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RESUMO

Marmorato MP. Investigacdo do envolvimento do bago na imunopatogénese da febre
amarela [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Pos-
graduacdo em Alergia e Imunopatologia, 2023.

A febre amarela é uma doenga infecciosa que continua representando um problema de
salde publica no Brasil. No ano de 2018 foram confirmados 504 casos silvestres em
humanos, com uma taxa de letalidade de 35% durante o surto que ocorreu no estado de
Sdo Paulo. A vacina contra o virus da febre amarela (YFV) ¢ altamente eficaz e confere
imunidade protetora contra o virus, porém a cobertura vacinal ainda é insatisfatoria e
ndo ha tratamento especifico para a doencga. Sabe-se que a resposta imunologica gerada
apos a vacinacao e apos a infeccdo natural sdo semelhantes, mas faltam estudos que
detalnem o desenvolvimento da imunidade apos a infeccdo, principalmente nos casos
que evoluem para gravidade e 6bito. Um estudo prévio de nosso grupo utilizando uma
coorte de individuos infectados pelo YFV (n = 70) identificou por citometria de fluxo
que a frequéncia de células secretoras de anticorpos (ASC) circulantes (CD20" CD27"9h
CD38M9"), particularmente plasmoblastos (CD138"), foi significativamente maior em
individuos que foram a ébito (n = 26; p < 0,01), com &pice no 6° dia apds o inicio dos
sintomas, com individuos chegando a 80% de ASC dentro da frequéncia total de células
B, uma magnitude nunca antes descrita. O baco € um 6rgdo linfoide secundario de
grande importancia, onde ocorre o desenvolvimento da resposta imune adaptativa,
funcional e protetora, e, investigar o seu papel durante a imunopatogénese da febre
amarela, a fim de se caracterizar como a resposta é construida nesses individuos, é
essencial. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi analisar as modificacbes da
imunidade tecidual do bago de individuos que foram a o6bito apds infeccdo pelo YFV,
descrevendo as alteracdes histoldgicas e caracterizando a imunidade in situ. Para isso
foram coletados bacos de individuos que foram a Obito apo6s a infec¢do pelo YFV
selvagem (n=24) e de individuos que realizaram esplenectomia pds-trauma (n=10), bem
como informagdes clinicas e demograficas. Os fragmentos foram processados para
microscopia Otica, tanto para avaliacdo histolégica quanto para a técnica de imuno-
histoquimica e mostraram um claro desarranjo da polpa branca do baco, com
diminuicdo de subtipos celulares essenciais para a montagem da resposta, como
macrofagos, linfocitos T e, linfécitos B e seus subtipos celulares, e aumento de subtipos
celulares responsaveis pela formacdo de centros germinativos, migracdo celular e
producdo de imunoglobulinas. Em conjunto, nossos dados analisados de forma
integrada fornecem novos aspectos sobre a imunopatogénese da febre amarela,
sugerindo uma resposta imunoldgica desequilibrada e prematura em individuos que
foram a dbito e representam os passos iniciais para a caracterizacdo do desenvolvimento
da resposta imunoldgica adaptativa nos individuos infectados pelo virus da febre
amarela.

Palavras-chave: Febre amarela. Baco. Imuno-histoquimica. Células produtoras de
anticorpos. Imunidade inata. Imunidade adaptativa.



ABSTRACT

Marmorato MP. Investigation of the spleen involvement in the yellow fever
immunopathogenesis [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, Pos-graduacdo em Alergia e Imunopatologia, 2023.

Yellow fever is an infectious disease that continues to represent a public health problem
in Brazil. In 2018, 504 wild cases were confirmed, with a fatality rate of 35% during the
outbreak that occurred in the state of S&o Paulo. The yellow fever virus (YFV) vaccine
is highly effective and provides protective immunity against the virus, but vaccination
coverage is still unsatisfactory and there is no specific treatment for the disease. It is
known that the immune response generated after vaccination and after natural infection
are similar, but there is a lack of studies detailing the development of immunity after
infection, especially those evaluating severe and deceased YFV infection cases. A
previous study by our group using a cohort of YFV-infected individuals (n = 70)
identified by flow cytometry that the frequency of circulating antibody-secreting cells
(ASC) (CD20° CD27"9" CD38"9"), particularly plasmablasts (CD138), was
significantly higher in individuals who died (n = 26; p < 0.01), with a peak on the 6th
day after the onset of symptoms, with some individuals showing magnitudes never
described and reaching 80% of ASC within the total frequency of B cells. Knowing that
the spleen is a secondary lymphoid organ of great importance, and it is where the
development of the adaptive, functional, and protective immune response occurs, it is
essential to investigate its role during the immunopathogenesis of yellow fever, to
characterize how the response is constructed in YFV infected individuals. Therefore, the
aim of this work was to analyse the changes in tissue immunity in the spleen obtained
from individuals who died after YFV infection, describing the splenic histological
changes, and characterizing in situ immunity. For this purpose, spleen specimens were
collected from individuals who died after infection with YFV (n=24) and from
individuals who underwent post-trauma splenectomy (n=10). The tissue fragments were
processed for optical microscopy, both for histological evaluation and for the
immunohistochemical analysis and showed a clear disarrangement of the white pulp of
the spleen, with a decrease in cellular subtypes essential for mounting the response,
such as macrophages, T lymphocytes and B lymphocytes and its cellular subtypes, and
an increase in cellular subtypes responsible for the formation of germinal centres, cell
migration and production of immunoglobulins when compared with the splenectomy
group. Taken together, our data, analysed in an integrated manner, provide new aspects
about the immunopathogenesis of yellow fever, suggesting an unbalanced and
premature immune response in individuals who died of yellow fever and represent the
initial steps towards characterizing the development of the adaptive immune response in
individuals infected by YFV.

Keywords: Yellow fever. Spleen. Immunohistochemistry. Antibody-producing cells.
Innate immunity. Adaptive immunity.
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1. INTRODUCAO
1.1. Febre amarela

A febre amarela é uma doenca infecciosa, com ocorréncia em &reas tropicais e
subtropicais da América do Sul e Africa, causada por um arbovirus pertencente a
familia Flaviviridae, do género orthoflavivirus anteriormente denominado flavivirus (1).

1.1.1. O virus e a patogénese

O virus da febre amarela (YFV, do inglés, Yellow Fever Virus) apresenta apenas
um sorotipo, com variacdes genéticas conhecidas e identificadas na América e Africa
(1). O YFV possui um genoma de RNA de fita positiva com comprimento de
aproximadamente 11 kb que codifica uma poliproteina composta por trés proteinas
estruturais [capsideo (C), proteina precursora de membrana (prM) e envelope (E)] e sete
proteinas nao estruturais (NS, do inglés, non-structural) (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b e NS5) (2) (Figura 1).

ORF ™~ 10 kb
5" RNC 3’ RNC

Tradugdo de proteinas
(~3400 aa)

Ao ! Vo Lo

Proteinas estruturais Proteinas ndo-estruturais

Figura 1. Representacdo da organizagédo do genoma do YFV e da poliproteina codificada.
FONTE: Adaptado de Douam et al., 2018 (3).
NOTA: O esquema da poliproteina, as setas menores indicam os sitios de clivagem em que proteases de

origem celular e viral agem durante o processamento pds-transcricional.

A transmissdo do YFV ocorre por meio da picada de mosquitos da familia
Culicidae, sobretudo dos géneros Aedes e Haemagogus, responsaveis pelas formas
urbana e silvestre da doenga, causadas pelo mesmo virus, porém possuindo distingdes
dentro do ciclo de transmissao, sendo que a forma silvestre geralmente envolve primatas
ndo-humanos e humanos e tem o vetor Haemagogus, enquanto que a forma urbana
envolve apenas humanos no ciclo de transmissdo mediado pelo vetor Aedes aegypti (4).
No Brasil, o virus pode ser transmitido também através da picada do mosquito Sabethes
sp., pertencente a familia Culicidae, fazendo parte do ciclo da febre amarela silvestre
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(4,5). Os humanos infectados pelo YFV néo sdo os hospedeiros finais do virus, sendo
capazes de contaminar mosquitos durante o periodo de pico de viremia (6).

A patogénese da febre amarela inicia-se apds a transmissdo do YFV por um
mosquito infectado. A replicacdo do virus acontece nos linfonodos localizados mais
préximos ao local de entrada e se dissemina para outros 6rgéos, especialmente o figado
(7-9). A viremia pode ser detectada a partir da disseminagdo do YFV para outros
0rgdos, 0 que ocorre poucas horas apos a infeccdo e pode durar por aproximadamente
48 horas, em casos mais leves, até sete dias em casos mais graves (6,10), sendo
significativamente maior e com maior duracdo em individuos que vao a ébito pela
doenca (11). As manifestagdes clinicas sdo diversas e os sintomas podem se apresentar
de forma moderada em aproximadamente 80% dos casos, sendo os principais relatados:
febre, mialgia, dor de cabeca, bradicardia, dor abdominal, nausea e vémito (6,12). A
evolucdo da doenca muitas vezes é caracterizada por febre hemorragica acompanhada

de acometimento hepatico e renal progressivos (6,12).

1.1.2. Epidemiologia

A primeira epidemia documentada de febre amarela ocorreu no ano de 1648, no
Meéxico (6,13,14). O virus permanece endémico nas regides tropicais e subtropicais da
América Latina e da Africa, onde ocorreram diversas epidemias até o presente momento
(15-17). Associado as variagdes climaticas, 0 movimento das popula¢bes tem ampliado
o risco de epidemias para areas tipicamente ndo endémicas, ocasionando diversos casos
importados da doenga (18).

Em 2017 ocorreu um surto de febre amarela na Nigéria, onde 341 casos suspeitos
foram notificados, sendo a taxa de letalidade de 28,1% (19); ja no ano de 2019 foram
reportados, nesse mesmo pais, 2.254 casos suspeitos da doenca entre 0s meses de
Janeiro e Agosto (20). Atualmente, 47 paises da Africa, da América Central e do Sul
tém regiGes onde existe risco de febre amarela, sendo notificados aproximadamente
200.000 casos por ano em todo o mundo com a taxa de letalidade chegando a 30% (21).

No Brasil, os ultimos casos de febre amarela urbana foram notificados em 1942
(22). Com relacdo a febre amarela silvestre, entre os anos de 2000 e 2010, foram
confirmados 324 casos, dos quais cerca de 50% evoluiram para Obito (23).
Posteriormente, em 2015, casos da febre amarela silvestre também foram observados no
Mato Grosso do Sul, Goiés e Para (24,25). Entre 2016 e 2017 novos surtos da doenca
silvestre foram confirmados na regido sudeste do pais e foi constatado que o YFV havia
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voltado a circular nas regifes norte e nordeste do estado de S&o Paulo apds a
confirmacéo de 38 casos positivos para febre amarela em primatas ndo-humanos (26).

O monitoramento dos casos de febre amarela no Brasil realizado entre julho de
2017 e junho de 2018 notificou 7.518 casos suspeitos em todo o pais, sendo 1.376
confirmados, dos quais 35% evoluiram para Obito (27). Além desses, foram
confirmados 864 casos em primatas ndo humanos no mesmo periodo (27). Esse foi
considerado o maior surto de febre amarela no Brasil desde 1980 (Figura 2), e, grande
parte dos casos notificados foi proveniente da regido sudeste do pais, principalmente

dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais (27).
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Figura 2. Casos confirmados para febre amarela e informagéo de letalidade entre os anos de 1980 e
2018, atualizado em outubro de 2018.

FONTE: Sinan; GT-Arbo/CGDT/DEVIT/SVS/MS; COES-FA.

O estado de S&o Paulo foi o que mais notificou casos de febre amarela em 2018.
Foram reportados 3.315 casos suspeitos da doencga e 504 foram confirmados, com taxa
de letalidade de 35% (28,29). Dos casos confirmados, 80,8% eram do sexo masculino e
a mediana de idade foi de 43 anos (com intervalo de 5 até 90 anos). A maioria dos casos
(n = 499) incluiu individuos residentes do estado, sendo as cidades com maior nUmero
de infeccbes: Mairipord (152 casos), Atibaia (48 casos) e Nazaré Paulista (29 casos)
(28).
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A ultima atualizacdo de 2019 sobre os casos de febre amarela no Brasil realizada,
em junho, relatou 1.281 casos suspeitos, sendo apenas 82 casos confirmados, com taxa
de letalidade de 17%. A maior parte desses casos foi proveniente dos estados de S&o
Paulo e do Parand (30). Em 2019 o estado de S&o Paulo contabilizou 789 casos
suspeitos da doenca, sendo 67 confirmados e 13 Obitos decorrentes da doenca até

novembro do mesmo ano (31).

1.1.3. Diagnostico

O diagnostico da febre amarela pode ser complexo, especialmente durante a fase
inicial da doenca, quando os sintomas sdo facilmente confundidos com outras infec¢des
como maléria, leptospirose e algumas hepatites virais (principalmente hepatites B e D),
bem como infec¢bes causadas por outros orthoflavivirus, incluindo os virus da dengue
(DENV) e zika (ZIKV), devido aos sintomas e apresentacdo clinica muito semelhantes
(32,33). A doenca é diagnosticada com base em sintomas, exames laboratoriais e
historico de viagens para lugares endémicos que podem indicar a exposi¢do ao virus
(34), porém, a metodologia padrdo de escolha para confirmacéo da infeccdo pelo YFV é
a deteccdo do RNA viral pela PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction); além disso,
existem outros métodos utilizados, como a deteccdo do antigeno viral por
imunocoloracdo ou a deteccdo de IgM no soro a partir da técnica de ELISA (do inglés,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (33,35), sendo esta Gltima somente indicada a
partir do quinto dia apds inicio de sintomas e podendo apresentar reacdo cruzada com

outras orthoflaviviroses (12).

1.1.4. Tratamento
Atualmente ndo existe um tratamento especifico para a febre amarela. Na pratica
clinica sdo aplicados cuidados para tratar os sintomas apresentados pelos individuos
infectados, sendo recomendada a prevencdo da hipoglicemia através da manutencéo da
nutrigdo, o tratamento com drogas vasoativas e a reposi¢éo de fluidos para o tratamento
de hipotensdo, como também o tratamento de infecgdes secundarias com antibidticos
(12,33).
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1.1.5. Vacina

Devido a dificuldade de diagnostico e a falta de tratamento especifico, a
prevencdo da febre amarela pela vacinagdo é a principal abordagem para evitar novos
casos e manter o controle da doenca.

A vacina contra febre amarela foi a primeira vacina de virus vivo atenuado a ser
utilizada em seres humanos (36), produzida pela primeira vez em 1937, a partir da cepa
africana Asibi, a qual foi submetida a multiplas passagens (quando um cultivo primario
é subcultivado sequencialmente) em culturas de células e em infeccGes experimentais
em animais. Atualmente as vacinas disponiveis sdo provenientes da cepa atenuada 17D,
sendo elas: 17DD (fabricada apenas no Brasil, possuindo 195 passagens), 17D-213
(Russia) e 17D-204 (China, Franca, Senegal e Estados Unidos) (6,16,37). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as vacinas produzidas no Brasil, Franca,
Rassia e Senegal podem ser distribuidas internacionalmente (16,38). As cepas 17DD e
17D-204 tem 99,9% de similaridade em suas sequéncias, diferindo em 20 aminoacidos
para a cepa ancestral Asibi, sendo essa a diferenca que impossibilita a transmissao
desses virus vacinais através de mosquitos (38,39).

As vacinas contra a febre amarela sdo extremamente eficazes e capazes de gerar
imunidade protetora com apenas uma administracdo, conforme demonstrado em
diversos estudos (14,40,41). Em vista disso, a OMS passou a recomendar a imunizagédo
com uma dose Unica da vacina para individuos que vivam em areas endémicas para o
YFV ou que pretendem se deslocar até essas areas, incluindo todas as criancas a partir
de nove meses, essas com necessidade de refor¢co aos 4 anos de idade (6,38). As
formulagBGes vacinais sdo contraindicadas para pessoas com algum quadro de
imunodeficiéncia, incluindo individuos vivendo com HIV que possuam contagem de
CD4* abaixo de 200/mm?, individuos com diagnostico de cancer ou que estejam em uso
de medicacdo imunossupressora, embora a vacinacdo desses grupos seja possivel apos
avaliagdo médica (33).

No Brasil, a vacina contra a febre amarela 17DD estd incluida no calendério
nacional de vacinagdo e em sua Ultima atualizacdo o Ministério da Salde expandiu a
area de recomendacdo da vacina para todo territdrio nacional (42). Atualmente, a
recomendacéo da vacina no pais € de uma dose padrao (0,5 ml) para criancgas a partir de
nove meses, estendendo-se para individuos até 59 anos de idade, com necessidade de
reforco apenas para criangas que receberam uma dose da vacina antes dos 5 anos de
idade (43).
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1.1.6. Imunopatologia

Em razéo das dificuldades do estudo da febre amarela selvagem em modelos
animais e a escassez de coortes de individuos infectados, grande parte do aprendizado
sobre a resposta imune induzida pelo YFV é originario de dados de estudos de coortes
de individuos que receberam a vacina contra febre amarela, principalmente as
formulagcbes YFV-17D e YFV-17DD.

A resposta imune pds-vacinal envolve um processo de ativacdo e modulacdo da
resposta imune inata e adquirida e a producdo de diversas citocinas, caracterizando uma
resposta complexa e polifuncional. Similar ao que ocorre nas infeccdes pelo DENV e
outros orthoflavivirus (44-46), a cepa vacinal YFV-17D ativa mondcitos e células
dendriticas por meio de receptores de reconhecimento de padrées (PRR, do inglés,
Pattern Recognition Receptors), sendo os TLR (do inglés, Toll Like Receptor) 2, 3,7, 8
e 9 os principais envolvidos (47,48). Essa ativacdo leva a inducdo da resposta imune
inata logo nos primeiros dias apds a vacinagao.

O pico de viremia vacinal em humanos acontece aproximadamente no quinto dia
apos a imunizacdo e tem duracdo media de dois dias (10). Ja para a infeccdo natural o
pico de viremia € identificado por volta do terceiro dia ap6s o inicio de sintomas (49),
cinética semelhante com a identificada em modelo de infeccdo com macacos Rhesus
(50). Alguns relatos de casos sobre reacGes adversas com relagdo as vacinas 17D e
17DD descrevem um periodo de incubacéo do virus de dois a cinco dias ap0s a entrada
da cepa vacinal (51,52), muito semelhante do estimado durante a infeccdo natural, na
qual se considera um periodo de incubacdo de trés a seis dias (53,54).

