores: Luiza-Silva M, Campi-Azevedo AC, Batista MA; Martins MA, Sathler Avelar 

R; Silveira-Lemos D, Camacho LAB, Martins RM, Maia MLS, Farias RHG, Freire MS, 

Galler R, Homma A, Ribeiro JGL, Lemos JAC, Auxiliadora-Martins M, Eloi-Santos 

SM, Teixeira-Carvalho A, Martins-Filho AO. 

Revista: The Journal of Infectious Diseases. 2011;204(6):873-883. 

Doi:10.1093/infdis/jir439 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Um perfil reemergente da febre amarela vem sendo observado 

principalmente a partir dos anos de 1990, simultaneamente com o aumento na 

dispersão do Ae aegypti e epidemias de dengue, o que aumenta o risco de 

reurbanização da doença. A imunização de indivíduos residentes em áreas 

endêmicas ou ameaçadas, bem como de turistas, alvos de infecção e vetores 

potencias da febre amarela em seu retorno para áreas susceptíveis é uma 

recomendação da Organização Mundial da Saúde. Em adição, o Programa Nacional 

de Imunizações, do Ministério da Saúde do Brasil, introduziu a vacina no calendário 

de vacinação infantil na última década. Nos últimos anos, a reemergência da febre 

amarela, em regiões onde a doença não era registrada há décadas, levou os órgãos 

de saúde pública do Brasil a realizarem extensas campanhas de vacinação. Com o 

aumento do uso da vacina, o Sistema de Informações de Vigilância de Eventos 

Adversos Pós-vacinais (SI-EAPV) registrou um aumento de eventos adversos graves 

associados à vacinação. 

Apesar de sua ampla utilização no Brasil e no mundo e do seu grande 

sucesso, a compreensão dos mecanismos celulares e moleculares, envolvidos na 

geração da resposta imune efetiva, bem como os fatores envolvidos no 

desencadeamento de eventos adversos graves induzidos pela vacina contra febre 

amarela não são claros e precisam ser ainda completamente esclarecidos. Embora 

a vacina esteja em uso há mais de 70 anos, somente mais recentemente tem-se 

observado um aumento de os estudos relacionados à resposta imune celular à 

vacina antiamarílica. As novas descobertas sobre a interação da vacina 17D com o 

sistema inume inato ampliou conhecimento sobre o funcionamento da mesma, mas 

as consequências destas interações na extensão e qualidade da resposta imune 

adaptativa ainda estão sendo investigadas. Apesar da relevância dos estudos pós-

vacinação antiamarílica 17D, poucos dados na literatura abordam o perfil 

imunológico antiamarílico de pacientes que receberam a vacina antiamarílica17DD.  

Estudos prévios realizados por nosso grupo, considerando a 

imunofenotipagem de leucócitos circulantes de adultos primovacinados, 

demonstraram que a imunidade contra a febre amarela, induzida pela vacina 

antiamarílica 17DD, é caracterizada por uma resposta imune do tipo mista, com o 

estabelecimento simultâneo de eventos de ativação e regulação, envolvendo tanto 
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células da imunidade inata quanto da imunidade adaptativa, não havendo 

polarização de perfis de resposta imune no período pós-vacinal. O estabelecimento 

de um padrão de síntese de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras, de caráter 

misto, com predomínio de eventos pró-inflamatórios restrito ao sétimo dia após a 

primovacinação também foi observado. Esses estudos permitiram a elaboração de 

uma hipótese que a imunização antiamarílica efetiva e segura requer o 

desencadeamento de mecanismos balanceados inflamatórios e reguladores no 

âmbito da imunidade inata e adaptativa. 

Neste contexto, considerando a necessidade de se ampliar a 

compreensão dos fenômenos imunológicos relacionados à vacina contra a febre 

amarela, este projeto se propôs a avaliar o panorama da resposta imune vacina 

após estimulação in vitro com antígenos vacinais, por entender que esta estratégia 

de análise ofereceria evidências adicionais sobre os eventos imunológicos pós-

vacinação envolvidos na imunidade antiamarílica, proporcionando uma melhor 

compreensão da resposta imune celular ao vírus e contribuindo para estudos futuros 

acerca da proteção desencadeada por vacinas. 

