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RESUMO
Pereira BBS. Analise sistémica de tecido cerebral em pacientes com morte associada ao virus

febre amarela [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

A doenga causada pelo YFV (do inglés, Yellow Fever Virus) ¢ chamada de Febre Amarela (do
inglés, Yellow Fever-YF), transmitida para hospedeiros vertebrados pela picada de mosquitos
hematofagos portadores do virus. A patogénese da doenca pode dividir-se em dois padrdes
distintos de infeccdo: (i) viscerotropico e (ii) neurotrépico. No Brasil, entre 2017 e 2018 foram
confirmados no estado de Sdo Paulo, 555 casos em humanos, € 203 casos de 6bito. Destes, 85
foram acompanhados pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina, da
Universidade de Sao Paulo, e também pelo Laboratério de Evolucdo Molecular e
Bioinformatica (ICB/USP), e realizada autdpsia e coletas de tecidos para investigagdo
molecular com o intuito de verificar a presenga do virus no cérebro, e também nos outros
tecidos. Aqui, o presente investigou aspectos bioldgicos ligados a acessibilidade,
neuroinvasividade e respostas diferenciais associadas aos diferentes tipos de virus febre amarela
(YFV-17DD e YFV-silvatico) utilizando dados moleculares, patoldgicos e expressdo génica
diferencial obtida pela técnica de RNAseq. Para alcangar os objetivos propostos, o RNAseq foi
realizado a partir de 13 amostras de tecido cerebral, obtidos de 10 pacientes que foram a 6bito
com suspeita de febre amarela, e 3 pacientes que fazem parte do grupos considerados controles.
Os grupos foram classificados como YFV-silvatico com virus detectado no cérebro, YFV-
silvatico sem detec¢do viral no cérebro, YFV-17DD com virus detectado no cérebro, YFV-
17DD sem detecgdo viral no cérebro. A partir disso, niveis de expressao génica em cada grupo
foram analisados de forma a elucidar a neuropatogenia do YFV, buscando compreender a
neuroinvasividade e neuroinfec¢do das diferentes linhagens. Ainda nao esté claro na literatura
se as sindromes neurologicas associadas ao YFV sdo devido a infec¢do direta por YFV das
células cerebrais, ou sdo secundarias a fendmenos imunomoduladores € como conclusdao de
nossos achados, foi possivel hipotetizar que: (i) as particulas virais de YFV ultrapassaram a
BHE e atingiram o tecido cerebral levando ao dano neuroldgico; (ii) as particulas de YFV
atingiram a BHE, infectaram as células endoteliais, contudo ndo a ultrapassam chegando ao
cérebro; (ii1) as particulas virais de YFV ndo atingem o SNC e os danos neurolédgicos sao efeitos

secundarios da infecc¢ao sistémica.

Palavras-chave: Arbovirus. Virus da febre amarela. Febre amarela. Neurotropismo.

Neuroinvasividade. Sistema nervoso central. RNA-seq.



ABSTRACT
Pereira.BBS. Systemic analysis of brain tissue in patients with death associated with yellow

fever virus [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

The YFV (Yellow Fever Virus) disease is called Yellow Fever (YF), and it is transmitted to
vertebrate hosts by the bite of hematophagous mosquitoes carrying the virus. The pathogenesis
of the disease can be divided into two distinct patterns of infection: (i) viscerotropic and (i)
neurotropic. In Brazil, according to the Ministry of Health, from July 2017 to June 2018, 555
human cases were confirmed, and 203 lethal cases, in the state of Sdo Paulo. Of these, 85 cases
were followed up by the Department of Pathology at the Faculty of Medicine, University of
Sao Paulo, and by the Laboratory of Molecular Evolution and Bioinformatics (ICB/USP), with
autopsies being carried out on all patients and tissue collections for molecular investigation, to
verify the presence of the virus in the brain, and also in other tissues. Here, we present new
scientific research on the study of biological aspects related to accessibility, neuroinvasiveness
and differential responses associated with different types of yellow fever virus (YFV-17DD and
YFV-sylvatic), using molecular, pathological and differential gene expression obtained by
RNAseq technique. To achieve the proposed objectives, RNAseq was performed on 13 samples
of brain tissue, obtained from 10 patients who died with suspected yellow fever, and 3 patients
who considered as control group. The groups were classified as sylvatic YFV with virus
detected in the brain, sylvatic YFV without viral detection in the brain, vaccine YFV with virus
detected in the brain and, vaccine YFV without viral detection in the brain. Gene expression
levels in each group were analyzed to elucidate the neuropathogenesis of YFV, seeking to
understand the neuroinvasiveness and neuroinfection of different strains. It is still unclear in the
literature whether the neurological syndromes associated with YFV are due to direct YFV
infection of brain cells, or are secondary to immunomodulatory phenomena. As a conclusion of
our findings, it was possible to hypothesize that: (i) YFV viral particles crossed the BBB and
reached the brain leading to neurological damage; (if) the YFV particles reached the BBB,
infected the endothelial cells, but did not go beyond it to reach the brain and; (iii) YFV viral
particles do not reach the CNS and neurological damage is most-likely a secondary effect of

the systemic infection.

Keywords: Arbovirus. Yellow fever virus. Yellow fever. Neurotropism. Neuroinvasiveness.