Sete dias ap0s a vacinacdo é possivel observar um aumento na frequéncia de
monocitos com caracteristicas pré-inflamatorias, e a ativacdo de neutréfilos, com
aumento da produgdo de TNF-a (do inglés, Tumor Necrosis Factor alpha) (47) e da
expressdo de CXCR4 por essas células (55). Ainda com relacdo aos neutrofilos, foi
observada uma frequéncia aumentada de neutréfilos CD23" um més ap6s a vacinagdo
com 17DD quando comparado com valores basais, marcador que possui importante
papel na liberacdo de mediadores inflamatérios (55). Ja as células NK apresentam um
aumento de ativacdo uma semana ap6s a imunizagdo, porém ndo havendo um aumento
na frequéncia dessas células na circulagdo, voltando a valores basais de ativacdo na
segunda semana apos o recebimento da vacina (56).

A resposta imune adaptativa é composta pela resposta de células T antigeno-
especificas e pelo desenvolvimento de células B de memoria duradoura e produtoras de
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anticorpos. Ambas sdo criticas para geracdo da imunidade protetora de longo prazo,
visto que as celulas T de memoria especificas para 0 YFV e os anticorpos neutralizantes
gerados pelas células B podem persistir por décadas na circulagdo de individuos
vacinados (57-61).

Os linfocitos T y6 sdo os primeiros a produzir IFN-y (Interferon gama) a partir da
primeira semana apds a vacinagdo, seguidos pelos linfocitos T CD4" e CD8", nesta
ordem (47,62). A resposta celular direcionada ap6s a vacinagdo tem como alvos as
proteinas E, C e as proteinas ndo estruturais NS1, NS2A e B, NS3 e NS5, sendo as
proteinas E, NS2 e NS3 os principais alvos para ambos os linfécitos T CD4* e CD8*
(63,64).

Durante os primeiros 15 dias apés a imunizagdo com YFV-17D é possivel
observar uma intensa proliferacdo de linfocitos T CD8" e a producdo de citocinas
antivirais como o préprio IFN-y, TNF-a e IL-2 (Interleucina 2) (65), assim como a
producdo de IL-10, IL-13 e IL-5 pelos linfdcitos T CD4" (63,66). A produgdo de IFN-y
auxilia na polarizacdo da resposta pro-inflamatéria do tipo Thl (47) e a producéo de IL-
4 na polarizacdo da resposta anti-inflamatéria Th2, porém, apesar da resposta a vacina
ser, em sua maioria, do tipo Thl, existe um balanco com a ativacdo da resposta Th2
(63,67).

Além da polarizacdo de respostas Th1/Th2, a importancia da regulacdo, da
homeostase e da tolerancia imunoldgica através dos linfocitos T reguladores (Treg) ja
foi documentada. Estas células podem ser identificadas como uma subpopulacdo de
linfocitos T CD4" que expressam Foxp3, responsavel pela supressdao de genes de
diversas citocinas de células T efetoras, como a IL-2 (68). A cinética de ativacdo dessas
células no sangue periférico utilizando os marcadores CD38 e Ki67 ja foi caracterizada,
e observou-se um aumento significativo de ativacdo no décimo dia apds a vacinagao,
voltando a valores proximos do basal no décimo quinto dia. Apesar dessa ativacéo
significativa, a frequéncia de células Treg se mantém estavel apos a imunizacao (69).

A resposta imune humoral se inicia a partir do momento em que as células B
reconhecem antigenos de superficie, quando sdo entdo ativadas e se diferenciam em
células efetoras que secretam anticorpos. Essa ativacdo pode ser dependente ou nao de
linfécitos T CD4" (70), embora evidéncias mostrem que frequéncias altas de linfocitos
T CD4" logo apo6s a vacinagdo tem correlagdo com um titulo mais alto de anticorpos na
circulacdo (71). A resposta T dependente compreende em sua maioria antigenos
proteicos, ao passo que antigenos T independentes sdo definidos como moléculas
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poliméricas com determinantes antigénicos em repeticdo, como por exemplo
polissacarideos microbianos (72).

De forma resumida, a resposta gerada de forma T independente acontece
predominantemente de forma extrafolicular nos orgéaos linfoides secundarios (73). Essa
ativacdo de células B sem a interacdo com células T tem como uma de suas possiveis
consequéncias a auséncia de troca de isotipo de anticorpo, gerando assim, em sua
maioria, anticorpos do tipo IgM, mas também sendo capaz de produzir alguns
anticorpos do tipo 1gG, ambos produzidos por plasmoblastos rapidamente ativados (72—
74). Ja a resposta T dependente acontece a partir da interacdo entre linfocitos B e
linfocitos T CD4" ativados induzidos por antigenos dentro de centros germinativos de
orgdos linfoides secundarios, desencadeando a diferenciacdo dos linfocitos B em
plasmoblastos, e sua consequente expansdo clonal, ou em plasmdcitos, células
terminalmente diferenciadas, com pouca capacidade proliferativa (75,76). Essa ativacao
contribui para o aumento da expressdo da enzima AID (do inglés, Activation Induced
Cytidine Deaminase), essencial no processo das hiper mutagcdes somaticas (SHM, do
inglés, Somatic Hipermutations), que podem modificar a afinidade de ligacdo dos
anticorpos ao antigeno, deixando-os mais especificos. Ao mesmo tempo, as
imunoglobulinas alteram suas fungdes efetoras trocando a regido constante IgM por
IgG, IgA ou IgE, processo catalisado por componentes da maquinaria de SHM, como a
prépria enzima AID (77).

Os plasmoblastos sdo majoritariamente gerados de forma T independente e
extrafolicular, possuem caracteristicas de linfocitos B ativados e sdo considerados
células de vida curta, com tempo de vida entre 3 e 5 dias, e, quando param de se dividir,
entram em apoptose ou se diferenciam em plasmaocitos, processo que ainda ndo esta
bem caracterizado (78,79). Os plasmdcitos tém como um de seus nichos finais a medula
0ssea, local onde produzem pequena quantidade de anticorpos especificos que garantem
protecdo imediata em caso de uma reinfeccdo, e também tém a capacidade de
continuarem circulantes, sendo responsaveis por uma reacdo mais rapida e eficaz em
caso de futuro contato com o patégeno (70,77).

A cinética da resposta de linfécitos B desencadeada pelas cepas vacinais YFV-
17DD e 17D é caracterizada por uma diminui¢cdo na contagem absoluta de células
CD19" circulantes na primeira semana apds vacinacao, seguido de um aumento dessas
células a partir da segunda semana (71,80), principalmente de linfocitos B expressando
proteinas como o CD32 (80), um receptor de Fc que auxilia no controle da producao de
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IgG (81). Nesse periodo também podem ser observadas algumas células B expressando
CD23 (80), um receptor de Fc, que também auxilia no controle da producdo de IgG,
presente principalmente em linfdcitos B de centros germinativos (82).

A partir da segunda semana apds a vacinacdo, as células secretoras de anticorpos
(ASC, do inglés, Antibody Secreting Cells), incluindo os plasmoblastos e os
plasmaocitos, passam a iniciar a producdo de anticorpos neutralizantes do tipo 1gG
direcionados a cepa vacinal do YFV (71,83), que podem permanecer no sangue por até
4 décadas ap0Os a imunizacdo (57,84,85), sendo encontrados em mais de 90% dos
individuos vacinados (86). As imunoglobulinas neutralizantes do tipo IgM aparecem
mais precocemente, logo durante a primeira semana pés-vacinacao, atingindo apice na
segunda semana (60,87,88). Alguns achados apontam que o aumento na frequéncia de
plasmoblastos circulantes no sangue e a producdo de anticorpos neutralizantes YFV-
especificos inicia entre 3 e 7 dias ap0s a vacinacéo, atingindo o apice em duas semanas
(89,90).

1.1.7. O baco e a febre amarela

O baco é um importante 6rgéo linfoide secundario, considerado o filtro de sangue
do corpo humano, por sua capacidade de retirar eritrécitos velhos da circulacao, reciclar
o ferro contido no sangue e ser a primeira linha de defesa contra patégenos presentes na
circulacdo sanguinea periférica (91). Ele é envolto por uma cépsula fibrosa de tecido
conjuntivo, que invade a parte interna do érgdo formando trabéculas que déo o suporte
para os diversos vasos sanguineos e conferem rigidez ao 6rgdo (Figura 3A) (92,93). O
afluxo de sangue ao bago € por meio da artéria esplénica que se ramifica diversas vezes
em arteriolas centrais no interior do 6rgdo, onde adquirem uma bainha periarteriolar de
linfécitos (PALS, do inglés, Periarteriolar Lymphoid Sheaths), caracterizada como
polpa branca (Figura 3A-B). E nessa bainha onde ocorre a proliferacio de linfocitos B,
formando os foliculos, e onde sdo encontrados centros germinativos, que estdo
espalhados em sua extensdo, sdo transitorios e variam em quantidade de acordo com o

estado imune do individuo (92,93).



19

A% W— Artéria esplénica B Zona Marginal
2 =
/"‘( (%\ Veia coletora
)

Seio venoso
Corddes
Capsula conjuntiva

e trabécula
Arteriola central
Foliculo

Zona de Linfocitos T (PALS)
Zona Marginal

Arteriola
central

i Arteriola

central

Zona de Linfécitos T
(PALS)

Figura 3. Representacéo esquematica da histologia de bago saudavel.

FONTE: adaptado de Mebius et al., 2005 (92).

NOTA: Esquema representando a disposicao histoldgica das estruturas do baco. A. Circulagdo sanguinea
dentro do baco e algumas de suas principais estruturas. B. Em maior aumento: a regido que contém a

arteriola central e as estruturas adjacentes.

Durante a infeccdo, o antigeno presente na circulacdo sanguinea é direcionado
para o interior do bago através da artéria esplénica, sendo capturado por macréfagos e
células dendriticas, tipicas células apresentadoras de antigeno, e chega até a regido de
PALS, onde desencadeia a ativacdo de linfécitos T, que se direcionam até os linfocitos
B, com os quais interagem para promover sua ativacdo e migracdo para os foliculos
linfoides. Os linfocitos B ativados presentes no foliculo linfoide formam o centro
germinativo, local onde ocorre a diferenciacdo dessas células, troca de isotipo de
anticorpo e aumento de afinidade de ligacdo dos anticorpos ao antigeno apresentado por
meio de SHM (92,94).

A localizacdo dos linfocitos dentro do baco é condicionada pela interacdo entre
diversos receptores e ligantes, por exemplo, as quimiocinas. Os linfocitos B que
expressam o receptor CXCR5 necessitam da quimiocina ligante CXCL13, produzida
por células dendriticas foliculares e células estromais adjacentes, para que ocorra a
migracdo até a borda dos foliculos. Da mesma forma, os linfécitos T e células
dendriticas necessitam da presenca das quimiocinas CCL9 e CCL21, essas produzidas
principalmente por células estromais, para que ocorra a migracdo para a zona de células
T, adjacente ao foliculo (92,95).

Uma regido muito importante do bagco para o desenvolvimento das respostas
imune inata e adaptativa € a zona marginal, uma zona transitoria de entrada e saida de

células da polpa branca e de movimentacdo das células para dentro ou fora do baco.
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Essa migracdo de células também ¢é direcionada através de uma rede de receptores e
ligantes (92,95,96). Assim, pode-se dizer que a zona marginal tem grande importancia
na elaboracdo da resposta imune devido ao fato dessa regido estar intimamente
relacionada com o desenvolvimento da imunidade adaptativa, possuindo funcdo de
ponte entre as respostas imunes inata e adaptativa.

A zona marginal abriga parte importante da resposta priméaria T independente,
garantindo assim uma resposta rapida e potente, porém ndo tdo especifica, visto a baixa
taxa de SHM desencadeada pela ativacao destas células por representantes da resposta
imune inata (75,97). Os linfocitos B de zona marginal sdo um dos principais precursores
de plasmoblastos, que também podem se diferenciar em plasmdcitos, apesar da via de
diferenciacdo mais aceita para estes ultimos seja através de células B foliculares ap6s
uma reacdo T dependente em centros germinativos (75,76).

Os macrdfagos da zona marginal expressam a lectina do tipo SIGNRL, a qual esta
relacionada com a captura de virus presentes no sangue, representando uma etapa
crucial da eliminacéo viral (98,99). E assim como os linfdcitos B de zona marginal, as
células dendriticas também podem migrar para a polpa branca por meio da expressao de
CCR7 e tém uma correlacdo positiva com a protecdo do individuo contra o patdégeno
durante o desenvolvimento da resposta imune (100).

A migracdo de células dendriticas para a polpa branca fornece a conexdo
necessaria para o inicio da resposta imune adaptativa, pois a interacdo com os linfocitos
T promove a sua ativacdo, a qual é essencial para a diferenciacdo dos linfocitos B em
ASC e a producdo de anticorpos de alta afinidade, em uma resposta T dependente (100).
A interacdo entre linfocitos T ativados e os linfocitos B do foliculo acontece pelo
aumento da expressdo de CXCR5 e diminuicdo de CCR7 pelos linfocitos T, o que
promove a sua migracdo para a borda dos foliculos onde se encontram os linfécitos B,
0S quais, por sua vez, apresentam um aumento da expressdo de CCR7 para também
migrar até a borda do foliculo (92,95,100). Essa interagdo promove a diferenciacdo dos
linfécitos B em plasmoblastos e plasmdcitos, 0s quais podem permanecer nos centros
germinativos da polpa branca ou migrar para a zona marginal, chegando na polpa
vermelha e seguir para a circulacgdo (78,101).

A presenca de plasmoblastos e plasmdcitos na polpa vermelha € conhecida, porém
a razdo e mecanismos envolvidos na retencdo dessas celulas nesse local ainda é
desconhecida. A migracdo dessas células para a polpa vermelha esta associada ao
aumento de expressdo de CXCR4, receptor que tem como ligante a quimiocina
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CXCL12, altamente expressa na polpa vermelha (74,102) e, em conjunto, CXCR4 e
CXCL12 sdo essenciais para a manutencdo de ASC e sua futura migracdo para um de
seus nichos principais, a medula 6ssea (79). Para que essas células permanegcam vivas
nessa regido e possam sair para circulacdo, também foi observada a importancia da
presenca de células dendriticas expressando CD11c, que também tem papel relevante
durante a diferenciacdo das células B em plasmdcitos (103). Por fim, apesar da
diferenciacdo de plasmoblastos em plasmocitos ndo ter uma via definida, ja foi
demonstrado que o marcador classico CD138, também conhecido como sindecano-1,
expresso majoritariamente por plasmacitos, tem relacdo direta com sua sobrevivéncia e
é uma marca de sua diferenciacdo partindo de plasmoblastos, quando acontece o inicio
do aumento de sua expresséo (79,104,105).

O conhecimento restrito sobre o0s processos que ocorrem no baco durante a
infeccdo pelo YFV abre espaco para muitos questionamentos. E sabido que esse tecido
sofre grandes alteracbes durante a infeccdo, como por exemplo a distensdo dos
foliculos, principalmente por ser um tecido altamente relacionado com a maturacéo e
ativacdo da resposta imune. Essas alteracfes, porém, parecem nao afetar o tamanho e as
defini¢cbes macroscopicas do o6rgdo (106,107). Relatos da literatura descreveram, em
macacos Rhesus infectados pelo YFV, o acimulo de grandes células mononucleares nos
centros germinativos e a necrose dos mesmos (108) e as alteragdes encontradas em
fragmentos de baco post-mortem de pessoas infectadas pelo YFV sdo também
comumente observadas em casos de sepse bacteriana (107). A polpa branca destes
individuos que foram a 6bito pela doenca, entre o terceiro e o décimo dia apdés inicio de
sintomas, mostrou-se maior do que o normal (107). Esse aumento da polpa branca,
causado em parte pela elevacdo do numero e do tamanho de células endoteliais na
regido do centro germinativo, também foi associado a presenga aumentada de células
mononucleares que ndo sdo comumente detectadas no foliculo, mas que, nesse caso,
preenchiam quase todo o espaco (106,107). Os relatos sobre 0 aumento da polpa branca
apos infeccdo pelo YFV coincidem com uma perda significativa de linfocitos
circulantes, que aparentam ndo estar localizados em outras regides do bago, sugerindo
que essa leucopenia poderia estar envolvida com a patogénese do virus (106,107). Outro
achado relevante foi o grande nimero de macrofagos presentes na polpa vermelha, em
sua maioria contendo elementos fagocitados em seu interior (107,109). De acordo com
0 estudo de Bae e colaboradores (2005), 0 bago ndo aparenta apresentar particulas virais
quando utilizado imunomarcacdo, porém o 6rgao apresenta grande quantidade de RNA
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viral, o que nao é observado em outros 6rgdos, como por exemplo a medula dssea, apos
Obito decorrente da infeccdo pelo YFV (110).

Uma importante descoberta sobre a patogenia da doenca no baco foi a reducdo de
células expressando CD20" nos centros germinativos de macacas Rhesus infectadas pelo
YFV que foram a 6bito quando comparados com os animais sobreviventes. Além da
diminuicdo de linfocitos B nessa regido, foi identificada a presenca de corpos
apoptdticos, caracterizando a necrose do tecido. A histologia geral do tecido esplénico
apos a infeccdo também evidenciou hemorragia, sugerindo a congestdo tecidual (111).
Mais recentemente, ap0s 0 acontecimento da epidemia de febre amarela na regido
metropolitana de Sdo Paulo entre 2017 e 2019, um estudo comparando a autdpsia
convencional com autdpsia minimamente invasiva desses casos demonstrou que o0 bago
de individuos que foram a O@bito apds infeccdo pelo YFV apresentava hipoplasia
linfoide, citofagocitose e esplenite (112,113), corroborando com achados prévios da
literatura e citados aqui anteriormente.

Em vista do pouco conhecimento publicado com relacéo ao papel do bago durante
a patogenia da febre amarela em humanos, o estudo desse Orgdo € essencial e pode
elucidar questdes importantes acerca do desenvolvimento da resposta imunoldgica

durante a infeccédo pelo YFV.