No estudo abordado, no artigo 1, a cinética da resposta de citocinas 

intracitoplasmáticas e o impacto do antígeno amarílico 17DD no panorama de 

citocinas de leucócitos circulantes foram ser descritos em adultos primovacinados. A 

análise panorâmica dos dados da resposta imune vacinal, utilizando uma nova 

estratégia proposta por Vitelli-Avelar e colaboradores (2008), a partir do conceito de 

baixa e alta produção de citocinas, permitiu avaliar de forma mais ampla e completa 

o perfil dominante de citocinas produzidas por populações e subpopulações de 

leucócitos circulantes, tanto individualmente quanto no âmbito da cinética da síntese 

de citocinas. Os dados demonstraram, na ausência de estímulo antígeno-específica, 

um perfil de citocinas misto no dia 0, pró-inflamatórias no 7° dia devido 

principalmente às células do sistema imune inato (neutrófilos e monócitos), seguido 

de perfil misto de citocinas nos dias 15 e 30. Após estimulação antígeno-específica 

in vitro, foi observado um perfil misto/regulador de citocinas nos dias 0 e 7, seguido 

de perfil misto nos dias 15 e 30. Sob impacto da vacinação 17DD alterações foram 

observadas no perfil de citocinas após estimulação in vitro, principalmente, antes da 

soroconversão (dias 0 e 7) e menores alterações após a soroconversão (dias 15 e 

30). Os resultados obtidos neste estudo confirmaram os dados previamente obtidos, 

sugerindo que um microambiente com perfil misto de citocinas deve ser essencial 

para o estabelecimento de mecanismos protetores induzidos pela vacina 
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antiamarílica 17DD e ausência de efeitos adversos. Em nosso trabalho 1, a 

contribuição mais importante foi a identificação das células produtoras das citocinas 

pró-inflamatórias e reguladoras responsáveis para o estabelecimento deste 

microambiente. 

A avaliação imunológica de um caso de reação adversa à vacinação 

antiamarílica abordada no artigo 2 vem contribuir para o conhecimento dos 

mecanismos da resposta imune celular, que possam estar relacionados com o 

aparecimento de efeitos adversos graves induzidos pela vacina. Os aspectos 

imunológicos de um caso de evento adverso neurotrópico e viscerotrópico grave 

associado à vacinação antiamarílica 17D foram analisados e os dados 

demonstraram o estabelecimento de uma resposta imune adaptativa robusta, com 

elevada síntese de citocinas por células T CD4+, CD8+ e linfócitos B, na presença de 

eventos desconexos da imunidade inata, com exacerbada síntese de citocinas por 

células NK e deficiência na ativação de monócitos.  

Dentre os vários fatores que têm contribuído para o conhecimento 

limitado dos aspectos envolvidos no desencadeamento de efeito adverso, está o 

reduzido número de casos investigados, seja pela dificuldade de se identificar 

precocemente o quadro de reação adversa, uma vez que os sinais e sintomas 

prodrômicos não são reconhecidos e não são sugestivos de um quadro de febre 

amarela causada por vírus selvagem, no caso da doença viscerotrópica, ou pelo fato 

de que normalmente são casos isolados, que não podem ser relacionados a um lote 

específico da vacina. Os dados até agora descritos na literatura sugerem que fatores 

de predisposição individual, embora desconhecidos, possam estar relacionados ao 

desencadeamento de efeito adverso grave após a vacinação, pois não se 

encontraram mutações nos vírus ou problemas relacionados à qualidade das 

vacinas. Anormalidades na resposta imune inata e aumento de citocinas e 

quimiocinas já foram descritas anteriormente em outros casos de reação adversa. O 

resultado descrito neste trabalho 2 vem se somar aos demais e contribuir para 

ampliar o conhecimento dos mecanismos envolvidos em eventos adversos graves. 