Central nervous system. RNA-seq.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizacao

Os arbovirus, virus transmitidos por artrépodes (derivado do inglés, arthropod
borne virus), formam um grupo ndo taxondmico compostos em sua grande maioria por virus
de RNA, que sdo mantidos de forma ciclica na natureza replicando em hospedeiros vertebrados
susceptiveis (também definidos como hospedeiros amplificadores) e artropodes hematofagos
(vetores). Estes agentes virais, s3o responsaveis por causarem doengas infecciosas classificadas
como emergentes e reemergentes em diferentes areas do mundo, especialmente em regides
tropicais, subtropicais, estendendo abrangéncia para as altas latitudes em todo hemisfério Norte,
da eurésia a américa do Norte (como por exemplo, o Flavivirus da encefalite transmitida por
acaros Tick Borne Encephalitis Virus - TBEV) (1). Dentro do grupo dos arbovirus, estd o género
Flavivirus constitui um grupo amplo e diverso, sendo o virus Febre Amarela (do inglés, Yellow
Fever virus - YFV) o virus prototipo para o género. A doenga causada pelo YFV ¢é chamada de
Febre Amarela (do inglés, Yellow Fever - YF), transmitida para hospedeiros vertebrados pela
picada de mosquitos hematdfagos portadores do virus. A sua incidéncia estimada ¢ 200 mil
casos por ano,com 30 mil mortes em areas endémicas, que incluem Africa e Américas. Apesar
da disponibilidade de uma vacina eficaz contra o YFV, a circulagdo do virus permanece
endémica nessas regides. O principal ciclo de transmissdo e que assegura a permanéncia da
circulagdo viral nas Américas, € o ciclo silvatico, onde os primatas ndo-humanos (PNH) atuam
como reservatorio primario do YFV, e quando picados por mosquitos silvestres competentes,
transmitem o virus para outros PNH. Os humanos quando susceptiveis também sdo infectados
pelo virus através de picadas vetores silvestres infectados com o virus, principalmente quando
ndo s3o vacinados e trabalham ou visitam areas tropicais e endémicas, e assim, podem
desenvolver a doenca.

A vacina de febre amarela (YF-17D) ¢ considerada uma das mais eficazes e seguras,
administrada nos ultimos 65 anos em mais de 600 milhdes de pessoas no mundo. No Brasil ela
¢ produzida desde 1937 pela Bio-Manguinhos (Fundacao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ) a partir
do isolado viral atenuado YFV-17D, o qual ¢ cultivado em ovos embrionados de galinhas. Uma
unica dose desta vacina induz uma resposta imune, incluindo ativagcdo de linfocitos T
citotoxicos, linfocitos T helper do Tipo 1 e 2 e formagdo de anticorpos neutralizantes e
protetores com longa duragdo frente a doenga. Até 1941, nenhum caso de reagdo adversa a

vacina havia sido relatado. Contudo, em julho deste mesmo ano descobriu-se que apos
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episodios de vacinagdo, uma doenca invasiva e disseminada poderia ocorrer em alguns
individuos saudaveis, com alto indice de letalidade e associada ao virus vacinal. Foram
notificados 192 casos de encefalite em uma populacdo recém vacinada, mostrando que 0,5% do
total de vacinados apresentaram complicag¢des neuroldgicas apds a vacinagao.

O espectro clinico da Febre Amarela (do inglés, Yellow Fever - YF) pode variar
desde uma apresentacao subclinica a grave doenga sistémica apresentando-se, em sua forma
classica, como: febre, graves danos ao figado e aos rins, complicagdes no miocardio e por fim,
febre hemorragica de elevada letalidade em 20-50% dos casos sintomaticos. A patogénese da
doenga pode dividir-se em dois padrdes distintos de infecgdo: (i) viscerotrdpico (capacidade de
infectar diversos orgaos, incluindo figado, bago, coragdo, rim, pulmao, entre outros) e (ii)
neurotropico (capacidade do virus infectar o parénquima cerebral causando um quadro de
encefalite).

Os primeiros relatos de danos neurologicos foram descritos por Lasnet em 1927
com pacientes previamente infectados com YFV na Africa (2), contudo90 anos apds essa
preocupacao associada ao quadro neurotrdpico associado ao virus, nenhum outro estudo tratou
desse tema com profundidade. Neste periodo, os trabalhos cientificos explorando esse tema
dedicam-se a poucos relatos na literatura mostrando a neuroinvasividade do YFV em casos que
com presenca de sintomas neuroldgicos em pacientes pos-vacinais. Outros arbovirus do género
Flavivirus como o virus Dengue, Zika virus, virus West Nile, entre outros, sdo conhecidos por
causar doengas neuroldgicas graves em humanos. Uma grande questdo cientifica acerca da
acessibilidade desses virus ao sistema nervoso central (SNC), mostrando como estes virus
atravessam a barreira hematoencefalica ainda ¢ muito discutida. Alguns arbovirus infectam
diretamente os neurdnios apds a entrada ao SNC, contudo esta informacao ainda ndo foi relatada
na literatura quanto ao YFV, podendo desta forma ser discutido um possivel dano neural
secundario devido a inflamagao no tecido cerebral, por citocinas pr6 inflamatorias, assim como
ocorre no virus da imunodeficiéncia humana (do inglés, Human Immunodeficiency virus —
HIV).