1.2. Justificativa

Dados ainda ndo publicados do nosso grupo caracterizaram a cinética de expansao
de ASC circulantes no sangue periférico em uma coorte de 70 individuos infectados
naturalmente pelo YFV selvagem (FAPESP 2017/08953-8). Nossos achados foram
obtidos apds analise por citometria de fluxo multiparamétrica em sangue total fresco,
utilizando os marcadores CD3, CD14, CD19, CD20, CD27, CD38 e CD138, além do
marcador de viabilidade celular LIVE/DEAD® Fixable Red Dead Cell Stain Kit (Life
Technologies). A populacdo de ASC foi definida como CD3" CD14 CD19" CD20
CD27M9" CD38M9" (114) (Figura 4) e dentro desta foram identificadas as subpopulagtes
de plasmoblastos e plasmdcitos utilizando o marcador CD138 para a distin¢do, sendo a
populacdo de plasmoblastos definida como ASC CD138 e plasmocitos como ASC
CD138" (76,79,105) (Figuras 5 e 6).

As amostras de sangue periferico foram coletadas nos dias 4, 6, 10, 12, 14 e 30
apo6s o inicio de sintomas, conforme relatado pelos proprios pacientes durante a

admissdo. A mediana de idade foi de 42 anos (minima de 19 e maxima de 73 anos),
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sendo 88,6% do sexo masculino. Dentro desta coorte ocorreram 26 Obitos, sendo a taxa
de letalidade de 37,1% e, desses Obitos, 24 tiveram autdpsia realizada no Servigo de
Verificagdo de Obitos da Capital (SVOC-SP), localizado na Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, com coleta e armazenamento de fragmentos de baco que
foram utilizados neste trabalho (representados pelos pontos vermelhos, Figuras 4-6).
Para a andlise de ASC circulantes apds citometria de fluxo, os individuos
infectados foram separados em dois grupos de acordo com o desfecho clinico,
sobrevivéncia e oObito. Durante a infeccdo natural, um aumento significativo na
frequéncia de ASC totais circulantes foi identificado em ambos 0s grupos de pacientes a
partir do 4° dia apds inicio dos sintomas em comparagdo com as amostras de individuos
ndo infectados pelo YFV (grupo CTR, controle) (Figura 4). O &pice da expansdo de
ASC, bem como da populacdo de plasmoblastos circulantes, foi detectado no 6° dia
apos inicio de sintomas para os dois desfechos, sendo significativamente maior em
ambos os grupos de infectados (sobreviventes e 6bitos) quando comparado ao grupo
CTR (Figuras 4-5). No grupo de individuos sobreviventes, essa frequéncia detectada no
6° dia também foi significativamente maior quando comparada ao 30° dia apds inicio de
sintomas desse mesmo grupo, na fase de convalescéncia desses individuos (Figuras 4-
5). Ainda com relacdo as frequéncias detectadas no 6° dia apds inicio de sintomas, o
grupo com desfecho de 6bito (medianas de frequéncia de 55,7% para ASC totais e
44,8% para plasmoblastos) atingiu valores significativamente maiores comparados
aqueles observados no grupo sobrevivente (mediana de 23,3% para ASC e 16,4% para
plasmoblastos). Nos dois grupos, a frequéncia aumentada de ASC e plasmoblastos
(ASC CD138) circulantes foi observada até o 14° dia ap0s inicio de sintomas, momento
em que essas frequéncias ainda apresentaram diferenca estatisticamente significativa em

comparagédo ao grupo CTR (Figuras 4-5).
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Figura 4. Cinética de expansdo de ASC circulantes nos individuos com infeccédo natural pelo YFV
(n=70).

NOTA: Os grupos foram separados baseando-se no desfecho clinico, sendo eles: Sobreviventes (alta
hospitalar, n = 44) e Obitos (n = 26). “p <0,05, *p <0,001, “p <0,0001 vs. CTR; *p <0,01, #*p
<0,0001 vs. D30 sobrevivente; e **p <0,01 vs. D correspondente do grupo 6bito. ASC, células secretoras
de anticorpos (ASC, do inglés, Antibody Secreting Cells). D, dias ap6s inicio de sintomas. CTR, grupo
controle de individuos ndo infectados pelo YFV em um Unico momento no tempo. Pontos vermelhos

representados no grupo 6bito séo referentes aos individuos incluidos na coorte de fragmentos de bago.
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Figura 5. Cinética de expansdo de plasmoblastos circulantes nos individuos com infeccdo natural
pelo YFV (n=70).

NOTA: Os grupos foram separados baseando-se no desfecho clinico, sendo eles: Sobreviventes (alta
hospitalar, n = 44) e Obitos (n = 26). “p <0,05, “p <0,01, **p <0,001, ***p <0,0001 vs. CTR; *p <0,05,
####p <0,0001 vs. D30 sobrevivente; e **p <0,01, ****p <0,0001 vs. D correspondente do grupo 6bito.
ASC, células secretoras de anticorpos (ASC, do inglés, Antibody Secreting Cells). D, dias apds inicio de
sintomas. CTR, grupo controle de individuos ndo infectados pelo YFV em um Unico momento no tempo.
Pontos vermelhos representados no grupo 6bito sdo referentes aos individuos incluidos na coorte de
fragmentos de baco.

Com relagdo a populacdo de plasmécitos, definida como CD138*, ndo foi
identificada uma cinética de expansdo clara para ambos os desfechos quando
comparado ao 30° dia desses mesmos voluntarios e ao grupo CTR. Apesar de ndo ser
possivel observar um apice claro da frequéncia dessas células nos individuos com
desfecho de sobrevivéncia, o grupo com desfecho ébito apresentou um pico de
frequéncia no décimo dia ap0s inicio de sintomas (mediana de 16,1% em contrapartida a
mediana de 4,0% do grupo sobrevivente), Unico ponto no qual existiu diferenca entre os

dois desfechos para este subtipo de linfocitos B (Figura 6).
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Figura 6. Cinética de expanséo de plasmdcitos circulantes nos individuos com infeccdo natural pelo
YFV (n=70).

NOTA: Os grupos foram separados baseando-se no desfecho clinico, sendo eles: Sobreviventes (alta
hospitalar, n = 44) e Obitos (n = 26). “p <0,05, “p <0,01, **p <0,001, ***p <0,0001 vs. CTR; *p <0,05,
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####p <0,0001 vs. D30 sobrevivente; e **p <0,01 vs. D correspondente do grupo 6bito. ASC, células
secretoras de anticorpos (ASC, do inglés, Antibody Secreting Cells). D, dias apds inicio de sintomas.
CTR, grupo controle de individuos ndo infectados pelo YFV em um (nico momento no tempo. Pontos
vermelhos representados no grupo ébito séo referentes aos individuos incluidos na coorte de fragmentos
de baco.

A magnitude de expansao evidenciada em nosso trabalho anterior é inédita e, para
nosso conhecimento, ndo foi observada em outras orthoflaviviroses. Apesar de
apresentar uma dinamica de expansdo semelhante a observada em infeccdes como
dengue (115,116) e zika (117), ndo foi relatada magnitude similar de expansdo como a
observada em nossa coorte, na qual alguns casos atingiram frequéncia de ASC superior
a 80% dentro da populacéo total de células B.

Dentro desta mesma coorte, analises histopatoldgicas de fragmentos do baco dos
individuos que foram a Obito, autopsiados pelo SVOC-SP, evidenciaram alteracdes na
estrutura e organizacdo histoldgica esplénica desses individuos (112). Diante destes
achados histopatoldgicos no baco e da alta frequéncia de ASC circulantes observadas no
sangue periférico, verificou-se a necessidade de elucidar o papel do ba¢o na patogenia
da infeccdo pelo YFV, sua relacdo com a expansdo de ASC circulantes e com o
desenvolvimento da imunidade durante a infec¢do natural, como também sua associagao

com o prognostico da doenca.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais
Analisar as modificagdes da imunidade tecidual do bagco em individuos que foram
a Obito apos infecgdo pelo YFV.
2.2. Objetivos Especificos

e  Descrever as alteragdes histologicas esplénicas de individuos que foram a
Obito apds infeccdo pelo YFV comparando-as com individuos sem quadro
infeccioso agudo;

e  Caracterizar o status da imunidade in situ em fragmentos de baco de
individuos que foram a o&bito ap6s infeccdo pelo YFV comparando-as com
individuos sem quadro infeccioso agudo;

e Integrar os dados da resposta de ASC em sangue periférico (obtidos em
nosso trabalho anterior) com os dados histopatolégicos de tecido esplénico obtidos
neste trabalho, a fim de verificar a existéncia de uma associacdo entre o perfil
imunopatogénico no baco e a resposta imune periférica nos individuos naturalmente

infectados com YFV e sua relagédo com o desfecho.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Aspectos Eticos

Este projeto estd contido dentro de um estudo prévio que envolveu individuos
naturalmente infectados pelo YFV que foram a dbito e individuos ndo infectados que
passaram por esplenectomia pos-trauma intitulado “Estudo descritivo dos achados
epidemioldgicos, clinicos, anatomopatoldgicos e microbioldgicos dos casos autopsiados
com suspeita de febre amarela pelo departamento de anatomia patoldgica, durante a
epidemia de febre amarela no Estado de Sdo Paulo em 2017-2018” (CAAE
41772720.5.0000.0068 e Parecer: 4.590.740) (ANEXO A).

3.2. Casuistica
Para o presente estudo, foram utilizados fragmentos de baco de individuos
naturalmente infectados com o YFV que foram a ébito (n = 24) e de individuos nédo

infectados que passaram por esplenectomia pés-trauma (n = 10).

3.2.1. Casos de Febre Amarela

Este grupo é composto por individuos com diagnostico confirmado de febre
amarela admitidos no Hospital das Clinicas da FMUSP (HC-FMUSP) ou no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (IIER), que foram a &bito e cujos fragmentos de baco
puderam ser obtidos durante autépsia no SVOC-SP.

A febre amarela foi definida por quadro clinico compativel e confirmada pela
deteccdo do RNA viral em plasma por PCR e/ou exames soroldgicos (deteccdo de IgM
especifica para 0 YFV) e imuno-histoquimica de tecido post mortem para verificar a

presenca do virus.

3.2.2. Controles
Para o grupo controle foram selecionados bacos de individuos sem quadro
infeccioso agudo em atendimento no HC-FMUSP, submetidos a esplenectomia por

laparotomia exploratéria devido a trauma abdominal.

3.3. Dados demograficos e laboratoriais
Dados como idade, sexo, intervalo de tempo entre inicio de sintomas e ébito,
intervalo de tempo entre o Obito e a realizacdo da autopsia, bem como resultados de

exames complementares sanguineos realizados durante a rotina do hospital — creatinina,
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bilirrubina total, aspartato transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e contagem
de leucdcitos, linfdcitos, neutrdfilos e plaquetas — foram coletados de todos os
individuos pertencentes do grupo febre amarela.

3.4. Autopsia e coleta de amostras, fixacdo, processamento e inclusdo em
parafina para analise sob microscopia de luz

As autopsias foram realizadas no Departamento de Patologia da FMUSP (DAP-
HCFMUSP) apo6s autorizacéo por escrito dos familiares de primeiro grau. Do o6bito até a
autopsia, o tempo variou de 4h20min a 13h14min. A técnica de autdpsia utilizada foi a
de Letulle, onde todos os 6rgdos sdo examinados. Os bacgos foram examinados
externamente, pesados, e amostras de 5,0 x 50 x 2,0 cm foram coletadas e
imediatamente fixadas em formalina tamponada a 10%. Apds fixacdo por 48 horas, 0s
fragmentos de baco coletados foram desidratados em uma série crescente de etanol
(70%, 95% e 100%) e incluidos em parafina. Cortes de 4 um foram obtidos com
micrétomo e depositados em I&minas de vidro, desparafinizados em um banho de xilol
durante 30 minutos a 56°C (em estufa) e mais dois banhos de xilol a temperatura
ambiente durante 5 minutos, sendo posteriormente hidratados em sequéncia decrescente
de etanol (dois banhos de etanol absoluto durante 2 minutos cada, e trés banhos de
etanol 95% durante 1 minuto cada) e finalmente corados com hematoxilina e eosina
(HE) para avaliacao histoldgica.

A avaliacdo foi realizada utilizando o microscopio ZEISS, AXIOSKOP 2, do
Laboratério de Investigacdo Médica 06 (Laboratério de Imunopatologia da
Esquistossomose e Outras Parasitoses), Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, o
qual possibilitou a obtencédo de fotos. As areas do tecido foram obtidas com o auxilio do
software ZEN 3.1 (blue edition) (ZEISS).

3.5. Método imuno-histoquimico

Para realizacdo das reagdes de imuno-histoquimica, cortes histologicos de 4 um
de espessura foram obtidos a partir de material embebido em parafina e colhidos em
laminas previamente preparadas com solugdo adesiva de 3-amino-propil-tri-etoxi-silano
(Sigma-Aldrich). Apos feita a desparafinizacdo, foi realizado o bloqueio de pigmentos
de formol com imersdo dos cortes em solucdo de hidroxido de amdnio 25% diluido em
alcool 95% por 15 minutos a temperatura ambiente; em seguida, os cortes foram
lavados em &gua (quatro banhos de 3 minutos cada).
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A exposicdo antigénica foi realizada utilizando vaporizador a 96°C ou banho-
maria a 95°C durante 20 a 30 minutos em solugdo tampé&o de citrato de sodio, tampéo
EDTA pH 9 (TRIS-EDTA 10/1mM, Dako) ou acido citrico pH 6, variando de acordo
com os diferentes anticorpos, deixando-se esfriar por 20 minutos antes de realizar
quatro lavagens em agua durante 3 minutos cada.

O bloqueio de peroxidase enddgena foi feito em cdmara escura com duas
incubagBes em agua oxigenada (20 volumes) 3% por 10 minutos; em seguida, 0S
preparados foram novamente lavados trés vezes em agua por 3 minutos cada e uma vez
com &gua destilada também por 3 minutos, sendo colocados posteriormente em tampéao
PBS pH 7,4 para estabilizacao.

Para o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido os cortes foram incubados em
solucdo bloqueadora (Kit Reveal System, Spring) ou Avidina-Biotina (Sigma-Aldrich)
durante 10 minutos, ap6s delimitacdo dos cortes com caneta hidrofébica (Liquid
Blocker, EasyPath). Em seguida os cortes foram lavados com PBS pH 7,4 durante 5
minutos e, incubados com os anticorpos primarios (Tabela 1 e 2), que foram diluidos
em solucdo de PBS (0,01 M pH 7,4) contendo 1% de BSA na proporcdo obtida apds a
padronizacdo, por 18h a 4°C.

Apos trés lavagens com tampdo PBS pH 7,4 por 5 minutos cada, foi feita a
incubagdo com anticorpo secundéario anti-imunoglobulina de coelho ou de camundongo
produzido em cabra (Kit Reveal System, Spring) durante 30 minutos. Os preparados
foram novamente lavados 3 vezes em tampdo PBS pH 7,4 durante 5 minutos. As
reacdes foram reveladas com solugcdo cromégena de diaminobenzidina (60g de 3,3’-
diaminobenzidina diluido em 100 ml de PBS pH 7,4, filtrado, acrescido de 1 ml de 4gua
oxigenada 20 volumes e 1 ml de Tween) durante 5 minutos. A intensidade de cor foi
controlada no microscopio Optico através dos controles positivos que acompanharam
cada reacdo. Controles negativos também foram utilizados em cada reacdo, omitindo-se
0 anticorpo primario.

Os preparados assim processados foram lavados em agua por 10 minutos, contra
corados com Hematoxilina de Carazzi por 2 minutos, lavados em agua destilada (quatro
lavagens de 3 minutos cada), desidratados em etanol (trés lavagens de 2 minutos em
etanol 95% e trés lavagens de 2 minutos em etanol absoluto) e diafanizados em xilol
(duas lavagens de 2 minutos cada). A montagem das laminas foi feita com Entellan
(Sigma-Aldrich).
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Tabela 1. Relacdo de anticorpos primarios utilizados nas reagbes de imuno-

histoquimica e suas dilui¢Bes correspondentes.

Anticorpo Marca/Catalogo Diluicao
Ig de coelho anti-Bcl6 Cell Marque/227R-24 1:200
Ig de coelho anti-CD3 Cell Marque/103R-94 1:1000 - 1:5000
Ig de camundongo anti-CD10 Cell Marque/110M-15 1:100
Ig de camundongo anti-CD20 Cell Marque/120M-84 1:1500
Ig de coelho anti-CD23 Cell Marque/123R-24 1:1500
Ig de coelho anti-CD39 Thermo/JA90-36 1:100
Ig de coelho anti-CD45 Abcam/ab40763 1:4000 - 1:6000
Ig de camundongo anti-CD68 Dako/GA60961-2 1:5000
Ig de coelho anti-CD138 Cell Marque/138R-14 1:100
Ig de coelho anti-CXCR4 Abcam/ab124824 1:1800
Ig de coelho anti-CXCR5 Abcam/ab203212 1:1500
Ig de coelho anti-Foxp3 Cell Marque/EP340 1:100
Ig de coelho anti-lgG Dako/A090 1:30000
Ig de camundongo anti-IFNg  Novus Biologicals/NBP2-53332 1:5000
Ig de cabra anti-IL10 R&D Systems/AF-217-NA 1:200
Ig de cabra anti-1L12 Abcam/ab9992 1:50
Ig de coelho anti-I1L33 Abcam/ab207737 1:3000
Ig de camundongo anti-NK1 Thermo/MA1-70100 1:1000
Ig de coelho anti-rIFNg Abcam/ab175878 1:500
Ig policlonal de cabra anti-YFV Instituto Pasteur Dakar 1:20000

Tabela 2. Descrigdo dos marcadores utilizados como anticorpos primarios para a

técnica de imuno-histoquimica.

Marcador Descricéo
Bcl6 Expresso por células B e T CD4" de centros germinativos (118)
CD3 Marcador geral de células T
CD10 Expresso por células B reativas de centros germinativos (119)
CD20 Marcador geral de células B
CD23 Expresso por células B foliculares maduras (120)
CD39 Enzima que converte ADP em ATP, caracterizando a ativagédo na
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CD45
CD68
CD138
CXCR4
CXCR5
Foxp3
19G

IFNg

IL10

IL12

IL33
NK1
riFNg

anti-YFV

maioria dos leucdcitos (121)
Marcador geral de leucdcitos
Marcador geral de macréfagos
Expresso por ASC, majoritariamente em plasmacitos (79)

Migracéo de células dentro do bago e para a circulacdo (102)

Expresso por linfocitos B nos foliculos da polpa branca (92)

Células T reguladoras, subpopulacéo de células T CD4" (68)

Anticorpo do isotipo IgG de superficie ou secretada
Citocina produzida por células T e NK, a qual promove a ativacdo de
macrdfagos e coordena o balanga entre Thl e Th2 (122)
Citocina majoritariamente produzida por células T, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas, possuindo carater anti-inflamatério e
perfil Th2 (123)
Citocina produzida por células dendriticas e macrofagos, possuindo
carater pro-inflamatério e perfil Thl (124)
Citocina de alarme para dano tecidual, predominantemente produzida
por células epiteliais (125)
Marcador de células NK
Receptor da citocina IFNg, expresso pela maioria das células, baco
principalmente expresso na polpa vermelha (126)

Marcador para deteccdo do antigeno de YFV

3.6. Andlise histoldgica e imuno-histoquimica

3.6.1. Andlise quantitativa

Os cortes imunomarcados foram analisados com auxilio do microscopio ZEISS,
AXIOSCOP 2 e software ZEN 3.1 (blue edition) (ZEISS).