No artigo 3 foi descrita a avaliação da assinatura de citocinas em células 

da imunidade inata e adaptativa em crianças após vacinação antiamarílica 17DD, 

bem como a associação dos perfis observados aos níveis de anticorpos 

neutralizantes apresentados após a vacinação. Para a investigação, as crianças 

foram classificadas de acordo com os níveis de anticorpos neutralizantes em: não 

respondedoras (PV-PRNT-), respondedoras (PV-PRNT+), respondedoras à 
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revacinação (RV-PRNT+). O grupo PV-PRNT+ foi subdividido em PV-PRNT+médio e 

(PV-PRNT+altos). A análise dos dados demonstrou que à semelhança de adultos 

primovacinados, os leucócitos circulantes das crianças respondedoras, tanto à 

primovacinação quanto à revacinação, foram capazes de montar, em resposta ao 

antígeno amarílico, uma resposta balanceada de citocinas pró-inflamatórias e 

reguladoras, com envolvimento da imunidade inata e adaptativa. Por outro lado, os 

leucócitos circulantes das crianças não respondedoras à primovacinação não foram 

capazes de montar uma resposta balanceada de citocinas, apresentando lacunas 

importantes de citocinas pró-inflamatórias da imunidade inata e elevação de 

citocinas reguladoras da imunidade adaptativa. Interessantemente, a revacinação 

das crianças não respondedoras foi capaz de modificar a assinatura de citocinas, 

restaurando o perfil pró-inflamatório da resposta imune inata (exceto em células NK), 

bem como a resposta mista pró-inflamatória e reguladora da imunidade adaptativa. 

A assinatura apresentada pelas células das crianças não submetidas à vacinação 

antiamarílica foi semelhante àquela observada em crianças primovacinadas não 

respondedoras. E, foi demonstrado também, que existe associação entre os níveis 

séricos de anticorpos neutralizantes antiamarílicos 17DD observados em resposta à 

primovacinação e a assinatura de citocinas em leucócitos circulantes. O estímulo por 

antígenos vacinais 17DD in vitro foi capaz de induzir, nas crianças que 

apresentaram títulos médios de anticorpos neutralizantes (PV-PRNTMÉDIO+), um perfil 

balanceado de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras em células da imunidade 

inata e adaptativa. Por outro lado, uma assinatura polarizada reguladora foi 

observada no grupo de crianças primovacinadas não respondedoras e uma 

assinatura proeminente pró-inflamatória no grupo de crianças que apresentam títulos 

altos de anticorpos neutralizantes após a primovacinação (PV-PRNTALTO+). 

Em conjunto os conhecimentos científicos que estes 3 estudos 

proporcionaram sugerem que o desenvolvimento de uma resposta imune ampla e 

polifuncional, integrando um grande contingente de células da imunidade inata e 

adaptativa, parece ser a chave das bases celulares e moleculares da resposta 

antiamarílica eficaz, isenta de reações adversas graves em adultos e crianças. E 

que deficiências no sistema imune inato, principalmente no eixo 

neutrofílico/monocítico/macrofágico aparecem como principais alterações 

associadas aos eventos adversos graves e episódios de ausência de soroconversão 

em crianças. Os dados até agora obtidos vem contribuir para o conhecimento dos 

mecanismos da resposta imune desencadeados pela vacinação e abrem novas 
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possibilidades de investigações futuras focalizadas em estudos comparativos mais 

detalhados acerca da natureza molecular da imunidade antiamarílica pós-vacinal e 

de outros casos de eventos adversos pós-vacinais.  
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6 ANEXO 

 

Produção científica  

 

Martins MA, Silva ML, Elói-Santos SM, Ribeiro JG, Peruhype-Magalhães V, 

Marciano APV, Homma A, Kroon EG, Carvalho AT, Martins-Filho OA. Innate 

immunity phenotypic features point toward simultaneous raise of activation and 

modulation events following 17DD live attenuated yellow fever first-time vaccination. 

Vaccine. 2008;26:1173-1184. 

 

Silveira-Lemos D, Martins MA, Silva ML, Homma A, Carvalho AT, Martins-Filho OA. 

Insights on yellow fever immune response following natural infection and vaccination. 

Current Trends in Immunology. 2008, 9:1-14. 
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