Segundo dados do World Health Organization (WHO), entre Julho de 2017 a Junho
de 2018, 1376 casos de YF foram confirmados nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Minas Gerais. Destes, 483 vieram a oObito (letalidade de 35.1%). Diante deste cenario, em
parceria com pesquisadores do Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas, Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) (Prof. Dr. Paulo Hilario Nascimento
Saldiva & Prof. Dr. Amaro Nunes Duarte-Neto), o Laboratorio de Evolugcdo Molecular e

Bioinformatica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (LEMB-

18



ICB), participou de um esfor¢o conjunto no enfrentamento do surto de YFV na cidade de Sao
Paulo. Diversos tecidos foram coletados de 85 pacientes que foram a 6bito com suspeita de
causa associada ao YFV. Dos 77 pacientes que foram positivos para o YFV, oito tiveram o
virus vacinal 17DD (aqui, definiremos essa situagdo como YFV-17DD) detectado por RT-
qPCR em pelo menos um dos 6rgdos coletados, enquanto o restante entre os positivos, foram
classificados como positivos para o YFV-silvatico (aqui, definiremos essa situacao como YFV-
silvatico). Outros trabalhos cientificos foram publicados a partir deste projeto, explorando
aspectos ligados a epidemiologia e evolugdo molecular do virus (3,4), o impacto de transplante
de figado na YF (5), e propondo novas estratégias de autdpsia para doengas infecciosas (6).
Aqui, o presente estudo trata-se de uma nova proposta cientifica de investigacao para estudar
aspectos bioldgicos ligados a acessibilidade, neuroinvasividade e respostas diferenciais
associadas aos diferentes tipos de virus (YFV-17DD e YFV-silvatico) utilizando dados

moleculares, patoldgicos e expressdo génica diferencial obtida pela técnica de RNAseq.

1.2. Justificativa

Entre os arbovirus, a familia Flaviviridae apresenta pelo menos 70 virus
responsaveis por uma variedade de doengas em humanos e animais. Em geral, esses virus sao
agentes causadores de doengas infecciosas emergentes e reemergentes que causam morbidade
e mortalidade em regides endémicas, tornando-se um importante problema em Satide Publica a
nivel global. Na América do Sul, ja foi relatada a circulagdo de trés Flavivirus importantes: o
dengue virus (DENV), o virus Zika (ZIKV) e o YFV. Como trata-se de uma zoonose, erradicar
a YF ¢ muito dificil, e de maneira recorrente surtos e epidemias sdo reportados em PNH e
humanos.

Dados da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) apontam para a ocorréncia de 200
mil casos de YF com 30 mil mortes associadas a doenga anualmente, embora as notificagoes
oficiais sejam menores (Www.who.int/csr). Durante as epidemias, em populagdes ndo vacinadas
as taxas de letalidade podem exceder 50% e ndo existe nenhum tratamento especifico para a
doenga, além de cuidados de suporte (7). O Brasil — principalmente a bacia amazdnica — possui
a maior area de atividade viral para o YFV do mundo (8-10), fatores que aumentam a
preocupacdo dos servigcos de saude quando consideramos o elevado crescimento demografico
nestas regides junto com a baixa adesdo as campanhas de vacinagao atual. Combinados, estes
fatores tornam os moradores de centros urbanos também como vulneraveis a infec¢ao associada

ao virus. Além disso, a resisténcia do Aedes aegypti aos inseticidas, a dificuldade operacional
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para desenvolver agdes de vigilancia e combate ao vetor aumentam a chance da re-emergéncia
da febre amarela urbana. Em contrapartida, a vacina anti-YF ¢ produzida utilizando a linhagem
atenuada 17D do YFV e representa a vacina de maior sucesso desenvolvida até os dias de hoje.
E classificada como possuidora de caracteristicas bioldgicas consideradas seguras, induz uma
alta taxa de soroconversao, ¢ possui uma eficiéncia entre 90% e 98%. Porém, mesmo com seu
sucesso, sao observados casos de mortalidade induzidos pela administragdo da vacina, variando
de 1 em 250.000 até 1 em 500.000 episddios de vacinagdo. Nestes casos, apos 2 a 5 dias a vacina
pode induzir o desenvolvimento de febre alta, mal-estar, mialgia, seguindo por ictericia,
instabilidade cardiovascular, hemorragia e insuficiéncia renal e respiratéria. As causas € 0s
mecanismos imunoldgicos que resultam a esta séria reacdo adversa ainda ndo sao
desconhecidos pela comunidade médica e cientifica.

No Brasil, segundo o Ministério da Satde, de Julho 2017 a Junho 2018 foram
confirmados a regido sudeste foi a mais afetada com 99.9% dos casos de YF ¢ o estado de Sao
Paulo, com 555 casos confirmados em humanos, € 203 casos de Obito. Desses 203 casos, entre
Dezembro de 2017 a Abril de 2018, 85 casos de pacientes que progrediram a Obito foram
acompanhados pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo, e também pelo Laboratorio de Evolugdo Molecular e Bioinformatica (ICB/USP),
sendo realizado a autopsia de todos os pacientes e coletas de tecidos para investigagdao
molecular com o intuito de verificar a presenca do virus no cérebro, e também nos outros
tecidos. Sendo assim, acreditamos que as analises de dados provenientes da integracao de dados
moleculares, patologicos e de RNA-seq aqui propostas servirdo de base para tragar os efeitos
da acessibilidade, replicagdo viral em tecido cerebral e entender melhor o funcionamento do
estado neuroinflamatorio causado pela YF. Acreditamos que estudar a reagdo sist€émica do
hospedeiro na presenga da infeccdo causada pelos virus vacinal e silvatico durante uma
epidemia ocorrida no Estado de Sao Paulo ¢ de extrema importancia para a elucidagcdo dos
mecanismos envolvidos na neuropatologia associada ao YFV-silvatico e YFV-17DD, com
esses resultados podendo ter implicagcdes em pacientes com sequelas neuroldgicas e/ou em
pacientes com altas taxas de sobrevida e recidiva apds infeccdo aguda. Acreditamos que este
estudo ¢ inédito quanto a identificagdo e o enriquecimento de genes expressos em tecido
cerebral post mortem, infectados com as linhagens do YFV-silvatico e YFV-17DD. As
implicagdes dos conhecimentos aqui gerados, poderdo ser importantes e passos fundamentais
para identificar drogas e alvos terapluticos para serem estudados em condi¢des como

silenciamento génico induzidas por RNA de interferéncia. Desta forma, este trabalho pretende,
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via analise de transcriptoma comparativo, obter um perfil de interagcdes entre genes que nos

permita tirar conclusdes sobre a neuropatogenia do YFV.