Utilizando a objetiva de 40x foram realizadas 10 fotos de campos distintos e

sequenciais da regido da polpa branca do baco, adjacente a arteriola central, de cada

lamina, sendo uma lamina por individuo (n = 24 para o grupo febre amarela e, n = 10

para 0 grupo controle) para cada um dos 19 marcadores avaliados e coloragdo de

hematoxilina-eosina, totalizando 6800 fotos. A area foi mensurada, respeitando-se as

dimensGes da polpa branca adjacente a arteriola central (Figura 7) e os marcadores

foram contabilizados manualmente, sendo o critério utilizado de presenca de marcacao,

contabilizado com valor igual a um (Figura 7). Os resultados foram expressos em
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nimero de células por mm?, para isso os valores de area em um2 e da contagem de
marcadores por foto foram inseridas em uma planilha, a &rea em pum? foi dividida por
108 para conversdo em mm2, as contagens de cada marcador e as areas foram somadas e
divididas uma pela outra (Figura 8). Para a presenca de antigenos dos YFV, foi
considerada a expressdo positiva, quando observado o cromdgeno no citoplasma de
células imune do baco, utilizando como controle positivo a marcacdo de hepatocito e
células de Kupffer no figado de pacientes com febre amarela.

A analise foi realizada com o auxilio do Dr. Amaro Nunes Duarte Neto,
especialista patologista do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da

Universidade de Séo Paulo e colaborador de nosso projeto.

(:+) 81153-8.40X 4jpg - ZEN 3.1 (ZEN lite)

File Edit View Acquisition Graphics Tools Window
- L

81153-B_40X 4jpg* ©

Figura 7. Exemplo de determinacao de &rea (um?) e contagem de marcador.
NOTA: Software ZEN 3.1 (blue edition). Neste exemplo foram utilizadas as ferramentas “Rectangle
(aligned)” para determinagéo da area (36332,986 pm?) e “Events” para contagem do marcador (57 células

marcadas), neste caso CD3.
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1 CD3

2 ID Grupo |Campo| Nro de Céls | Area pm’ |Area mm’| Total Céls | Total Area (mm’) | Céls/Area
3 1 439 36312,25 | 0,036312

4 2 367 36294,63 | 0,036295

5 3 373 36329,77 | 0,03633

6 4 188 36041,02 | 0,036041

; 386429 | Controle Z 29757 3256997116'24 8:832212 2791 0,35134125 7943,844
9 7 226 34758,52 | 0,034759

10 8 251 36329,34 | 0,036329

11 9 348 36329,77 | 0,03633

12 10 227 36058,21 | 0,036058

13 1 115 31311,21|0,031311

14 2 126 28022,35 | 0,028022

15 3 207 33215,18 | 0,033215

16 4 116 20726,99 | 0,020727

1; B06-81 Controle Z ig; 239i:t)17?687 0?60239i:t)27 1343 0,27288709 4921,449
19 7 168 31631,21 | 0,031631

20 8 86 21758,93 | 0,021759

21 9 104 24884,98 | 0,024885

22 10 87 15809,37 | 0,015809

Figura 8. Captura de tela representativa de planilha para calculo de células por area (em mm3).

NOTA: Captura de tela de planilha elaborada no Microsoft Excel onde sdo inseridas as contagens de
células marcadas (“Nro de Céls”) e area (“Area um?2”) por foto. A area em pum2 é convertida em mm2 e a
quantidade de células contabilizadas e &reas sdo somadas para que o numero de células por &rea

(“Céls/Area”) seja calculado.

3.6.2. Andlise dos dados

Os dados demogréficos e clinicos dos individuos foram organizados utilizando o
software Microsoft Office Excel e analisados, quando passivel de comparacdo entre
grupos, pelo Graph Pad Prism 10.0 (GraphPad Software, Boston) utilizando o teste
Mann-Whitney. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Os dados resultantes da analise de imuno-histoquimica foram analisados
utilizando-se o programa Graph Pad Prism 10.0 (GraphPad Software, Boston) e a
comparagéo entre os dois grupos foi feita utilizando o teste Mann-Whitney. Valores de
p < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

A integracédo dos dados gerados por este estudo com os obtidos em nosso trabalho
anterior (incluindo a frequéncia de ASC, plasmoblastos e plasmaocitos circulantes
obtidos por meio de citometria de fluxo) foi realizada por meio da construcdo de
gréaficos de correlacdo utilizando programa R (versdo 4.2.3) implementado no software
RStudio (versdo 03.0+386). Os dados foram padronizados para um score z com a
fungdo “scale” (versdo 4.2.3) para normalizar os intervalos entre os diferentes

resultados. Graficos de correlacdo com coeficiente de correlacdo de pontos de Spearman
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(r) ao longo de todos o0s parametros pareados foram criados com o pacote “corrplot”
(versdo 0.92) (127). Os valores p bicaudais da classificacdo de Spearman foram
calculados com “corr.mtest” e representados graficamente (valores p: *p < 0,05, **p <
0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001), conforme ja descrito em publica¢des anteriores

(128,129).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Casuistica
4.1.1. Casos de febre amarela

Neste estudo foram incluidos 24 casos de febre amarela que foram a 6bito, todos
sendo do sexo masculino e com mediana de idade de 47 anos (variando de 25 a 71
anos). A febre amarela foi definida por quadro clinico compativel e confirmada pela
deteccdo do RNA viral em plasma por PCR e/ou sorologia positiva (IgM) para o YFV,
além de imuno-histoquimica de tecido post mortem para verificar a presenca do virus
(Tabela 1 e 2). Os principais dados demograficos, sintomas clinicos e resultados de
exames laboratoriais estdo apresentados na Tabela 3. Os sintomas clinicos e exames
laboratoriais apresentados aqui foram coletados durante a visita de incluséo na pesquisa,
ocorrida na admisséo do paciente no hospital, que variou entre 3 e 12 dias ap0s inicio de
sintomas, conforme relatado durante anamnese. Esses pacientes fazem parte da coorte
de casos de infectados pelo YFV cujos dados foram previamente publicados pelo nosso
grupo (15). Em todos os casos, a autopsia definiu como causa basica do 6bito a febre
amarela, causando hepatite fulminante tipica da doenca grave, tendo como causa
imediata principal a hemorragia visceral, principalmente no trato gastrointestinal e

pulmonar.

Tabela 3. Dados clinicos e demograficos dos individuos naturalmente infectados pelo
YFV que foram a 6bito (n=24).

Dados demogréficos e epidemiolégicos

Idade (anos), mediana (IQR) 47 (35-63)
Sexo: Masculino (%) 24 (100%)
Feminino (%) 0 (0%)
Etnia: Branco (%) 17 (70,8%)
Nao-Branco (%) 7 (29,2%)
Intervalo (dias) entre inicio de sintomas e 6bito, mediana 11 (9-13)
(IQR)
Sintomas Clinicos
Febre* (%) 21 (87,5%)
Dor Abdominal® (%) 13 (54,2%)

Dor de Cabega” (%) 16 (66,7%)
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Artralgia® (%) 6 (25,0%)
Mialgia® (%) 17 (70,3%)
Ictericia® (%) 12 (50,0%)
Sangramento® (%) 9 (37,5%)
Oliguria® (%) 8 (33,3%)
Exames Laboratoriais

Diagnostico de febre amarela™ PCR (%) 21 (87,5%)

IHQ* (%) 8 (33,3%)

IgM (%) 2 (8,3%)
Carga Viral, logio (Copias/ml), mediana (IQR) 5,49 (5,04 - 6,43)
Leucdcitos” (por ul), mediana (IQR) 4690 (3800 — 11220)°
Linfocitos” (por pl), mediana (IQR) 800 (490 — 1570)°
Neutréfilos” (por pl), mediana (IQR) 3600 (2810 — 8720)°
Plaquetas” (por ul), mediana (IQR) 66000 (44000 — 93000)°
Creatinina® Sérica (mg/dl), mediana (IQR) 4,2 (3,0-5,3)°
Bilirrubina® Sérica (mg/dl), mediana (IQR) 5,6 (4,6 —6,8)°
AST (IU/L), mediana (IQR) 6357 (3781 — 16785)°
ALT (IU/L), mediana (IQR) 2501 (1634 — 5387)°

*IHQ — Imuno-histoquimica de tecido realizada post mortem.

#Informacéo faltante para um individuo.

&Informacéo faltante para oito individuos.

*Para alguns casos foram feitos mais de um teste diagndstico confirmatorio.

°Valores de referéncia encontrados para homens adultos brasileiros e saudaveis: leucécitos 2843-9440/pl,
linfocitos 720-3370/ul, neutréfilos 576-5971/ul, plaquetas 140-450 x10%/pl, creatinina 0,7-1,2 mg/dl,
bilirrubina 0,2-1,0 mg/dl, AST <41 IU/L e ALT <41 IU/L (130,131).

4.1.2. Controles
O grupo controle foi composto de dez individuos sem quadro infeccioso agudo
que foram atendidos no HC-FMUSP. Todos foram submetidos a esplenectomia por
laparotomia exploratoria devido a trauma abdominal, o que possibilitou a coleta de
fragmentos deste 6rgédo. Esse grupo é composto por nove individuos do sexo masculino
e uma paciente do sexo feminino; a mediana de idade do grupo é de 25 anos (variando

de 22 a 40). Os dados demograficos estdo representados na Tabela 4.
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Tabela 4. Dados demograficos do grupo controle (n=10).

Voluntario Idade  Sexo Trauma
1 23 M Auto X Poste
2 29 M Moto X Moto
3 23 M Moto X Poste
4 40 M Queda Altura
5 25 M Moto X Auto
6 24 M Moto X Auto
7 22 M Moto X Auto
8 29 M Moto X Auto
9 25 M Moto X Poste
10 37 F Queda Altura

Este grupo é significativamente mais jovem quando comparado ao grupo que foi a
Obito ap6s infeccdo natural pelo YFV (p = 0,0001). Apesar da diferenca de idade entre
o0s dois grupos, a maioria dos individuos do grupo YFV estava abaixo dos 60 anos de
idade (17 dos 24 individuos), ndo sendo considerados idosos. Com relacdo a minoria
dos individuos idosos neste mesmo grupo (7 dos 24 individuos), é importante ressaltar
que os subtipos de linfocitos T encontrados no baco sdo semelhantes entre individuos
adultos e idosos, como revisado por Kumar e colaboradores (132). O subtipo de
linfocitos T efetores terminais (Temra, do inglés, Effector Memory T Cells Re-
expressing CD45RA) sdo 0s que possuem maior aumento em propor¢do ao longo dos
anos neste 6rgao, podendo ser explicado pela frequéncia do encontro de antigenos ao
longo da vida, o que ira proporcionar a diferenciacdo dos linfocitos T naive em
linfocitos de memoria efetores especificos, fazendo com que essa populagdo cresga
(132). Com relacéo aos subtipos de linfécitos B, ndo ha, de acordo com a literatura,
diferenga na frequéncia entre o sangue periférico de individuos adultos e idosos,
ressaltando apenas o decaimento da proporcdo de linfécitos B naive em individuos mais
velhos, fazendo com que a frequéncia de linfocitos B totais também apresente um valor
reduzido (133,134), porém sem diminuir a capacidade destes individuos de gerar um
repertorio de células B especificas, ainda que tais células sejam consideradas menos

eficientes devido a menor taxa de hipermutacdo somatica, pela imunossenescéncia de
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células T e diminuicdo da expressao da enzima AID (135), responsavel pelo processo de

troca de isotipo, que se mantém preservado (136).

4.2. Andlise do relatério anatomopatoldgico do baco dos individuos que foram
a Obito apos infeccdo pelo YFV

Os 24 obitos por YFV tiveram autopsia realizada no SVOC-SP, sendo que foi
possivel acessar os dados dos laudos de autopsia de 23 individuos que estavam
disponiveis. Do Obito até a realizacdo da autdpsia, o tempo variou de 4h20min a
13h14min. De acordo com os laudos, foram relatadas com destaque algumas alteracfes
com relagdo ao aspecto e caracteristicas do baco. O 6rgdo foi pesado e a mediana de
peso encontrada para os individuos foi de 248 gramas, variando de 90 gramas a 454
gramas. Como consta nos préprios laudos de autopsia e também conforme relatado na
literatura, o peso médio de um baco humano saudavel é de 150 gramas (137). Sendo
assim, é possivel observar que a maioria dos individuos se encontrava com o baco
aumentado, com 17 individuos possuindo peso de baco superior a 200 gramas, e sete
desses 17 individuos com peso de bago superior a 300 gramas, sendo considerada uma
esplenomegalia significativa (94). Essa alteracdo no aspecto macroscopico do baco nédo
foi relatada em estudos prévios e publicados do inicio do século 20, os quais
descreveram que apesar das modificacdes microscépicas, ndo foram observadas
alteracdes de peso ou tamanho do 6rgdo ap6s 6bito decorrente de febre amarela
(106,107). A esplenomegalia observada, pode ser atribuida a intensa congestdo e
hemorragia, a hiperplasia de células sinusoidais e a esplenite observada nos casos
descritos neste trabalho.

Ao exame macroscépico, foi observado que a maioria dos individuos possuia a
capsula fibrosa de tecido conjuntivo do bago lisa, sendo que 4 individuos apresentavam
a capsula brilhante e com sinais de congestdo. As trabéculas foram caracterizadas como
normais em metade dos individuos e o parénquima como vinhoso e amolecido na
maioria dos casos, alguns ja apresentando congestdo visivel e aspecto friavel do érgéo,
como ja descrito em estudos anteriores (107). A congestdo € um achado importante que
indica 0 aumento do volume de sangue no tecido e que tem como uma das causas 0
comprometimento do efluxo sanguineo do 6rgéo, o que pode ser responsavel também
pelo aspecto friavel que foi achado caracteristico no bago destes pacientes.

A microscopia foi identificada hemorragia e congestio em todos o0s casos,
isquemia difusa da polpa vermelha em 12 casos e esplenite em 14 casos. Em quatro
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casos, 0s patologistas responsaveis pela autopsia observaram hialinizacdo e alteracdes
fibrinoides das arteriolas centrais, processos que aumentam a espessura da parede
arteriolar e reduzem a luz da arteriola, podendo levar a isquemia (138). Tal processo se
intensifica com o aumento da idade e estd, ao que tudo indica, relacionado com o
extravasamento de plasma por meio de células endoteliais lesionadas, o que pode
ocorrer devido a disturbios hemodindmicos, como a hipertensdo (138).

A regido da polpa branca apresentou hipoplasia ou deplecdo linfoide em 20
individuos, e em 15 desses casos também foi observada hemofagocitose. A hipoplasia
no baco de individuos e primatas ndo-humanos infectados pelo YFV ja foi previamente
observada e descrita (106,107,111). O processo de hemofagocitose pode acontecer de
duas formas, ou por uma condicdo genética ou por uma via secundaria, por exemplo
decorrente de uma infeccdo, condicdo mais prevalente em adultos, também comumente
conhecida como sindrome da ativacdo de macrofagos (139). A hemofagocitose
secundaria é comum em casos de sepse e ja esta bem caracterizada para infeccGes pelos
virus herpes, parvovirus e influenza, e é desencadeada por uma resposta exacerbada do
hospedeiro, como por exemplo a sindrome da tempestade de citocinas (139), esta ultima
ainda ndo bem caracterizada especificamente para infeccdes pelo YFV, porém sugerida
em estudo recente relatando grande quantidade de citocinas pro e anti-inflamatérias nos
coragdes dos individuos que foram a Obito apds infeccdo pelo YFV (140) e, ja
observada para infecgfes graves por outros orthoflavivirus, como DENV e, neste caso,
altamente correlacionada com a disfuncdo endotelial e extravasamento de plasma
(141,142). Em todos os casos de febre amarela foi observada a expressdo de antigenos
do YFV em células mononucleares, tanto da polpa branca (Figura 9), quanto da polpa

vermelha do baco.
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Figura 9. Fotomicrografia de bago imunomarcado para antigenos do YFV.
NOTA: Regido adjacente a arteriola central (AC) da polpa branca do bago de individuo que foi a 6bito

apos infeccdo pelo YFV. As setas vermelhas apontam as células imunomarcadas para antigenos do YFV.

Cortes 4 um. Coloragdo: Hematoxilina de Carazzi. Aumento de 400X.

4.3. Analise histoldgica das alteracbes esplénicas nos grupos esplenectomia e
febre amarela

As alteragdes histologicas foram avaliadas na polpa branca dos grupos de
individuos que foram a 6bito ap6s infeccdo natural pelo YFV e individuos que passaram
por esplenectomia pds-trauma abdominal sem infeccdo aguda no momento da retirada
do baco. A andlise foi realizada na polpa branca, especificamente na regido adjacente a
arteriola central, visto o intuito deste projeto em caracterizar a imunidade in situ dos
individuos que foram a ébito apos infeccdo pelo YFV. Essa regido é rica em células do
sistema imune e é na bainha periarteriolar, regido que envolve a polpa branca adjacente
a arteriola central (PALS) e foliculos adjacentes a arteriola central, onde ocorre a
proliferacéo de linfocitos T e B, e também onde sdo formados os centros germinativos,
importante etapa de desenvolvimento para construcdo da resposta imune protetora
(92,93).

A primeira vista, foi possivel observar hipoplasia da polpa branca, ou seja,
diminuicdo da populacdo celular do tecido, nos fragmentos de baco dos individuos que
foram a Obito ap6s a infeccdo pelo YFV quando comparado com o grupo controle
(Figura 10). Essa hipoplasia celular aparente apresentava-se acompanhada de
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hemorragia marcante na polpa branca, achado proeminente no grupo febre amarela
(Figura 10B).

Esplenectomia p6s-trauma

R A T AR S A LOAE S T

Figura 10. Fotomicrografias de baco representativas dos grupos esplenectomia e febre amarela.
NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central (AC) da polpa branca (PB) de um fragmento de bago do
grupo que passou por esplenectomia pés-trauma. Centro Germinativo (CG). Polpa vermelha (PV). B.
Regido adjacente a arteriola central (AC) da polpa branca (PB) de um fragmento de bago do grupo que foi
a 6Obito apds infeccdo pelo YFV. Polpa vermelha (PV). Cortes 4 um. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.
Aumento de 200X.

Na analise histoldgica dos dois grupos também se notou a desorganizacdo da
regido da polpa branca no grupo febre amarela que, diferente do observado no grupo
controle, no qual foi possivel observar centros germinativos bem delimitados e uma
clara separacao entre polpa branca e polpa vermelha, os individuos que foram a 6bito
apos infeccdo pelo YFV apresentavam aparente aumento da arteriola e uma separacédo
difusa entre polpa branca e polpa vermelha com grande presenca de hemacias (Figura
10).

O relato de caso publicado em literatura sobre dois individuos que foram a 6bito
apos eventos adversos graves poés-vacinacdo com 17DD identificou congestéo,
hemorragia e hipoplasia da polpa branca, bem como a presenca de antigeno da febre
amarela no bago (51). Ja com relacdo a infeccdo natural pelo YFV, observou-se que 0s
bacos de individuos dessa coorte que foram a ébito apresentaram hipoplasia linfoide,
citofagocitose, e esplenite (112).

A presenca de citofagocitose na polpa branca, bem como a necrose de centros
germinativos também foram achados relatados em macacos Rhesus necropsiados 14
dias apos infeccdo com a cepa selvagem YFV- DakH1279 (111). J& em macacos bugio
naturalmente infectados com o YFV foi identificada congestdo, hemorragia e autolise
no baco (143), e em macacos-esquilo infectados com a cepa selvagem BeH655417,

foram evidenciados pontos hemorrdgicos na polpa branca e vermelha (144). Outra
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analise mais abrangente de casos de infeccdo por YFV em primatas ndo-humanos entre
0s anos de 2017 e 2020 no Brasil também relatou a presenca de hipoplasia linfoide no
baco como fator envolvido diretamente com a doenga (145). Outra possibilidade, € a
perda de células imunes no bago por apoptose, um mecanismo ainda a ser investigado
na febre amarela, a exemplo do que ocorre na sepse bacteriana e em algumas doencas
tropicais, como a leptospirose (146,147). Tais fatores poderiam contribuir para a
diminuicdo da regido da polpa branca, acarretando um prejuizo no desenvolvimento da
resposta imune contra o virus.

A partir das observacdes histologicas realizadas nos dois grupos deste estudo, a
area total da polpa branca adjacente a arteriola central foi mensurada e comparada entre
0s grupos, a fim de se verificar se as diferencas visuais observadas nas fotomicrografias
se traduziam em diferencas quantitativas significativas, porém ndo foram identificadas
diferencas significativas na area da polpa branca total entre os grupos (p = 0,6155)
(Figura 11).
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Figura 11. Area total da polpa branca (mm?).
NOTA: Grupo esplenectomia (n = 10) e grupo febre amarela (n = 24). Valor de p = 0,6155.

Uma segunda quantificacdo da area da polpa branca foi realizada, subtraindo-se a
area da arteriola central, a qual também foi mensurada, com a finalidade de se
determinar se a auséncia de diferenca da area da polpa branca era dependente da area da
arteriola central, presente em todas as fotomicrografias. A partir dessa nova
quantificacdo foi possivel observar que existe uma diferenca no tamanho da area da
arteriola central entre os grupos (p = 0,0027), sendo maior para o grupo que foi a 6bito
apos infecgdo pelo YFV (Figura 12) indicando que essa diferenca pode ter motivado a
auséncia de diferenca significativa entre a area total da polpa branca dos dois grupos

(Figura 11). Isso porque ap0s a subtracdo da &rea da arteriola central é possivel verificar
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que o grupo febre amarela possui area da polpa branca adjacente a arteriola central
menor do que o grupo controle (p < 0,0001) (Figura 13).
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Figura 12. Area da arteriola central (mm?).
NOTA: Grupo esplenectomia (n = 10) e grupo febre amarela (n = 24). Valor de p = 0,0027.
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Figura 13. Area da polpa branca ap6s subtracéo da area da arteriola central (mm2).
NOTA: Grupo esplenectomia (n = 10) e grupo febre amarela (n = 24) Valor de p<0,0001.

E comum que ocorra vasodilatagio durante processos inflamatorios, como ocorre,
por exemplo, nas infeccBes, para que se aumente o fluxo de sangue para determinadas
regides e, com isso, aumente também o influxo de células do sistema imune (148,149).
Apesar de se tratar de uma resposta fisioldgica, a exacerbacéo da vasodilatacdo pode ser
prejudicial, pois 0 aumento dos compostos produzidos para que ocorra esse processo
pode levar a um aumento da inflamacdo e a uma hipotensdo sistémica, assim como
ocorre durante o choque séptico, acarretando na hipoperfusdo dos 6rgéaos (148).

Diversos compostos quimicos podem ser responsaveis pela vasodilatacdo, sendo
um dos principais o 6xido nitrico (NO, do inglés, nitric oxide) que € produzido em sua

maioria, pelas células endoteliais, tendo como finalidade o relaxamento do musculo liso
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(148,149), como também importante papel no processo de apoptose celular (150). Em
casos de infeccbes pelo virus da dengue, alguns fatores de vasodilatacdo, incluindo o
NO, foram associados a formas graves da doenca (150,151). Nos casos graves de
dengue hemorragica, o NO foi associado ao extravasamento de plasma, apesar de
também ja ter sido descrito como um fator protetor por auxiliar no efeito das citocinas
antivirais, contexto ainda pouco estudado (152).

Outras observacdes que se relacionam ao tamanho da arteriola central,
previamente relatadas para quatro casos no relatério anatomopatologico, sdo a
hialinizacdo e as alteragdes fibrinoides das arteriolas centrais, que acarretam o
espessamento da arteriola e diminuicdo de sua luz, podendo levar a congestdo e
isquemia do 06rgdo, este ultimo sendo um processo relatado para maioria dos casos de
febre amarela deste projeto, incluindo os quatro casos em que foi observado o processo

fibrinoide das arteriolas centrais.

4.4. Andlise da resposta imune in situ do baco

Para melhor explorar os achados sobre as alteracfes histologicas observadas na
polpa branca, compartimento esplénico criticamente envolvido na geragdo da resposta
imune, e assim tentar entender que bracos dessa resposta estariam comprometidos na
infeccdo pelo YFV, foram realizadas reacGes de imuno-histoquimica para definir
guantitativamente a presenca de 19 marcadores na regido da polpa branca adjacente a
arteriola central nos fragmentos de bago dos individuos que foram a ébito apds infeccdo
pelo YFV e de individuos que passaram por esplenectomia pos-trauma. A analise foi
realizada com o auxilio do Dr. Amaro Nunes Duarte Neto, especialista patologista e

colaborador de nosso projeto.

4.4.1. Marcadores celulares comuns da resposta imune

A quantificacdo do marcador CD45, também conhecido como marcador “pan-
leucocitério”, por ser expresso por todos os leucocitos, ndo apresentou diferengas
significativas entre os grupos de febre amarela e esplenectomia (p = 0,1928) (Figura
14A, B e E), bem como a quantificacdo do marcador CD39 (p = 0,0855) (Figura 14C, D
e E), primariamente descrito como marcador de ativacdo de linfocitos B (153), porém
também expresso na maioria dos leucocitos, como células NK, células dendriticas,

macrofagos e células T ativadas (121,154).
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A expressdo de CD45 ¢ essencial para a persisténcia de centros germinativos e é
também crucial para a sobrevivéncia de alguns tipos celulares, como por exemplo,
células B. Apesar disso, a interacdo entre esse marcador e o linfocito B ndo é necesséria
para que ocorram processos fundamentais para o desenvolvimento da resposta imune
protetora, como a SHM ou a selecdo de clones com maior afinidade (155). Embora a
diminuicdo da polpa branca tenha sido indicada pela diminuigdo de células CD45" em
individuos que foram a ébito apos infeccdo por SARS-CoV-2 (156), nos casos de 6bito
apos infeccdo pelo YFV avaliados neste estudo, a diminuicdo da area de polpa branca
subtraida da arteriola central (Figura 13) ndo foi associada a reducdo de células CD45"
(Figura 14A, B e E).

O marcador CD39 é uma enzima de superficie que, em conjunto com o marcador
CD73, também uma ectonucleotidase, possibilita a conversdo de ATP em ADP e
CAMP, sendo sua expressdo estimulada por citocinas pro-inflamatérias (121). A
expressdo dessa molécula foi associada ao controle da resposta efetora de células T
CD4* e CD8", através da producdo de ADP e cAMP, e sua auséncia acarreta a
desregulacdo do trafego de macrofagos e a manutencdo do estado inflamatério e
producdo de citocinas (121). A maioria das células T reguladoras expressa CD39 e, com
0 auxilio desse marcador, migram para regides inflamadas, onde conseguem controlar o
nivel de ATP extracelular, convertendo essas moléculas e diminuindo a morte celular na
regido (157). Um estudo recente demonstrou que individuos que sobreviveram ao
estado de sepse possuiam uma grande quantidade de plasmoblastos expressando CD39,
responsaveis por aumentar os niveis de ADP circulante, suprimindo a resposta imune do
hospedeiro e o deixando susceptivel a novas infeccGes (158). Apesar de nao ter sido
observada diferenca estatisticamente significativa na quantidade de células expressando
CD39 entre os dois grupos avaliados neste estudo, a mediana dos dois grupos foi
bastante distinta (1252 células/mm? para o grupo esplenectomia e 2138 células/mm?
para o grupo febre amarela). Esta constatacdo, aliada ao papel do CD39 descrito nos
casos de sepse, reforca a importancia de que esse marcador continue a ser explorado na
imunopatogénese de infec¢bes e em processos inflamatorios na oportunidade de outros

estudos.
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Figura 14. Imunomarcacéo para CD45 e CD39.

NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo febre
amarela imunomarcado com anticorpo anti-CD45. B. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca
de um fragmento de bago do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CD45. C. Regido
adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo febre amarela
imunomarcado com anticorpo anti-CD39. D. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um
fragmento de baco do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CD39. Cortes 4 um. Coloragéo:
Hematoxilina de Carazzi. Aumento de 400X. E. Avaliacdo quantitativa de células CD45" CD39" nos
grupos de esplenectomia (controle) e febre amarela utilizando teste de Mann-Whitney. No grafico séo
representadas as medianas para cada marcador e grupo com o intervalo interquartil.
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4.4.2. Marcadores da resposta imune inata

O CD68 e 0 NK foram considerados como marcadores da resposta imune inata
por compreenderem receptores de células majoritariamente envolvidas na resposta inata.
O marcador CD68, classico para identificagdo de macréfagos, se mostrou
significativamente diminuido no grupo febre amarela em comparagéo ao grupo controle
de esplenectomia (p = 0,0003) (Figura 15A, B e E). J& o marcador NK, representativo
das células de mesmo nome, ndo apresentou diferenca entre os dois grupos aqui
analisados (p = 0,2092) (Figura 15C-E).

Em consonancia com os achados deste estudo, a analise de bacos de individuos
que foram a 6bito apds infeccdo por SARS também apontou uma diminuicdo de quase
40% de macrofagos CD68* no baco quando comparado com individuos ndo infectados,
apresentando também tamanho celular mais do que 2 vezes superior do que 0
macrofagos encontrados em bacgos de individuos que foram a oObito devido a trauma
(159), podendo indicar uma sobrecarga das células que estavam em menor nimero.
Outro estudo envolvendo individuos que foram a 6bito apos infecgdo pelo SARS-CoV-2
identificou um ndimero aumentado de macréfagos mortos no baco quando comparado a
casos de Obito ndo associados a COVID-19, indicando que a autofagia de macrofagos
nesses casos, poderia estar comprometida, fazendo com que as células mortas
continuassem no tecido (160).

Os macréfagos presentes no bago sdo responsaveis pela remocao de residuos de
células mortas, regulacdo das células vizinhas e producdo de diversas citocinas
importantes para a resolucdo de infeccdes (74). Ao contrario do observado neste
trabalho, que demonstrou uma reducdo na contagem de macrofagos expressando CD68
na polpa branca do bago em individuos que foram a 6bito ap6s infeccdo pelo YFV, um
estudo brasileiro prévio observou que nos rins de individuos com febre amarela que
foram a dbito havia um aumento de macrofagos expressando CD68 com caracteristicas
anti-inflamatorias além da alta presenca do antigeno YFV no 6rgédo (161). Outro estudo
realizado no Brasil utilizando amostras de figado de individuos que tiveram &bito
confirmado para febre amarela relatou que células expressando CD68 estavam
aumentadas na por¢do mais central do 6rgdo quando comparado com individuos néo
infectados (162). Os achados destes dois estudos, em conjunto com observado neste
trabalho, sugerem que a diminuicdo de macréfagos CD68" no baco pode ser reflexo de
um influxo dessas células derivadas de 6rgdos do sistema reticuloendotelial (linfonodos,
baco e medula dssea) para outros 6rgaos para o qual o YFV possui tropismo, incluindo
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os rins e o figado (64), a fim de se combater o virus nestes tecidos e os danos locais
derivados. Interessantemente, o processo de hemofagocitose que foi identificado
durante a autopsia em 8 individuos desta coorte tem como caracteristica 0 aumento de
macréfagos CD68" no bago e no figado (163), porém aqui, a mediana de contagem
dessas celulas nos bagcos do grupo febre amarela foi bem inferior a do grupo
esplenectomia, podendo estar relacionada com a saida dessas células do bago para
outros 6rgaos, como 0s acima mencionados.

As células NK representam em torno de 10% das células do sangue periférico e
estdo presentes em grande quantidade nos orgaos linfoides primarios e secundarios
(164,165), como o baco. Apesar disso, a localizacdo dessas células se mantém quase
que exclusiva na polpa vermelha quando em estado de homeostase, ndo sendo
identificada na regido de PALS ou nos foliculos da polpa branca (165). A presenca das
células NK na polpa vermelha tem grande relacdo com as interacdes entre essas células
e macrofagos, bem como com células dendriticas, orquestrando assim o
desenvolvimento da resposta inata (165). Sendo assim, a falta de aumento dessas células
na polpa branca do baco € esperada, visto que a polpa branca ndao é de comum
localizacdo dessas células, ainda mais quando os macréfagos, que interagiriam com
elas, estdo gravemente depletados na polpa branca dos individuos que foram a 6bito
apos infeccdo pelo YFV.
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Figura 15. Imunomarcagéo para CD68 e NK.

NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre
amarela imunomarcado com anticorpo anti-CD68. B. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca
de um fragmento de bago do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CD68. C. Regido
adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo febre amarela
imunomarcado com anticorpo anti-NK. D. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um
fragmento de bago do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-NK. Cortes 4 pm. Coloragéo:
Hematoxilina de Carazzi. Aumento de 400X. E. Avaliacdo quantitativa de células CD68* e NK* nos
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grupos de esplenectomia (controle) e febre amarela utilizando teste de Mann-Whitney. No grafico séo
representadas as medianas para cada marcador e grupo com o intervalo interquartil.

4.4.3. Marcadores da imunidade adaptativa
4431 CélulasT

Os marcadores CD3 e Foxp3 sdo marcadores especificamente expressos por
celulas T. Neste estudo foi observado que tanto o marcador CD3 quanto o Foxp3
apresentaram quantificacdo significativamente inferior no grupo febre amarela quando
comparado com o grupo esplenectomia (p < 0,0001 e p = 0,0020, respectivamente)
(Figura 16E). O marcador CD3 é comumente utilizado para identificacdo de linfocitos T
e, apesar de apenas uma pequena porcdo das células encontradas nos centros
germinativos serem linfécitos T, essa populacdo celular é essencial para a conservacao e
maturacao de afinidade de imunoglobulinas durante as respostas T dependentes (166). A
area escolhida para quantificacdo de células T (CD3") contempla a zona de linfécitos T,
também conhecida como PALS, regido altamente populada por esses linfdcitos e onde
ocorre a interacdo delas com células dendriticas e linfocitos B, estas em processo de
migracdo para a borda dos foliculos, também presentes na regido periarteriolar (92).

A diminuicdo de células CD3" no bago pode significar uma deplecdo do sistema
imune nestes individuos acometidos pela febre amarela (Figura 16A-B) e é geralmente
observada em casos de sepse (146). A reducdo de células CD3" na regido periarteriolar
da polpa branca também foi identificada em individuos que foram a 6bito apds infeccéo
pelo SARS-CoV-2 e associada ao desenvolvimento de COVID-19 grave (167). Um
estudo em macacos Rhesus infectados com uma cepa selvagem do virus da febre
amarela (YFV-DakH1279) relatou a presenca de linfopenia, tanto em sangue periférico
qguanto no tecido linfatico, que também estava acompanhada da necrose de centros
germinativos nos animais em que a eutanasia foi necessaria antes do término do periodo
do estudo, caracterizando os casos graves da doenca (111).

N&o ha estudos demonstrando a cinética de células T apos infec¢do pelo YFV,
porém estudos realizados ap6s a vacinacéo, utilizando a vacina 17D, demonstram que
duas semanas apos a administracdo da vacina hd um aumento da frequéncia de células
CD4" (63) e CD8" (65) na circulacdo, que decai a valores basais quatro semanas apos
vacinacdo. Apesar do pico de expansdo das células T na periferia se apresentar apés
duas semanas, um estudo demonstrou que durante os 10 primeiros dias ap0s a vacinagao
com 17D acontece um decaimento de linfocitos CD4* e CD8", especialmente os que

expressam CCR7, um importante marcador migratério, podendo significar o
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direcionamento dessas células para orgéaos linfoides secundarios, como o bago (168),
porém essa caracteristica observada em vacinados se correlacionou com uma pior
resposta protetiva desses individuos.