1.3. Estrutura

Esta tese foi estruturada da seguinte maneira: No Capitulo 1, foi feita uma breve
introducdo com (i) a contextualizacdo da doenca febre amarela e sua neuropatogenia; (ii)
justificativa baseada na necessidade de analise de expressdo génica integrada aos dados
moleculares e patoldgicos para estudo da resposta sist€émica a interagdo virus-hospedeiro entre
diferentes linhagens do YFV (YFV-silvatico e YFV-17DD), buscando marcadores que
justifiquem a acessibilidadeou o bloqueio do YFV no SNC; (iii) estrutura mostrando como o
trabalho foi estruturado, servindo de guia ao leitor e (iv) limitagdes. No Capitulo 2, foi realizada
uma ampla revisdo bibliografica que serviu de embasamento para a realizagdo do estudo. No
Capitulo 3, foram inseridos os objetivos do estudo. No Capitulo 4, foi descrito os materiais e
métodos utilizados para atingir os objetivos. No Capitulo 5, apresento os resultados obtidos a
partir dos materiais e métodos utilizados. E, no Capitulo 6, discutimos os resultados

encontrados ¢ as consideragoes finais do trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Arbovirus

Os arbovirus (do inglés, Arthropod-borne virus) constituem um amplo grupo de
virus que apresentam em geral, genoma de RNA e sdo mantidos de forma ciclica na natureza
replicando e circulando em hospedeiros vertebrados susceptiveis a infeccdo e artrépodes
hematofagos, que atuam como vetores (11). Os vetores mais importantes na transmissao das
arboviroses sdo os mosquitos, dentre eles: Culex spp., Aedes spp., € outros mosquitos dos
géneros Haemagogus e Sabethes. Além disso, outros artropodes como carrapatos, moscas da
areia “sandflies” (Phlebotomus spp.) e mosquitos pdlvora “gnats” (Culicoides spp.) também
sdo vetores importantes das arboviroses (12). Diferencas nas caracteristicas morfoldgicas,
antigénicas, bioquimicas e genéticas sdo utilizadas para classificar os arbovirus em familia,

género, subgrupos, espécie, subtipos em uma ordem crescente na taxonomia viral para cada

grupo.

2.1.1. Flavivirus

O género Flavivirus (familia Flaviviridae) possui uma classificagdo complexa e
pouco compreendida. A grande maioria dos patdgenos naturais desse grupo de virus sdo
chamados de arbovirus (13). No entanto, também foram identificados Flavivirus sem vetor
conhecido (do inglés, no known vector - NKV), ou que infectam apenas insetos (do inglés,
insect-specific flaviviruses, ISFVs) (14).

Esses virus sdo caracterizados por possuir uma particula viral com simetria
icosaédrica esférica, envolvida por um envelope viral composto por uma bicamada lipidica,
com cerca de 50 nandmetros (nm) de didmetro. Sua morfologia icosaédrica ¢ conferida pelo
arranjo das proteinas de superficie E e M (15). O genoma dos virus pertencentes a este género,
¢ constituido por uma molécula de RNA linear com polaridade positiva (+ssRNA), com
aproximadamente 11 kilobases de comprimento, organizado em duas regides ndo traduzidas (5’
e 3° UTR) flanqueadas por uma tunica regido de leitura aberta (RLA) que codifica um tnico
polipeptideo contendo aproximadamente 3400 aminoacidos. As proteinas codificadas pela
regido RLA s3o divididas em estruturais [proteina do capsideo (C), proteina de membrana
(prM), envelope (E)] e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Figura
1) (16,17).
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Figura 1 - Organizagdo genomica do virus Febre Amarela
5'UTR
NS2A NS4A

cilMl E |Ns1 NS3 NS5
NS2B NS4B 3'UTR

A regido de leitura aberta codifica trés proteinas estruturais (C, M e E) e sete proteinas ndo estruturais
(NS1-N55), flanqueada pelas extremidades 5’ e 3° ndo codificantes.
Fonte: Figura adaptada e inspirada de Guzman et al. 2010 (17).

2.1.1.1. Virus Febre Amarela

O virus Febre Amarela (do inglés, Yellow Fever virus - YFV) é um Flavivirus
pertencente ao género Flavivirus (familia Flaviviridae). Constitui um grupo diverso de
arbovirus que exibem relagdes filogenéticas e caracteristicas biologicas semelhantes na
interacao virus-hospedeiros (14). O YFV ¢ a espécie viral prototipo do género Flavivirus (ICTV
Virus Taxonomy Profile: Flaviviridae). Este virus possui apenas um sorotipo e ¢ classificado
em quatro genotipos: (i) Africa Oriental, (i) Africa Ocidental, (ii/) América do Sul I e (iv)

América do Sul IT (18,19).