Em nosso estudo, obtivemos a contagem de células CD3" total na polpa branca
adjacente a arteriola central dos individuos que foram a obito apos infeccdo pelo YFV,
0s quais possuiam mediana de dias entre inicio de sintomas e 6bito de 11 dias, e é
possivel que uma parcela dos linfocitos T tenham migrado para periferia ou mesmo para
outros 6rgdos, com a finalidade de realizar uma resposta efetora contra o virus, embora
este estudo ndo permita diferenciar quais linfdcitos T estdo especificamente na regido da
polpa branca analisada nos dois grupos. Apesar disso, a subpopulacdo de células
expressando Foxp3, comumente caracterizadas como células T reguladoras, também se
encontrava diminuida (Figura 16C-D e E), podendo ter, em parte, acarretado a
diminuicdo de células expressando CD3 no baco.

As células Foxp3*, conhecidas como células T reguladoras, sdo uma
subpopulacdo das células T CD4" de extrema importancia para a manutencdo e
homeostase da resposta imune (68). Em estado de homeostase, as células expressando
Foxp3 correspondem em torno de 15% da populacdo de células expressando CD4 no
baco, sendo mais presentes na regido de PALS (68,169). Em centros germinativos, essas
células se mantém devido a expressdo de Blimp-1 e Bcl-6, dois fatores de transcri¢ao
essenciais para a formacdo de centros germinativos, indicando assim que as células T
reguladoras no baco tem papel fundamental na regulacdo das respostas de células B e T
(68). Apds a vacinacdo com 17D foi relatado o aumento da ativacdo de células Foxp3*
no sangue periférico, com pico de ativacdo no décimo dia p6s-vacina, porém sem que
houvesse o aumento da quantidade dessas células (69). Contudo, foi identificado um
influxo de células T reguladoras no rim de individuos que foram a o6bito apds infeccdo
por YFV, sugerindo a tentativa de se promover a regulacdo da resposta para diminuir a
inflamacéo no 6rgdo (161). Essas observacfes em conjunto com a deplecdo de células
expressando Foxp3 identificadas neste estudo pode ser mais um indicio de que had um
influxo de células imune derivadas de 6rgdos linfoides secundarios, como o bago, para
outros locais que necessitam de um controle mais imediato da infeccdo, acarretando um
prejuizo da resposta imune em desenvolvimento no bago, possivelmente levando ao

desbalanco dessa resposta e, consequentemente, ao dbito desses individuos.
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Necropsia apos infec¢ao pelo YFV
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Figura 16. Imunomarcagéo para CD3 e Foxp3.

NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre
amarela imunomarcado com anticorpo anti-CD3. B. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca
de um fragmento de bago do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CD3. C. Regido adjacente
a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre amarela imunomarcado com
anticorpo anti-Foxp3. D. Regi&o adjacente & arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do
grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-Foxp3. Cortes 4 pum. Coloragdo: Hematoxilina de
Carazzi. Aumento de 400X. C. Avaliacdo quantitativa de células CD3* e Foxp3* nos grupos
esplenectomia (controle) e febre amarela utilizando teste de Mann-Whitney. No gréafico sdo representadas
as medianas para cada marcador e grupo com o intervalo interquartil.



54

4.43.2. Citocinas

A expressédo das citocinas IL10, IL12, 1L33 e IFNg, bem como do receptor de
IFNg foi quantificada na regido da polpa branca, porém nenhuma delas apresentou
diferenca entre o grupo febre amarela e esplenectomia (controle) (p = 0,9457, p =
0,1705, p = 0,7804, p > 0,9999 e p = 0,4448, respectivamente) (Figura 17). Apesar de se
encontrarem dentro do topico de imunidade adaptativa, essas citocinas e o receptor de
IFNg estdo também envolvidos com a acdo de células da resposta inata, bem como por
células que ndo participam da resposta imune, por isso estes contextos de atuagdo
também foram considerados na discussdo destes resultados.

A 1L10 é produzida por uma variedade de células leucocitarias, porém sdo as
células T, os monadcitos, os macrdéfagos e as células dendriticas que contribuem para a
maior parte dessa producdo, seguidos das células B, mastdcitos e granulécitos, em
condicdes especificas (123). O alvo desta citocina é, em especial, 0s mondcitos e 0s
macréfagos, 0s quais expressam receptor para IL10 que, mediante reconhecimento
dessa citocina, diminuem suas fungdes de apresentacdo de antigeno, fagocitose e
producdo de mediadores anti-inflamatorios (123), com o potencial de direcionar para
uma resposta anti-inflamatoria do tipo Th2. Diferentemente, a citocina pro-inflamatéria
IL12 é comumente produzida por células apresentadoras de antigeno, incluindo células
dendriticas e macrofagos, e a sua funcdo tem como principais alvos as células T e NK
ativadas, induzindo, por exemplo, a diferenciacdo de células T CD4" em populagdes
celulares com perfil Thl (124). Ja a citocina 1L33 tem a maior parte de sua producdo
realizada por células epiteliais, as quais ndo fazem diretamente parte da resposta imune,
porém tém importante papel na producdo dessa molécula como forma de alarme para
danos teciduais, bem como estimular a producdo de citocinas e quimiocinas por células
dendriticas e linfocitos T CD4" (125). Por fim, a citocina IFNg é sabidamente produzida
por células T e NK ativadas e possui funcdo de ativar macréfagos e aumentar a
apresentacdo de antigenos, mediando respostas antivirais e coordenando o balango entre
as respostas Thl e Th2 (122,170) através de seu receptor (rIFNg), expresso por todos o0s
tecidos do corpo, sendo no bago, especialmente encontrado em células das regibes da
zona marginal e polpa vermelha e pouco detectado na zona de PALS e centros
germinativos (126).

Até o presente momento ndo ha, para nosso conhecimento, estudos que tenham
avaliado a expressdo dessas citocinas no baco de individuos infectados pelo YFV. No

contexto da vacinagdo com 17D, foi observado o aumento significativo de 1L10 no soro,
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sete dias apds a vacinacéo (47,83). Outro estudo demonstrou gque, apos a vacinacao com
17DD, os individuos apresentaram aumento da expressdo do receptor de IL10 (IL10R)
por células da imunidade inata 15 dias ap6s a vacinagdo (55). O aumento de mondcitos
IL10* nos dias 15 e 30 apds a vacinacédo, e, aumento de células NK IFNg*™ também
foram achados relatados no sétimo dia ap0s a vacinacao (171). Ao passo que houve uma
diminuicéo de linfocitos T CD4" IL10" e IL12" no dia 7 pds-vacinagdo, também ocorreu
um aumento de linfocitos TCD4" IFNg®, e, um aumento de linfécitos B IL10" no
décimo-quinto dia po6s-vacinacdo, correlacionando positivamente com a soroconversdo
desses individuos (171), citocina crucial para a producdo de 1gG (172) e diferenciacédo
dessas células em células plasmaéticas (173), especialistas em producdo de
imunoglobulinas.

Quando observado o tecido renal de individuos que foram a Gbito ap6s infecédo
pelo YFV, identificou-se um aumento significativo de células expressando IL10 e IFNg
apo6s analises de imuno-histoquimica, revelando um perfil balanceado entre uma
resposta anti- e pré-inflamatdria, com caracteristicas de reparo de dano tecidual (161). O
mesmo foi relatado em um estudo também conduzido na Faculdade de Medicina da
USP e, utilizando os mesmos individuos incluidos neste trabalho, demonstrando que a
expressdo de IL10 e IFNg estava aumentada no coracao de individuos que foram a 6bito
apos infeccdo pelo YFV quando comparado com casos de sepse (140). Ja em um
modelo in vitro de infeccdo utilizando as cepas Asibi e 17D em células de Kupffer
(macrofagos residentes do figado), foi identificado que a cepa ancestral Asibi induziu a
producdo de citocinas maior do que a obtida pela infeccdo com a cepa vacinal 17D,
sendo o pico de expressao de IL10 detectado 96h ap6s inoculagao (174).

Provavelmente a deteccdo da producdo de citocinas no bago em casos de infeccédo
pelo YFV seja bastante dificultada por se tratar de um 6rgdo em que acontece uma
grande saida de células da resposta imune para a circulacdo, em direcéo a outros sitios,
com objetivo de promover a eliminacdo do virus em 0&rgdos preferencialmente
infectados pelo YFV, como os rins e o figado, e para mediar os efeitos secundarios
causados pela infeccdo. O bago é um o6rgdo linfoide secundério que tem papel
fundamental no desenvolvimento da resposta imune, sendo essencial na ponte entre a
resposta imune inata e adaptativa, porém, ndo sendo uma regido destinada a residéncia

permanente dessas celulas, estando, portanto, sujeito a constante renovacéo celular.
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Figura 17. Imunomarcagéo para IL10, IL12, IL33, IFNg e receptor de IFNg.

NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo febre
amarela imunomarcado com anticorpo anti-IL10. B. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca
de um fragmento de bago do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-1L10. C. Regido adjacente
a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre amarela imunomarcado com
anticorpo anti-IL12. D. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do
grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-IL12. E. Regido adjacente a arteriola central da polpa
branca de um fragmento de bago do grupo febre amarela imunomarcado com anticorpo anti-1L33. F.
Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo controle
imunomarcado com anticorpo anti-IL33. G. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um
fragmento de bago do grupo febre amarela imunomarcado com anticorpo anti-IFNg. H. Regido adjacente
a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo controle imunomarcado com
anticorpo anti-IFNg. 1. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do
grupo febre amarela imunomarcado com anticorpo anti-rilFNg. J. Regido adjacente a arteriola central da
polpa branca de um fragmento de baco do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-riFNg.
Cortes 4 pm. Coloragdo: Hematoxilina de Carazzi. Aumento de 400X. K. Avaliacdo quantitativa de
células 1L10%, 1L12*, IL33*, IFNg*" e rIFNg* nos grupos esplenectomia (controle) e febre amarela
utilizando teste de Mann-Whitney. No gréafico sdo representadas as medianas para cada marcador e grupo
com o intervalo interquartil.

44.3.3. CélulasB

O marcador CD20, originalmente nomeado como B1, foi o primeiro marcador
especifico de células B a ser identificado (175). Este marcador € expresso a partir da
fase de linfécitos pré-B e essa expressdo é mantida durante o desenvolvimento que
acontece nos foliculos e centros germinativos, sendo perdida quando os linfocitos se
diferenciam em plasmoblastos e terminalmente em plasmaécitos (176). E sabido que a
deficiéncia de CD20 leva a um numero reduzido de células B de memoria circulantes e
também a diminuicdo dos niveis de anticorpos do tipo 1gG, por reduzir o processo de
troca de isotipo de imunoglobulinas (176), sendo uma molécula importante tanto para o

desenvolvimento da resposta imune dependente de células T quanto para a resposta
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independente dessas células, visto seu papel critico para a sinalizacdo adequada durante
a ativacdo celular via BCR (do inglés, B Cell Receptor).

A quantificacdo de células CD20" na regido periarteriolar da polpa branca foi
significativamente menor em individuos que foram a oObito apds infeccdo pelo YFV
quando comparada com o grupo controle (p = 0,0011) (Figura 18A-B e E). A
diminuicdo de células CD20" é tipicamente observada na polpa branca de casos
humanos de sepse (146). A diminuicdo dessas células também foi observada no bacgo da
maioria dos individuos de uma coorte de infectados por SARS-CoV-2 que
desenvolveram COVID-19 grave e foram a 6bito (177). Nesse estudo, a deplecdo de
células CD20" foi associada a atrofia da polpa branca periarteriolar (o que também foi
observado aqui pela quantificacdo da area da polpa branca subtraida da area da arteriola
central) no grupo febre amarela quando comparado ao grupo esplenectomia. Em
concordancia com os achados deste estudo, a infeccdo de macacos Rhesus com a cepa
selvagem do virus da febre amarela YFV-DakH1279 diminuiu a quantidade de células
CD20" nos centros germinativos de macacos em que a eutanasia foi necessaria antes do
final do periodo do estudo, quando comparados com animais que sobreviveram a
infeccdo (111), sendo um marcador de desenvolvimento da forma grave da doenca
nesses animais. A deplecéo linfoide geral dos foliculos no bago também foi identificada
nas infec¢des naturais pelo YFV em macacos Guig6 (Callicebus spp) e infeccdo pela
cepa selvagem YFV-DakH1279 em macacos Rhesus, principalmente relacionada a
necrose linfoide e, neste Gltimo caso, se estendendo também para centros germinativos
(108,178). Em conjunto, tais dados estdo de acordo com a deplecdo de células CD20" na
polpa branca apresentadas neste trabalno com uma coorte de individuos naturalmente
infectados pelo YFV.

O marcador CXCR5, expresso por linfocitos B nos foliculos da polpa branca (92),
também se mostrou diminuido no grupo febre amarela, quando comparado com o grupo
esplenectomia (p = 0,0002) (Figura 18C-D e E). A auséncia desse marcador em
linfocitos B no baco impede que ocorra a migragdo até o foliculo, visto que 0 CXCR5,
em conjunto com outros marcadores, como o CCR7, garante o posicionamento correto
dos linfécitos B e T nas bordas dos foliculos, para que ocorra a interagdo entre essas
duas células (92,95). A diminuicdo de células expressando CXCR5 em conjunto com a
diminuicdo da quantidade de células expressando CD20 pode sugerir que parte dos

linfocitos B depletados na polpa branca do baco sdo linfécitos B maduros localizados ou
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em migracdo para os foliculos, os quais fardo parte da resposta T dependente,
importante para o desenvolvimento de anticorpos com maior especificidade.

Apos a vacinacdo com 17D foi identificado que os linfocitos T CD4" expressando
CXCR5 do sangue periférico de humanos, nomeados de linfécitos auxiliares foliculares
circulantes, mantiveram-se com frequéncias estaveis e sem modificacdes até 28 dias
apo6s a vacina, sendo, porém, detectado o aumento de um subgrupo dessas células
expressando CXCR3 (um marcador que discrimina migracao) a partir do dia 14 ap6s a
vacinacdo (83). Nesse mesmo estudo, as células B de memdria expressando CXCR5
apresentaram um declinio no sétimo dia pos-vacina, seguido de um aumento de
frequéncia a partir do dia 14 apo6s a vacinacdo, atingindo apice no dia 28 (83). Tais
resultados sugerem que alguns marcadores celulares na periferia também podem indicar
a ativacdo de centros germinativos, como no caso do CXCL13, ligante do CXCRS5, o
qual foi recentemente descrito como marcador plasmatico para ativacdo de centros
germinativos (179). Os dados de sangue periférico apos a vacinagdo com 17D podem
estar relacionados com a migracéo dessas células para 6rgaos linfoides secundarios logo
no inicio da resposta contra 0 YFV e posterior saida desses tecidos de volta a periferia,
denotando a cinética de desenvolvimento da resposta adaptativa contra o virus. Com
base nos dados da literatura e nos resultados obtidos neste estudo, é possivel supor que
as células depletadas na polpa branca do baco podem estar migrando para a periferia,
bem como para outros tecidos, porém em desbalanco com a resposta que seria

considerada fisiologicamente normal.
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Figura 18. Imunomarcacéo para CD20 e CXCRS.

CXCRS

NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo febre
amarela imunomarcado com anticorpo anti-CD20. B. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca
de um fragmento de baco do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CD20. C. Regido
adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre amarela
imunomarcado com anticorpo anti-CXCRS5. D. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um
fragmento de bago do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CXCR5. Cortes 4 pm.
Coloragdo: Hematoxilina de Carazzi. Aumento de 400X. E. Avaliacdo quantitativa de células CD20* e
CXCRS5* nos grupos esplenectomia (controle) e febre amarela utilizando teste de Mann-Whitney. No
gréafico sdo representadas as medianas para cada marcador e grupo com o intervalo interquartil.
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Os marcadores Bcl6, CD10 e CD23 correspondem a proteinas relacionadas a
formacdo de centro germinativos ou com o desenvolvimento da resposta ativa de
linfécitos B no baco. Enquanto as células expressando Bcl6 se encontram com
contagem ligeiramente aumentada no grupo febre amarela (p = 0,0379) (Figura 19A-B e
G), as células expressando CD10 e CD23 se mostraram significativamente depletadas
no grupo febre amarela (p<0,0001 e p = 0,0310, respectivamente) (Figura 19C-G). A
proteina Bcl6 é expressa em todos os linfocitos B do centro germinativo e também por
alguns linfécitos T CD4" dentro do centro germinativo e na regido de PALS (118),
porém ndo € expressa por células secretoras de anticorpos (180). A expressao de Bcl6 é
capaz de prevenir apoptose, através do bloqueio da expressao de p53 (181), por isso, a
expressdo do fator de transcricdo Bcl6 fora das condigdes de necessidade é um fator de
risco para o desenvolvimento de linfomas (182).

A expressao de Bcl6 é essencial para proliferacdo e sobrevivéncia de células B do
centro germinativo (118) e tem papel importante na etapa de rearranjos VJ das cadeias
leves, sendo crucial para a construgdo do repertorio de anticorpos (183). Foi constatado
qgue na auséncia da expressdo dessa molécula ocorre a ma-formacdo de centros
germinativos, ja que a mesma € necessaria para a manutencao dessa estrutura (184), e a
baixa expressdo de Bcl6 pelos linfocitos B 0s mantém no estagio prévio a formacéao de
centros germinativos, enquanto que o aumento da expressdo de Bcl6 ndo interfere nesse
processo, gerando uma resposta de magnitude esperada (185). Por esta razdo, o Bcl6
passou a ser utilizado como um marcador de identificacdo de centros germinativos,
caracterizando o papel e a localizacdo dos linfocitos B expressando Bcl6, os quais se
localizam primariamente nas bordas dos foliculos para posteriormente se concentrarem,
em sua maioria, dentro dos centros germinativos (186).

Um estudo de amostras de bago de individuos que foram a oObito durante a fase
aguda da infeccé@o pelo SARS-CoV-2 apresentou a diminui¢do da formacgéo de centros
germinativos pela auséncia de linfocitos B Bcl6*, porém com expressdao de AID
preservada e, em conjunto com dados de frequéncia de plasmoblastos aumentada no
sangue periférico, indicam que a maioria desses plasmoblastos foi gerada de forma
extrafolicular (187). Neste trabalho, os individuos do grupo de febre amarela
apresentaram um aumento de células expressando Bcl6 quando comparado ao grupo
esplenectomia. De fato, é esperado que ocorra um aumento do nimero dos centros
germinativos durante uma infecg¢do, principalmente durante a fase aguda da doenca.