2.1.1.1.2. Ciclo de transmissao

O ciclo de manutengdo e transmissdo do YFV em condi¢des naturais ocorre
principalmente através da picada de mosquitos naturalmente infectados. Segundo Centros de
Controle e Preven¢do de Doengas dos EUA (do inglés, Centers for Disease control and
prevention - CDC), existem dois ciclos de transmissao da febre amarela: (i) o ciclo silvestre; e
(if) o ciclo urbano. No ciclo silvestre, o virus circula entre mosquitos € primatas ndo humanos
(PNH) nas florestas tropicais e subtropicais do continente Americano e Africano. Os mosquitos
infectados, geralmente dos géneros Haemagogus e Sabethes, picam os PNH transmitindo o
virus. Os PNH atuam como hospedeiros amplificadores, mantendo o virus em circula¢dao na
floresta. Na presenca de PHN infectados com o YFV, mosquitos nao infectados, durante o ato
de hematofagia, tornam-se portadores do virus fornecendo um ambiente celular permissivo a
replicacdo viral. O ciclo urbano envolve a transmissdo do YFV entre humanos e mosquitos em
areas urbanas ou semiurbanas. Nesse caso, 0 mosquito Aedes aegypti ¢ o principal vetor.
Quando uma pessoa infectada entra em uma area com uma populacao suscetivel de mosquitos

Aedes aegypti, esses mosquitos podem picar a pessoa e tornarem-se infectados com o virus. Os
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mosquitos infectados podem, entdo, transmitir o virus para outras pessoas saudaveis através de

suas picadas.

2.1.1.1.3. Epidemiologia

O YFV ¢ atualmente endémico em 34 paises na Africa e 13 na América do Sul e
anualmente, ¢ de acordo com a OMS, ocorrem cerca de 200 mil casos ¢ 30 mil mortes com
desfecho associado a YF, embora os numeros oficiais de notificagdes sejam menores
(www.who.int/csr/). Destes, 90% ocorrem na Africa, uma vez que na América do Sul a taxa de
transmissao ¢ menor devido a alta cobertura vacinal que ocorre primordialmente devido ao
sucesso das campanhas de vacinagdo (20).

Em epidemias que afetam comunidades ndo vacinadas, a mortalidade pode
ultrapassar 50%, e ndo ha nenhum tratamento direcionado para a doenga, sendo apenas possivel
oferecer cuidados de apoio (7). Desde 1980, a YF vem reemergindo na Africa e na América do
Sul, totalizando 18.735 casos reportados com 4.522 mortos entre 1987 a 1991 (21). Nos ultimos
20 anos, a ocorréncia da YF foi registrada em 9 paises na América do Sul, que incluem Bolivia,
Brasil, Colombia, Equador, Peru, Venezuela, Guiana Francesa, Paraguai e Argentina (22).

Segundo a Organizagdao Pan-Americana da Saude (OPAS), entre Janeiro de 2016 ¢
13 de Margo de 2018, sete paises reportaram casos de YF, incluindo Bolivia, Brasil, Colombia,
Equador, Guiana Francesa, Peru, e Suriname (22). Preocupantemente, neste periodo o nimero
de casos humanos causados por transmissao epizootica foi 0 maior observado em décadas nas
Américas (3,4,23). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, entre Julho de 2017 a Junho 2018
foram confirmados 1.376 casos humanos de febre amarela com 434 casos evoluindo para o
obito (letalidade de 35.5%). Os estados mais afetados em ordem decrescente sdo: Minas Gerais
(520 casos e 177 o6bitos), Sao Paulo (516 casos e 163 6bitos), Rio de Janeiro (223 casos e 73
obitos), Espirito Santo (6 casos e um O6bito) e Distrito Federal (um caso fatal)

(http://portalms.saude.gov.br/) (Figura 2).
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Figura 2 - Casos de Febre Amarela confirmados e letalidade no Brasil
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O grafico demonstra o nimero de casos confirmados e a taxa de letalidade desde o ano de 1980 até maio
de 2018.

Fonte: Figura adaptada e inspirada de http://portalms.saude.gov.br/.

2.1.1.1.4. Diagnéstico clinico e laboratorial para YF

O diagnostico da YF ou do YFV fundamenta-se na identificagdo de marcadores
clinicos caracteristicos para a doenca, bem como na detec¢do de elementos presentes na
particula viral e/ou sinais da resposta imunoldgica, os quais se desenvolvem durante ou apos o
curso da doenca (24-26). A primeira abordagem para orientar o diagndstico para YF apds o
contato do paciente suspeito com a equipe médica ¢ o levantamento da histéria clinica
detalhada, exame fisico aprofundado, descartar outras doencas febris endémicas da regido, ¢ a
realizacdo de exames laboratoriais de apoio, quando disponiveis. Na fase inicial da doenga, as
caracteristicas clinicas sdo compartilhadas por outras doengas infecciosas, principalmente as
causadas por outros virus, € o médico deve estar atento as caracteristicas especificas da febre

amarela, como a evolugdo rapida da doenga para formas graves com a possibilidade de observar

ictericia, que surge apds o comprometimento das fungdes hepaticas (7).
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No periodo de infec¢do aguda para a doenga, o diagnodstico pode ser realizado
através de métodos que objetivam identificar componentes da particula viral, como a
identificacdo de antigenos virais no soro, que pode ser realizada por meio de técnicas como o
ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA) ou a PCR (do inglés,
Polymerase Chain Reaction - PCR) (26-29). Esses métodos possibilitam a detecgdo direta de
componentes do virus, permitindo diagndsticos precisos. O isolamento do virus pode ser
realizado a partir de amostras de sangue ou outros fluidos corporais, que tenham o virus com
integridade e quantidade suficiente para estabelecer uma infec¢do produtiva em um sistema
celular ou animal (25). A técnica de PCR, e a sua variacdo em tempo real destaca-se como um
método altamente sensivel para a deteccdo do RNA viral. Isso viabiliza diagnosticos ageis e
altamente especificos, facilitando a identificagdo da presenca do virus, possibilitando até
mesmo, quantificar a quantidade de moléculas de RNA viral presentes na amostra (27).
Recentemente, o diagndstico molecular utilizando amostras de urina revelou-se como uma
estratégia util para diagndstico do virus durante e apods a fase aguda da doenga (30,31).