Entretanto, vale ressaltar que metade dos individuos avaliados neste estudo apresentou
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contagem de células expressando Bcl6 proxima aquela encontrada nos individuos do
grupo esplenectomia, sugerindo que existe uma deficiéncia na resposta desses
individuos infectados pelo YFV. Estes achados, em conjunto com nossos dados
previamente apresentados sobre a expansdo de ASC (plasmoblastos e plasmacitos) no
sangue periférico, indicam também que, assim como estudos em COVID-19, a resposta
apresentada por esses individuos é gerada em sua maioria de forma extrafolicular. A
resposta T independente é caracterizada por ser extrafolicular e ter duracdo inferior a
resposta gerada através de centros germinativos, que pode persistir por semanas (76).
Linfocitos B com caracteristicas de centros germinativos, porém, identificados
exercendo resposta T independente, apresentam alta expressdo de Bcl6; contudo, essas
células surgem logo no inicio da infeccdo e ndo sdo duradouras (73), sugerindo que essa
resposta pode até ser eficiente no inicio de uma infeccdo, com o objetivo de se gerar
uma resposta mais rapida, porém para que a infeccdo seja devidamente controlada faz-
se necessario que a resposta humoral também seja estabelecida de maneira T
dependente, o0 que acontece mediante a formacao dos centros germinativos.

O marcador CD10, caracteristico de linfécitos B localizados nos centros
germinativos (188) é também comumente utilizado para deteccdo de linfomas, por ser
diferencialmente expresso em linfécitos neoplasicos, mas também pode ser encontrado
em neutrodfilos localizados nas regides externas aos foliculos do tecido linfoide, que,
ocasionalmente, se aproximam dos foliculos (189), e em células T auxiliares dentro dos
centros germinativos (190). As células B CD10* sdo encontradas apenas enquanto estdo
reativas dentro dos centros germinativos, ao passo que, assim que deixam essa regido,
perdem a expressdo desse marcador ao se diferenciarem em células B de memoria ou
plasmécitos (119). A quantificacdo de células CD10" na regido de polpa branca indica a
presenca de linfocitos B maduros e reativos, e, por isso, a diminui¢do dessas células no
grupo que foi a Obito apos infeccdo pelo YFV pode indicar que houve uma intensa
migracao desses linfocitos para a circulagcdo como também a presenca de uma resposta
imune deficiente nestes individuos, principalmente quando a diminui¢cdo de células
CD10" estiver associada a reducdo na contagem de células expressando Bcl6, como
parece acontecer em alguns individuos do grupo febre amarela.

Células B foliculares sdo conhecidas por expressar CD23, um marcador de células
B maduras (120), as quais participam majoritariamente da resposta T dependente (191).
O marcador CD23 foi inicialmente descrito como receptor de Fc para IgE, porém ele
também possui importante papel na resposta IgG, regulando a diferenciacdo em células
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plasmaticas produtoras dessa imunoglobulina (82). Quando as células B foliculares
entram em contato com células T auxiliares é possivel que haja a formagdo de centros
germinativos ou o desenvolvimento em plasmoblastos, células de vida curta, porém
grande produtoras de anticorpos (192). Sendo assim, podemos considerar que as células
foliculares presentes na polpa branca do bago tém um papel crucial na producéao rapida
de anticorpos e na mediacdo de uma resposta mais duradoura realizada através de
centros germinativos. Neste estudo, a contagem aumentada de células expressando Bcl6
e CD10 e a deplecdo de células expressando CD23 pode indicar a possibilidade de uma
resposta desbalanceada acontecendo de forma descoordenada nos individuos infectados
pelo YFV, pois apesar de se observar a formacao de centros germinativos, a deplecéo de
diversas células essenciais para a formacdo da resposta humoral de acdo duradoura e
manutencdo dessas estruturas sugerem um impacto negativo na formacgdo da resposta

eficaz contra o YFV.
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Figura 19. Imunomarcacéo para Bcl6, CD10 e CD23.

NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre
amarela imunomarcado com anticorpo anti-Bcl6. B. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca
de um fragmento de baco do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-Bcl6. C. Regifo adjacente
a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre amarela imunomarcado com
anticorpo anti-CD10. D. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do
grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CD10. E. Regido adjacente a arteriola central da polpa
branca de um fragmento de baco do grupo febre amarela imunomarcado com anticorpo anti-CD23. F.
Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo controle
imunomarcado com anticorpo anti-CD23. Cortes 4 um. Coloracdo: Hematoxilina de Carazzi. Aumento de
400X. G. Avaliacao quantitativa de células Bcl6* CD10* CD23* nos grupos esplenectomia (controle) e
febre amarela utilizando teste de Mann-Whitney. No grafico sdo representadas as medianas para cada
marcador e grupo com o intervalo interquartil.

Os ultimos marcadores analisados foram CD138, CXCR4 e IgG, e os trés tém
relagdo direta com a diferenciagdo final dos linfécitos B em plasmoblastos e
plasmaocitos (76,104), com a habilidade de migracdo dessas células (79) e com a
producdo de anticorpos, respectivamente. Ao passo que ha uma diminuicédo das células
expressando CD138 na regido da polpa branca quantificada nos individuos do grupo
febre amarela (Figura 20A-B e G) (p = 0,0001), existe um aumento significativo das
células expressando tanto CXCR4 quanto IgG nesta mesma regido (Figura 20C-G) (p =
0,0005 e p = 0,0418, respectivamente).

O marcador CD138, também conhecido como sindecano-1, € expresso em células
plasmaticas em condi¢des normais e tem papel importante na interacdao entre células e
das células com a matriz extracelular (76,193). Uma parcela de plasmoblastos também
expressa CD138 na circulagdo (194), porém em menor intensidade (195). Plasmoblastos
e plasmocitos possuem tempo de vida muitos distintos; enquanto plasmoblastos
possuem vida curta de 3 a 5 dias, podendo também ser conhecidos como plasmacitos de
vida curta, os plasmdcitos, por serem células ndo proliferativas, tém tempo de vida que
pode durar de meses até a vida toda do individuo (79), porém o caminho de

diferenciacdo desses dois tipos celulares ainda é incerto.
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Figura 20. Imunomarcacéo para CD138, CXCR4 e IgG.

NOTA: A. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do grupo febre
amarela imunomarcado com anticorpo anti-CD138. B. Regido adjacente a arteriola central da polpa
branca de um fragmento de baco do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CD138. C. Regido
adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo febre amarela
imunomarcado com anticorpo anti-CXCR4. D. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um
fragmento de baco do grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-CXCR4. E. Regido adjacente a
arteriola central da polpa branca de um fragmento de baco do grupo febre amarela imunomarcado com
anticorpo anti-lgG. F. Regido adjacente a arteriola central da polpa branca de um fragmento de bago do
grupo controle imunomarcado com anticorpo anti-lgG. Cortes 4 um. Coloracdo: Hematoxilina de
Carazzi. Aumento de 400X. G. Avaliacdo quantitativa de células CD138* CXCR4* IgG* nos grupos
esplenectomia (controle) e febre amarela utilizando teste de Mann-Whitney. No gréafico sdo representadas
as medianas para cada marcador e grupo com o intervalo interquartil.

Apesar de pouco se saber sobre o desenvolvimento das ASC, sabe-se que a
maioria dos plasmoblastos € gerada pela via T independente, extrafolicular, e
plasmdcitos pela via T dependente, através de centros germinativos (76). Nesse sentido,
para entender qual o tipo celular presente na polpa branca expressando CD138 estava
diminuido, foi realizada uma contagem diferencial com o auxilio do especialista
patologista Dr. Amaro Nunes Duarte Neto, do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de Séo Paulo, que possibilitou identificar quais células do
tecido expressando CD138 eram plasmoblastos e quais eram plasmaocitos tanto na polpa
branca, quanto na polpa vermelha. Essa diferenciacdo é feita por meio do formato da
célula e do aspecto do nucleo e do citoplasma. Plasmoblastos sdo células aumentadas
pelo seu estado altamente proliferativo, apresentando razdo entre tamanho de nucleo e
citoplasma alta e nucléolos proeminentes em um nucleo excéntrico. Plasmocitos sdo
células também aumentadas, em formato ovalado, possuindo nucleo com aspecto de
“reldgio” e cromatina bruta, no citoplasma se destaca uma é&rea clareada, que
corresponde a grande quantidade de complexos de golgi (194,196) (Figura 21).

A comparagdo dos resultados obtidos na contagem diferencial entre os grupos
febre amarela e esplenectomia mostrou que é a populacdo de plasmocitos que levou a
diminuigéo de células expressando CD138 na polpa branca (p = 0,0092) (Figura 21A-B
e G), visto que ndo houve diferenca na contagem de plasmoblastos nesta mesma regido
(p = 0,04488) (Figura 21). Em contrapartida, na regido da polpa vermelha foi possivel
identificar aumento significativo de plasmoblastos (p = 0,0001), enquanto o0s
plasmocitos também se encontravam diminuidos quando comparado ao grupo
esplenectomia (p = 0,0003) (Figura 21). Para entender melhor o perfil dessas células
secretoras de anticorpos entre polpa branca e polpa vermelha, a comparagdo dessas

células entre regides também foi realizada, porém a Unica diferenca encontrada foi na
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contagem de plasmoblastos no grupo febre amarela, os quais estavam aumentados na
polpa vermelha quando comparados com a polpa branca (p = 0,0003). Esse aumento de
plasmoblastos na polpa vermelha pode ser interpretado como a fase inicial de um efluxo
dessas células, geradas de forma T independente, em direcdo a circulacdo e outros
Orgdos, fato esse que corrobora com o aumento da frequéncia de ASC no sangue
periférico detectado nos casos de febre amarela que foram a obito, incluindo os
individuos avaliados neste estudo, cuja expansdo pode ser observada no quarto dia ap6s
0 inicio de sintomas, atingindo apice no sexto dia e se mantendo em frequéncias
aumentadas até o décimo quarto dia (Figura 5). Com relacdo a diminuicdo de
plasmacitos, tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha, pode-se presumir que,
dado o pouco tempo de infecgdo, essas células ainda se encontravam em processo de
formac&o nos centros germinativos ou ja se encontravam em circulagdo, no caso de uma
resposta desbalanceada e prematura, também evidenciada na frequéncia aumentada
dessas células no sangue periférico logo no décimo dia ap6s inicio de sintomas nestes e
em outros individuos da coorte de infectados pelo YFV que foram a 6bito. Em um
estudo com uma coorte de individuos com infeccdo aguda pelo virus da hepatite A foi
observado que a maior parte das ASC circulantes eram plasmoblastos especificos para o
virus, em sua maioria secretando anticorpos do tipo IgM, ao passo que os plasmacitos
identificados com alta expressdo de CD138 ndao eram, em sua maioria, especificos para
0 Vvirus e possuiam caracteristicas de plasmaocitos derivados da medula 6ssea, sugerindo
que essas células foram reconvocadas de nichos da medula déssea e bago, enquanto
plasmoblastos foram gerados a partir de células B imaturas, provavelmente de forma T
independente (197), padrdo também identificado para infeccdo aguda pelo rotavirus
(198), fato esse que pode também ter ocorrido nos individuos da coorte infectada com

YFV apresentada em nosso estudo.
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Figura 21. Distribuicao de células CD138* na polpa branca e polpa vermelha.

NOTA: Avaliacdo quantitativa de células CD138* nos grupos esplenectomia (controle) e febre amarela
nas regides da polpa branca e polpa vermelha utilizando teste de Mann-Whitney. No grafico sdo
representadas as medianas para cada marcador e grupo com o intervalo interquartil. Ao lado, um exemplo
de plasmoblasto e plasmdcito na polpa branca, aqui representadas com o marcador CD39" por questdes de
melhor visualizac&o.

Interessantemente, o marcador CD138 é também considerado um marcador de
retorno das células B para a medula 6ssea (79,197). Complementarmente a expressdo do
marcador CXCR4, a expressdo do CD138 esta altamente relacionada com a migracao
dessas células para a polpa vermelha, a saida do baco e a ida até seu futuro nicho, a
medula éssea, onde serdo mantidas e reconvocadas em caso de nova exposi¢do ao
antigeno (79,199). A expressdo de CXCL12 por células estromais na regido da polpa
vermelha proporciona a migracdo de plasmoblastos e plasmocitos para essa regido, por
ser um ligante do receptor CXCR4 expresso nessas populacdes celulares, possuindo
também, papel na manutengéo da diferenciacdo em plasmacitos, o direcionamento para
a medula Gssea e a sobrevivéncia de plasmdcitos (76,79,200,201). Assim como a
expressdao do marcador CD138, a expressdo do marcador CXCR4 esta presente em
plasmoblastos, porém é muito mais caracteristica em plasmaocitos (76), sendo presente
em cerca de um terco de células plasmaticas de d6rgéos linfoides secundéarios, como o

baco (195). Os plasmdcitos do bago deixam de expressar CXCR5 e CCR7 e passam a
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expressar CXCR4 até a sua chegada a medula 0ssea, quando entdo a expressdo de
CXCR4 diminui, sendo a localizagdo condizente com a formagdo de uma resposta
protetora no caso de um novo encontro com o antigeno (200). As observaces feitas
neste trabalho também apontam para esse fenémeno, visto que foi detectada a
diminuicdo de células expressando CXCRS5 (Figura 18C-D e E) e 0 aumento de células
expressando CXCR4 (Figura 20C-D e G) na regido de polpa branca indicando a
provavel fase de resposta em que esses individuos se encontravam pouco antes de irem
a Obito. E possivel supor que enquanto ocorria a formacéo intensa de plasmoblastos a
partir de células imaturas e de forma T independente e extra folicular na regido da polpa
branca, plasmaocitos eram recrutados de nichos da medula 6ssea, por exemplo, para a
circulacdo para entdo migrar de volta a esses nichos, ocasionando o grande influxo
dessas células prematuramente na circulacdo, aparentemente com pouca eficacia para
conter a infeccdo. Esse fenbmeno também se assemelha ao que foi observado
previamente em casos de infeccdo aguda pelo virus da hepatite A (197) e casos graves
de infecgdo pelo SARS-CoV-2 (187).

O visivel aumento da expressdo de IgG ja nas fotomicrografias (Figura 20E-F),
concordante com a estatistica encontrada (Figura 20G), mostra a producdo exacerbada
dessa imunoglobulina na regido da polpa branca nos individuos que foram a ébito ap6s
infeccdo pelo YFV. Apesar da grande presenca de IgG na polpa branca, a quantificagcdo
de 1gG no sangue periférico ndo foi realizada e, apesar da altissima frequéncia de
plasmoblastos na circulacdo, é provavel que grande parte dessas células fosse produtora
de IgM e ndo IgG, como nos casos de hepatite A (197), visto 0 aumento precoce dessas
células ja no quarto dia apés o inicio dos sintomas (Figura 5), ndo havendo tempo habil
para troca de isotipo ou SHM, etapas que acontecem em sua maioria dentro de centros
germinativos, em uma resposta mais demorada e duradoura (77,202). Estudos ainda
sugerem que a deficiéncia de Bcl6 prejudica a producdo de anticorpos especificos
gerados por linfocitos B vindos de respostas T dependente (92) e, visto que nos
individuos que foram a oObito apds infeccdo pelo YFV ndo ocorreu o esperado aumento
da expressdo de Bcl6 na polpa branca, indicativo do aumento da formacéo de centros
germinativos, ha a possibilidade de que o aumento de 1gG possa ser oriundo de células
que ndo passaram pelo processo de maturacdo de afinidade, de plasmdcitos recrutados
de nichos da medula dssea, ou ainda de plasmoblastos gerados de forma extrafolicular

em uma tentativa de eliminagé&o viral.



71

4.4.4. Andlise integrada dos dados

Para a melhor visualizagdo dos dados como um todo, foi realizada a anéalise
integrada por meio de uma matriz de correlacdo, também chamada de correlograma, a
qual foi gerada utilizando o programa R implementado no software RStudio. Nele
foram reunidos os dados de exames clinicos e laboratoriais obtidos no dia da admissao
dos pacientes no hospital; os resultados da imunofenotipagem de superficie de sangue
total por citometria de fluxo para deteccdo da cinética de ASC, considerando-se 0s
valores de frequéncia obtidos no apice de expansdo celular de cada individuo; e os
dados gerados das analises de imuno-histoquimica. Para a construcdo dos correlogramas
foi necessario separar o grupo febre amarela (Figura 22) do grupo esplenectomia
(Figura 23), para que fosse possivel realizar as correlagdes dos dados dos mesmos
individuos.

No correlograma do grupo febre amarela € possivel identificar que ndo houve
correlagbes referentes a idade dentro do grupo (Figura 22), sugerindo que esse
parametro ndo teve impacto nos achados e demais correlaces gerados neste estudo.
Com relacdo aos dados sobre as ASC, tanto aquelas derivados da periferia (apice da
frequéncia de ASC circulantes) e as ASC identificadas do baco, considerando tanto area
da polpa branca quanto da polpa vermelha, foram detectadas correlacGes positivas, ou
seja, quando uma das varidveis aumentava, a outra também apresentava aumento em
uma razdo proporcional, o que € esperado, visto que sdo as mesmas células, apenas em
localizacdes distintas. Porém, a correlacdo positiva entre as células expressando CD138
na polpa branca e as células expressando 1gG na mesma regido (r = 0,46 e p = 0,025),
ainda que esperada, € interessante, pois associa a produc¢do de imunoglobulinas com o
aumento dessas células.

Além disso, e valido ressaltar algumas correlacdes observadas com a citocina
IL10, que apesar de ndo apresentar diferenca entre os grupos febre amarela e
esplenectomia, apresentou correlagBes positivas com as células expressando IgG na
polpa branca (r = 0,54 e p = 0,007), e as células secretoras de anticorpos no sangue
periférico (r = 0,48 e p = 0,019) no grupo febre amarela. Vale ressaltar que a 1L10 esta
diretamente envolvida e tem um papel importante na produgdo de anticorpos,
principalmente do isotipo 1gG (172,203). Outras correlagfes positivas interessantes
encontradas foram entre as células expressando IFNg e CD68 (r = 0,45 e p = 0,027),
citocina caracteristica por estimular macrofagos (122,170); entre células expressando
IL33 e Foxp3 (r = 0,42 e p = 0, 039), citocina também caracteristica por ativar células T
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reguladoras (125,204) caracterizadas pela expressao de Foxp3 (68); algumas correlactes
entre 0 tempo para 6bito e plasmdcitos na polpa vermelha (r = 0,61 e p = 0,002) e
plasmdcitos no sangue periférico (r = 0,44 e p = 0,031) também foram observadas, as
quais indicam que os individuos com tempo maior de sobrevivéncia apresentavam mais
plasmdcitos em saida do baco bem como maior frequéncia dessas células na periferia,
indicando que os plasmadcitos tém um aparecimento mais tardio durante a infecgdo
nesses casos, 0 que é esperado, devido a via pela qual essas células sdo geradas.

Por fim, algumas correlagcdes negativas, ou seja, correlacbes inversas, nas quais a
medida que uma variavel aumenta, a outra diminui em uma razdo proporcional, foram
identificadas: entre células expressando CD23 e CD20 (r = -0,54 e p = 0,006), podendo
ser visto como o aumento da formacédo de células B ativadas (CD23") em estagio mais
avancado da maturacdo, previamente identificadas no baco (205), embora em menor
quantidade, ja que foi também destacada a deplecdo de ambos os marcadores quando
em comparacdo com o grupo esplenectomia; e entre células expressando CXCR5 e Bcl6
(r = -0,49 e p = 0,014), correlacdo interessante pois pode indicar o deshbalanco da
resposta imune ja que a expressao de Bcl6 induz a diferenciacdo de células T auxiliares
foliculares (CXCR5") em células efetoras de memoria, além de auxiliar na producéo de
anticorpos elaborados de forma T dependente (206). Algumas correlagdes interessantes
também foram observadas entre o tempo para 6bito e outros marcadores, incluindo o
Bcl6 (r = -0,43 e p = 0,037), que pode sugerir que os individuos com tempo de
sobrevivéncia maior foram os que apresentaram maior contagem de células expressando
Bcl6, marcador especifico envolvidos na formacdo de centros germinativos (118); o
CXCR4 (r = -0,45 e p = 0,028), exemplificando que o maior tempo para ébito aumenta
a contagem de células com caracteristicas migratorias, especialmente plasmécitos (79);
e a viremia (r = -0,42 e p = 0,042), considerando o ponto de apice detectado para cada
individuo, dado que corrobora com o resultado previamente publicado por nosso grupo,

mostrando o seu decaimento com o passar dos dias apos a infecgéo (11).
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Figura 22. Correlograma dos dados clinicos, de citometria do sangue periférico e imuno-
histoquimica do baco dos individuos que foram a 6bito ap6s infeccéo pelo YFV (n = 24).

NOTA: Matriz de correlacdo realizada com o auxilio do programa R implementado no software RStudio
e o pacote “corrplot” no qual foi possivel realizar a correlagdo de diversas variaveis dentro do grupo de
individuos que foram a 6bito ap6s infec¢éo pelo YFV. PB — Polpa Branca; PV — Polpa Vermelha.

A realizagdo da matriz de correlacdo para o grupo esplenectomia auxilia a
entender correlages esperadas em individuos ndo infectados, e que ndo foram
identificadas nos individuos que foram a Obito apos infeccdo pelo YFV. Primeiro,
algumas correlagOes negativas encontradas foram interessantes, como a correlacdo entre
CD20 e a idade dos individuos (r = -0,67 e p = 0,033), mostrando que as células
expressando CD20 no baco diminuem com a idade, corroborando com alguns estudos
prévios, que indicam a diminui¢do progressiva de células B CD20" no bago (100).
Outro exemplo é a correlagdo negativa entre células expressando CD138, presentes na
regido da polpa branca e, a contagem de células expressando CXCR4 na mesma regiao
(r = -0,78 e p = 0,008), mostrando que as ASC detectadas no baco desses nao
apresentam perfil migratério, o que pode estar relacionado ao fato de que esses
individuos ndo apresentavam um quadro infeccioso. Outras duas correlages positivas

esperadas para individuos saudaveis foram encontradas, ndo sendo observadas nos
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individuos do grupo febre amarela: a correlacédo entre células expressando 1gG e Bcl6 (r
= 0,65 e p = 0,043), que indica 0 aumento da producdo de anticorpos diretamente
correlacionado com o aumento da geracdo de centros germinativos, uma condigédo
fisioldgica (79); e a correlacdo entre plasmoblastos presentes na regido da polpa
vermelha e células expressando 1gG (r = 0,76 e p = 0,010), que corrobora com a

correlacdo anterior, relacionado a um contexto fisiol6gico esperado.
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Figura 23. Correlograma dos dados de imuno-histoquimica do bago dos individuos que passaram
por esplenectomia pés-trauma (n = 10).

NOTA: Matriz de correlagdo realizada com o auxilio do programa R implementado no software RStudio
e o pacote “corrplot” no qual foi possivel realizar a correlacdo de diversas variaveis dentro do grupo de
individuos passaram por esplenectomia pds-trauma. PB — Polpa Branca; PV — Polpa Vermelha.

A partir dos dados apresentados neste trabalho e dados da literatura,
especialmente envolvendo individuos infectados durante o surto de febre amarela que
acometeu a regido sudeste, mais significantemente no ano de 2018, foram feitas
algumas associagdes e conclusoes.

Durante uma infeccdo, mais especificamente durante a fase aguda, algumas
reacOes referentes ao sistema imune sdo esperadas. No baco, por exemplo, a
proliferacdo celular na regido da polpa branca é uma das reacdes esperada, visto que as
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células imaturas sdo ativadas e se proliferam para que células especializadas fiqguem
disponiveis na periferia e em outros 6rgdos, 0s quais podem ser mais acometidos que
outros devido ao tropismo do patégeno causador da doenga. A figura 24 representa um
esquema do desenvolvimento esperado da resposta imune no baco, mais
especificamente na regido de polpa branca, indicando a ativacdo e proliferacdo de
células e suas consequentes migracdes para diversos 6rgdos, também considerando a
circulacdo dessas células na periferia e também a migracdo para nichos de células
especializadas, como a medula déssea, que abriga um importante nicho de células B de
memoria e plasmacitos, os quais ja passaram pela troca de isotipo, SHM e aumento de
especificidade e sdo responséaveis pela memdria imunoldgica, caso ocorra um novo

encontro com o patégeno.
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Figura 24. Representagéo esquematica da resposta imune esperada durante um processo infeccioso.
NOTA: Representacdo esquemética de uma microscopia de bago, contemplando polpa branca e polpa
vermelha, como também regiGes como a zona marginal, os foliculos e a bainha periarteriolar de linfocitos
(PALS, ou zona de células T). De baixo para cima o exemplo de migracdo das células da resposta imune:
para a periferia, com o recorte esquematico de uma artéria, recorte do osso femoral representando a
medula 6ssea, rins, coracdo e figado.

Neste trabalho, os individuos do grupo febre amarela, 0s quais possuem mediana
de dias entre inicio de sintomas e Obito de 11 dias, caracterizando assim a o Obito
durante a fase aguda da doenca, apresentaram aspectos relevantes da imunidade, e em
conjunto com dados da literatura a figura 25 foi elaborada. Neste trabalho foi
evidenciada a deplecédo de células da resposta imune, deixando a regido da polpa branca
desorganizada, também com presenca de hemorragia significativa, ja detectada no

momento da realizacdo da autdpsia, dado mais bem explorado na secéo 4.2.
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Levando em consideracdo os dados obtidos neste trabalho, nossos dados prévios
e dados da literatura, é possivel observar que a maioria das células depletadas na regido
de polpa branca do baco, durante a infeccdo pelo YFV, ja foram identificadas
aumentadas em outras regides, como por exemplo os macréfagos (CD68*) no figado
(162), coracdo (140) e rins (161) e também o aumento de células CD45" no coracdo
(140) e Foxp3* e NK* nos rins (161), caracterizando assim o influxo dessas células
saindo do bago em direcdo para essas regifes, em uma tentativa de combate a infecgdo
local, visto que, especialmente o figado e os rins, sdo 6rgdos os quais 0 YFV possui
tropismo (64).

Além dos marcadores celulares identificados como diminuidos neste trabalho,
também foram avaliadas uma série de citocinas pré e anti-inflamatorias, as quais nao
apresentaram diferenca entre o grupo febre amarela e o grupo esplenectomia, porém, é
interessante destacar duas citocinas, IL10 e IFNg, as quais foram observadas
aumentadas em coortes de individuos infectados pelo YFV, tanto nos rins (161), quanto
no coragdo (140), caracterizando um balanco de atividades pr6 e anti-inflamatorias
nessas localizacdes (122,123).

Algumas correlacGes entre os dados prévios de ASCs na periferia durante o auge
da resposta de cada individuo e os relatados na polpa branca e polpa vermelha post
mortem para os mesmos individuos foram evidenciadas neste trabalho, destacando
especialmente as correlacbes positivas entre o total de ASC na polpa branca e seus
subtipos, plasmoblastos e plasmdcitos, tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha
e também correlagdes interessantes referentes aos plasmacitos das duas regides, os quais
se correlacionam positivamente com os plasmoblastos tanto na polpa branca, quanto na
polpa vermelha e também com a frequéncia de plasmacitos na periferia, no auge da
resposta de cada individuo, sugerindo assim o efluxo dessas células de seus nichos,
como por exemplo a medula 6ssea, para os 6rgédos linfoides secundarios, como o bago e
de volta a circulagcdo para o combate a infeccdo. Essa hipotese sugere a diminuigédo da
populacdo de plasmocitos especialmente do nicho da medula dssea, visto que € uma das
principais localiza¢Ges dessas células, ja previamente especializadas, as quais podem ser
reconvocadas para uma nova rodada de especificagdo, por meio da hipermutacdo
somatica, a qual acontece nos centros germinativos, presentes, por exemplo, na regido
de polpa branca do bago. Apesar de ndo haver correlacbes entre as frequéncias
identificadas no auge da resposta de ASC totais e plasmoblastos na periferia com essas

duas populagdes celulares presentes na polpa branca e polpa vermelha, uma correlagéo
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negativa entre a frequéncia do total de ASC (r = -0,2085 e p = 0,0212) e plasmoblastos
(r=-0,3216 e p = 0,0003) ao longo do periodo da infeccdo nos individuos sobreviventes
foi identificada em nosso estudo anterior, seguindo diversos pontos de coleta, o qual
demonstra que apesar da continuidade da fase aguda da infeccdo, os plasmoblastos
tendem a voltar a valores mais proximos ao basal, causando um retorno dos valores de
ASC totais também, por serem o subtipo que esta mais presente na populacdo de ASC,
ao contrério da populacéo de plasmécitos (r = 0,3174 e p = 0,0432), a qual possui uma
correlacdo positiva entre a frequéncia e o periodo de infec¢do nos individuos que foram
a Gbito, os quais também foram avaliados o baco, demonstrando que a frequéncia dessas
células aumenta ao passar dos dias da infeccdo. Tais dados, em concordancia com o
dado de aumento de plasmdcitos na polpa vermelha nos individuos que sobreviveram
por mais tempo, também sugere esse recrutamento de plasmaocitos dos nichos da medula
0ssea, porém, no caso desses individuos, que foram a 6bito, sem sucesso em combater a

infeccdo.
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Figura 25. Representacdo esquematica da resposta imune desencadeada pelo YFV.

NOTA: Representacdo esquemaética de uma microscopia de bago, contemplando polpa branca e polpa
vermelha, como também regiGes como a zona marginal, os foliculos e a bainha periarteriolar de linfécitos
(PALS, ou zona de células T) durante a fase aguda da infeccdo pelo YFV. De baixo para cima o exemplo
de migracdo das células da resposta imune: para a periferia, com o recorte esquematico de uma artéria,
recorte do osso femoral representando a medula 6ssea, rins, coragdo e figado.
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5. CONCLUSOES

Para 0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que investiga e caracteriza a
imunidade in situ do baco de individuos que foram a 6bito apos infeccéo pelo YFV.

Nossos resultados mostram que entre os dois grupos analisados, febre amarela e
esplenectomia pds-trauma, existe uma grande divergéncia na quantidade de células de
populacbes envolvidas na resposta imune inata e adaptativa. Além da éarea de polpa
branca adjacente a arteriola central estar diminuida no grupo febre amarela, a
quantificacdo da maior parte dos subtipos celulares analisados nesta regido se mostrou
gravemente depletada (CD68, CD3, Foxp3, CD20, CXCR5, CD10, CD23 e CD138),
enquanto alguns outros se mostraram aumentados, incluindo os marcadores Bcl6,
CXCR4 e IgG. Esses dados sugerem o desenvolvimento de uma resposta imune
desbalanceada e descoordenada, gerada de maneira prematura no baco de individuos
que foram a ébito apds a infeccdo pelo YFV. Por outro lado, também € interessante
ressaltar que grande parte da deplecdo observada neste trabalho pode ter relagdo com a
migracdo de células para 6rgdos os quais 0 YFV possui tropismo, como 0s rins € 0
figado, na tentativa de combater a infec¢éo.

A andlise integrada dos dados reforca as conclusdes geradas com base nos dados
obtido pela analise de imuno-histoquimica nos fragmentos de tecido esplénico,
revelando a existéncia de correlacdo entre os resultados da expressdo de marcadores in
situ e os dados prévios obtidos por nosso grupo, especialmente os dados de cinética de
expansdo de células secretoras de anticorpos em sangue periférico, indicando que, de
fato, houve um descompasso na construcdo da resposta imune contra o virus, o que
impediu a formacédo de uma resposta eficaz, protetora e duradoura.

Os achados deste estudo poderao contribuir para um melhor entendimento sobre a
imunopatogénese da febre amarela e representam o0s passos iniciais para a
caracterizagdo mais detalhada acerca do desenvolvimento da resposta imune em
humanos no contexto da infeccdo natural pelo YFV, principalmente elucidando os

eventos envolvidos no agravamento dessa doenca.
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Apresentagio do Projeto:

A febre amarsla (FA) & uma doenga infecciosa que ainda representa um problema de sadde pablica no
Brasil. Durante a epidemia de 2017-19 foram confirmados 1458 casos silvestres no pais, com a taxa de
letalidade atingindo 35%. A vacina contra o vinus da febre amarela (YFY) & altamente competente e confere
imunidade protetora confra o virus, porém a

cobertura vacinal no pais ainda & insatisfatoria e ndo ha tratamento especifico

para a doenga. Grande parte do conhecimento sobre o desenvolvimento da imunidade induzida pelo YFV &
derivado de estudos realizados apds a vacinagdo, principalmente devido 4 escasser de amostras humanas
infectadas pelo YPV. Apesar da grande semelhanca entre a resposta imune gerada pela vacinagdo e pela
infecc o natural, pouco ainda se sabe sobre o desenvolvimento da respesta celular e geragio de memdria
humeoral. Sendo o bago um orgéo linfoide secundaric de extrema importdncia para ocorrerem diversas
interagdes celulares que permitem o desenvolvimento de uma resposta imune funcional contra o YFV,
delimitar seu papel durante & imunopatogénese da febre amarela € essencial. Serdo ufilizadas amostras de
bago de individuos que foram a dbito apds a infecgdo natural pelo YFV selvagem (n=24) bem como
informagdes clinicas & demograficas. As amostras serdo processados para microscopia de luz, tanto para
avaliagio histologica utilizando hematoxilina & eosina quanto para a técnica de imuno-histoquimica, a gual
sera realizada utilizando os marcadores BCLG, CD3, CD10, CD20, CD23,
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CDas, CDeS, CONM 38, CXCR4, CHCRS, FOXP3, 1gG, IFNg, IL10, IL12, IL33, MK1 e dFNNg.

Objetivo da Pesquisa:

Sendo assim, ¢ objetivo deste trabalho & analisar, por imunchistoguimica, as moedificagbes da imunidade
tecidual do bago em individuos que foram a dbito apés infecgdo pelo YFY selvagem, descrevendo as
alteracdes histoldgicas e caracterizando a imunidade in situ.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Trata-se de analize ao microscopio de amostras de tecido ja processado segundo rofina de histopatologia e
imunohistoguimica. Assim sendo, o2 riscos sdo minimaos. Mo hé beneficios diretos ao participante (trata-se
de material chtido em autopsia), no entanto, do ponto de vista cientifico, esse estudo permitira obter dados
mais consistentes sobre o desenvolvimento da imunidade eslular contra o YFY e aprimorar o conhecimento
do papel do bago durante easa infecgiio.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

Solicita-se avaliagdo pela CAPPesg do projeto de pesquisa "Investigagdo do envolvimento do sistema
esplénica na imunopatogénese da febre amarela” a ser desenvolvido pela pos-graduanda Mariana Prado
Marmorato, sob crientago do Prof. Esper Kallas. O estudo ird utilizar parte de material coletado em
autopsia para estudo anterior ja aprovado, com anuéncia do pesquisador responsavel e regulamento do
biorepositorio comespondente.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Os pesguisadores solicitam dispensa da obtengdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido uma vez
gue sera utilizado material ja coletado em autopsia para estudo anterior, mais amplo e abrangente ja
aprovado pela CAPPesq (CAAE 88548318 7.0000.0068), para o qual foram coletados diversos drgios por
ocasifo da epidemia de febre amarela em 2017-2018 no Estade de S3o Paulo. A presente investigacio
pretende detalhar e aprofundar andlises especificas do bago. Os pesquisadores apresentam um
Regulamento de Bicrepositario adequado e justificativa para uso dessas amostras, sem necessidade de
novas coletas. Além disso, ha anuéncia do Pesquisador Responsavel pelo estudo anterior para utilizagio do
meaterial.

Recomendagdes:

Mao se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

O presente protocolo apresenta todas as condigdes de ser aprovado para inicio imediato. Levando-
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se em consideragio a rafdade do material & ser utilizado, adequadamente coletado & época da epidemia de
febre amarela em 2017-2018, e a improbabilidade de causar maleficios, a Cappesq atende & solicitagiio dos
pesquisadores para dizpenza do Temo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugio CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatarios parciais e final; ¢)apresentar dados solicitados pelo
CEF, a qualguer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por S ancs da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos o2 demais documentos recomendados pelo CEP; &) encaminhar os resultados para
pullicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal téenico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a ndo publicagio dos resultados.
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pdf 11:08:51 | Kallas
Folha d= Rosto Folha_Rosto MPM pdf 2BMZ2020 | Esper Georges Aceito
11:4:23 | Kallas
Outros CompromissoDoutorado_MPM._pdf 04122020 | Esper Georges Aceito
09:12:06 | Kallas
Outros Parecer_Patologia_CEP_2669963 pdf 04122020 | Esper Georges Aceito
09:05:35 | Kallas
Declaragz'ic de Anuencia_Uso IMT pdf 041272020 | Esper Georges Aceito
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Declaragiic de Infrasstrutura_MPM. pdf 0422020 | Esper Georges Aceito
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