Ap0s alguns dias da infec¢do, os exames sorologicos, como ELISA e ensaios de
neutralizagdo, sdo empregados para verificar a presenga de anticorpos especificos contra o YFV
a partir do soro do paciente (32). A detecgdo de anticorpos imunoglobulinas da classe M (IgM)
indica infec¢do recente, enquanto a identificacdo de imunoglobulinas da classe G (IgG) aponta
para exposi¢do prévia ao virus, podendo essa exposicao ser derivada de uma resposta a vacina,
ou entdo derivada como uma resposta natural em exposi¢des prévias ao virus (33,34). A
combinagdo de abordagens clinicas e laboratoriais oferece uma perspectiva abrangente para a

deteccao e confirmagdo da infeccao causada pelo YFV.

2.1.1.1.4. Patogénese viral

O YFV provoca uma enfermidade viral infecciosa, que ¢ transmitido aos seres
humanos por meio da picada de insetos hematdfagos. A gama de manifestacdes clinicas da
doenga associada a esse virus pode variar desde uma forma subclinica até uma enfermidade
sistémica severa (25,35). Na sua forma cléssica, apresenta-se causando sintomas como febre,
cefaléia, mialgia, dores nas articulagdes, fadiga, nauseas e vOmitos, enquanto que, estes
sintomas podem acentuar-se para manifestacdes graves da doenca, que incluem ictericia,
hemorragias, insuficiéncia hepdtica e renal, complicagdes no miocardio e alteragdes mentais.
Nos pacientes sintomaticos, a YF caracteriza-se por uma elevada letalidade, 20-50 % dos casos
(39).
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A patogénese da doenga causada pelo YFV pode dividir-se em dois padrdes
distintos de infeccdo: (i) viscerotropico (capacidade de infectar diversos orgaos, incluindo
figado, bago, coracdo, rim, pulmdo, entre outros) e (if) neurotropico (capacidade do virus
infectar o parénquima cerebral e causar encefalite) (36). Os primeiros relatos de danos
neurolégicos foram descritos por Lasnet 1927 com pacientes previamente infectados com YFV
na Africa (2). Apos a apresentagio destes dados na Conferéncia Africana de Febre Amarela em
1929, Jean Laigret, entdo diretor do Instituto Pasteur, sugeriu que o sistema nervoso dos
pacientes deveriam também ser testados para investigar a presenca de virus (2).

O conhecimento atual indica que, o YFV ¢ detectado em diversos tecidos, sugerindo
seu amplo espalhamento em nivel sist€émico em casos fatais (3,37). Duarte-Neto et.al. propds
em seu estudo um modelo de patogénese e espalhamento do YFV apds a inoculagdo dos virus
na pele pela picada do mosquito hematdéfago (37). Seguindo a inoculagdo nas células da derme,
os virus sdo transportados por células dendriticas da pele para os linfonodos para a apresentacao
de antigenos, o que caracteriza a viremia primaria (surgimento dos sintomas virais
inespecificos). Somente ap0s esta fase inicial o virus passa a replicar em 6rgaos internos como
figado, baco, rins, coracdo, pulmao e cérebro, onde ocorre a viremia secundaria, com passivel
detec¢dao do RNA por reagdo em cadeia da polimerase quantitativa pds transcrigdo reversa (RT-
gPCR). A fase toxémica, ou segunda fase da doenga ocorre geralmente do 6 ao 14 dia de doenga

e ¢ caracterizada por hepatite, nefropatia, coagulopatia, vasculopatia e hemorragia.

2.1.1.1.4. Vacina para YFV

Em junho de 1927, teve inicio o processo de desenvolvimento da vacina YFV-17D
a partir do isolamento do virus silvatico. Utilizando o sangue de um individuo africano com
sintomas febris leves, esse sangue foi inoculado em um macaco Rhesus, que desenvolveu, pela
primeira vez em ambiente laboratorial, os sintomas caracteristicos da febre amarela (38,39).
Esse virus foi designado como linhagem “Asibi”’, nome derivado do paciente do qual a amostra
foi obtida. Ao mesmo tempo, em Dakar, o Instituto Pasteur de Dakar isolou o virus silvatico
viscerotropico francés (do inglés, French Vicerotropic Virus - FVV), a partir de uma amostra
do sangue de um paciente, o qual provocou uma forma grave de febre amarela em um macaco
Rhesus (40). Max Theiler, em 1930, descobriu que o FVV apos passagens repetidas em cérebros
de camundongos, levaria a uma reducao sucessiva da patogenicidade do virus em macacos e

foi devido a estes experimentos preliminares, além de testes em cultura de células que a vacina
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de virus vivo atenuado 17D foi concebida em 1936 e deu a Theiler o primeiro prémio Nobel
relacionado a uma vacina de virus (41).

Todas as vacinas sdo fabricadas a partir de extratos de embrides de galinha
infectados, seguindo padrdes idénticos (24,35) e suas sub-linhagens da vacina original sdo
empregadas hoje para a producdo das vacinas a 17DD no Brasil e 17D-204 em outros paises,
refletindo distintas passagens. Nao sdo observadas diferengas significativas em termos de
seguranga ou imunogenicidade entre as vacinas 17D. A vacina da febre amarela 17D ¢
amplamente empregada para prevenir a doenga em viajantes, imuniza¢ao de rotina em areas
endémicas para bebés a partir de 9 meses, campanhas de atualizagdo na Africa e como resposta
emergencial durante surtos. Anualmente, entre vinte a sessenta milhdes de doses sdo
distribuidas.

De acordo com as diretrizes apresentadas pelo CDC, a vacina da febre amarela ¢
recomendada para populagdes que vivem em areas endémicas do virus YFV ou que tém planos
de deslocamento para essas regides. A vacina contra a YF, conhecida como YF-17D, ¢
amplamente reconhecida por sua eficicia e seguranca, tendo sido administrada a mais de 600
milhdes de pessoas em todo o mundo nos ultimos 65 anos (42—44).

No Brasil, essa vacina ¢ produzida desde 1937 pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos (Bio-Manguinhos — Fiocruz), utilizando o isolado viral atenuado YFV-17DD,
que ¢ cultivado em ovos embrionados de galinhas. Uma tnica dose da vacina ¢ capaz de induzir
uma resposta imune efetiva, ativando linfocitos T citotoxicos, linfocitos T helper tipo 1 e 2,
além de gerar anticorpos protetores de longa duracao (42,45,46). Até o ano de 1941, ndo haviam
sido relatados casos de reagdes adversas a vacina. No entanto, em Julho desse mesmo ano, foi
descoberto que o virus da febre amarela também poderia causar doenga invasiva e disseminada
em individuos saudaveis, resultando em um alto indice de letalidade (47). Foram notificados
192 casos de encefalite em uma populagdo recém-vacinada, indicando que 0,5% dos vacinados
apresentaram complicacdes neuroldgicas (48).

Um estudo de metanalise realizado com dados entre 2007 e 2013 relatou eventos
adversos da vacina YF-17D, notificados ao Sistema Norte Americano de Notificagdoes de
Eventos Adversos. Esses eventos foram categorizados por sexo ¢ idade, sendo classificados
como anafilaticos (0,8 em 100 mil vacinagdes), sintomas neuroldgicos associados (0,4 em 100
mil vacinagdes) e doenga viscerotropica associada (0,3 em 100 mil vacinacdes). Essa andlise
permitiu concluir que aproximadamente 90% dos eventos adversos pos-vacinacdo nao sao

considerados graves, sustentando o perfil de seguranga da vacina (49,50).
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2.1.1.1.5. Neuropatogénese viral

As infecgdes de células do sistema nervoso central (SNC) podem ser causadas por
uma variedade de agentes biolodgicos, e entre os virus, destacam-se os: (i) herpesvirus, (i7)
retrovirus, (iii) arenavirus, (iv) picornavirus, e (v) Flavivirus (51). O modo de entrada desses
virus, sua replicacdo e especificidade pelo SNC continua a ser um assunto amplamente
discutido, uma vez que relagdes entre proteinas do envelope viral e receptores celulares
desempenham um papel essencial na determinacdo do tropismo celular e tecidual (52). Os
processos infecciosos causados pelos Flavivirus sdo iniciados em nivel sistémico, com
replicagdo prévia desses virus em outras c€lulas e tecidos, e a partir desta amplificagao prévia,
esses virus podem chegar no SNC e estabelecer um processo infeccioso nesse tecido, sendo este
processo dependente da interagdo entre proteinas estruturais do virus com componentes
moleculares presentes na membrana plasmatica celular e que atuam como receptores virais, e
também de componentes moleculares presentes no meio intracelular atuam no processo de
permissividade, responsavel pela replicacdo viral eficiente.

O cérebro ¢ um o6rgdo de consideravel complexidade bioldgica e molecular,
constituido por uma diversidade de tipos e populagdes celulares que desempenham atividades
biologicas especificas considerando suas regides distintas, visando a adequada
operacionalidade do sistema nervoso (53,54). Em condi¢des homeostaticas, o substrato cerebral
se constitui primordialmente de dois tipos celulares proeminentes: (i) os neurdnios e (ii) as
células gliais (54). Considerando a propor¢ao de cada populacao celular no cérebro, Herculano-
Houzel et al. (2009) mostraram a existéncia consistente de uma propor¢ao de células gliais para
neurdnios no cérebro humano proxima a 1:1, onde o niumero total de células ¢ cerca de 170,68
bilhdes, das quais 86,1 bilhdes sdo neurdnios e 84,6 bilhdes sdo células gliais (53), com
diferentes propor¢des de células gliais para neurdnios considerando as regides distintas do
cérebro. Os neurdnios sao as cé¢lulas especializadas na transmissao de sinais elétricos e quimicos
no sistema nervoso, acumulando atividades ligadas a recepcdo, processamento e transmissao
de informacdes. Além dos neurdnios, existem as células gliais, que sdo células ndo neuronais
que tém diversas fungdes de suporte e manutengdo essenciais para o funcionamento saudavel
dos neurdnios e para o tecido cerebral. Os principais tipos de células gliais sdo: (i) os astrocitos,
que regulam o ambiente i06nico, o metabolismo energético e fornecem suporte estrutural aos
neurdnios, ¢ atuam na formagdo da barreira hematoencefalica, protegendo o cérebro de
substancias prejudiciais; (i7) os oligodendrocitos, responsaveis pela criagdo da mielina, uma
substancia que isola os axonios dos neuronios e aumenta a velocidade dos impulsos elétricos;
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(iii) a microglia, que funciona como um componente vital do sistema imunoldgico no cérebro,
com atividades na resposta a lesdes, infeccdes e inflamagdes cerebrais; (iv) células
ependimdrias, que s3o encontradas nos ventriculos cerebrais, produzem o liquido
cefalorraquidiano, que envolve o cérebro e também a medula espinhal, oferecendo protegdo e
suporte mecanico; ¢ (v) as células radiais, que participam ativamente no desenvolvimento
cerebral, orientando a migracao de neurdnios durante o processo embrionario (55,56). O fato
do cérebro ser composto por uma grande diversidade de células, torna a analise de expressao
génica desafiadora e interessante em nivel sistémico. Os virus de RNA desencadeiam uma
grande ativa¢do de células da glia, incluindo astrocitos que podem acarretar em respostas
imunologicas inatas e adaptativas. Estas respostas podem limitar a replicacdo viral, ou aumentar
a neuroinflamag¢do por repostas inflamatorias das células da glia que em sua maioria estdo
associadas a danos neuroldgicos (57).

Nos ultimos 30 anos, poucos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de
estudar a neuroinvaisvidade do YFV, embora existam casos notificados que indicam a presenca
de sintomas neurologicos em pacientes pds-vacinais (58,59). Nos ultimos anos, o principal
arbovirus estudado dentro desta tematica de neuropatogénese viral foi o virus Zika (ZIKV),
sendo o virus com o mais completo conjunto de informagdes biologicas acerca deste processo.
A neuropatogénese do ZIKV ¢ um tema complexo, compreendendo os mecanismos bioldgicos
envolvidos na interagdo entre o virus e o sistema nervoso humano, e atualmente, sabe-se que
este ¢ o agente viral responsavel por efeitos teratogénicos sérios como a microcefalia (60—62)
e a sindrome de Guillain-Barré (63). Em ambos os casos, o virus é capaz de atravessar barreiras
importantes que envolvem sitios responsaveis por manter a integridade e o funcionamento
adequado do feto e do cérebro, como a barreira placentaria e/ou barreira hematoencefalica. O
virus perturba o desenvolvimento neural em fetos e causa desequilibrios neuroldgicos em
adultos (64). O ZIKV pode afetar o desenvolvimento neural fetal de diversas formas. Ao
infectar células neurais e progenitoras neurais em desenvolvimento, o virus pode comprometer
a proliferagdo e migracdo dessas células, resultando em interrup¢des no desenvolvimento
cerebral normal, o que pode culminar no desenvolvimento de microcefalia (65,66). Além disso,
a infec¢do causada pelo ZIKV pode induzir a apoptose, causar inflamacao no sistema nervoso
e interferir na fung¢do mitocondrial, contribuindo para danos neurais e complicacdes
neuroldgicas. A propagacao do virus para o sistema nervoso central ¢ uma preocupacdo, pois o
virus pode chegar ao cérebro por meio de diferentes rotas, incluindo o sangue e através dos

neurdnios periféricos. A resposta imunoldgica desempenha um papel fundamental na
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neuropatogénese, podendo ter efeitos tanto protetores quanto prejudiciais para o sistema

nervoso (67).

2.1.1.1.6. Vacina para YFV e sua relacdo com o neurotropismo viral

Em 1927, ap6s o desenvolvimento da vacina YFV-17DD a partir do isolamento do
virus “Asibi” (68), em Dakar, o Instituto Pasteur isolou o virus silvatico viscerotfopico francés
(do inglés, French Vicerotropic Virus - FVV), que deu origem a vacina neurotrdpica francesa
(do inglés, French Neurotropic Vaccine - FNV). Theiler, em 1930 realizou estudos em
camundongos com a linhagem FVV intracerebral e comprovou as propriedades neurotropicas
do FVV através da observagdo de infeccdo de células neuronais, encefalite viral e paralisia
nestes animais (69). A vacina FNV foi descontinuada devido a sua a¢do neurotropica, porém a
observacao sobre atenuagdo viral apds passagens continuas em animais, sugerida por Theiler
foi utilizada para o desenvolvimento da vacina YFV-17D (68).

A vacina de virus atenuado YFV-17D ¢ considerada a de maior sucesso
desenvolvida até entdo (70). No entanto, relatos de eventos adversos sdo notificados em baixa
frequéncia e de maneira continua desde o inicio de administragao da vacina (48). Conforme os
relatorios de sistema de notificacao de eventos adversos a vacinas (VAERS), a frequéncia de
morte associada a reagdo adversa a vacina varia de 1:250 mil a 1:500 mil doses administradas
(49). Em 2001, sugeriu-se que casos fatais pds-vacinagdo sdo provenientes de uma doenga
sistémica grave associada a replica¢dao do virus vacinal, sendo chamada doenga viscerotropica
associada a vacina (do inglés, associated vicerotropic disease - AVD) a qual se assemelha a
doenca a qual foi projetada para prevenir (71). Além disso, existe a doenga neurotropica
associada a vacina (do inglés, associated neurotropic disease - AND). A encefalite associada a
vacina foi descrita pela primeira vez em 1950, quando foi relatado casos de encefalites em
criancas que foram vacinadas com a vacina FNV (a qual foi descontinuada) (72) e as
manifestagdes clinicas incluidas da doenga sdo meningoencefalite, sindrome de Guillain-Barré
e encefalomielite aguda disseminada (73).

Embora bastante estudado no inicio do século XX, poucos trabalhos foram
realizados com o YFV relacionando dados neurologicos em pacientes infectados pelo virus

silvatico.

2.2. Acao na neuroinflamacio e encefalopatia hepatica
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A encefalopatia hepatica (do inglés, hepatic encephalopathy - HE) ¢ uma das
complicagdes mais importantes relacionadas a insuficiéncia hepatica aguda (do inglés, acute
liver failure - ALF), que pode estar presente na febre amarela (74). Esta sindrome ja ¢ conhecida
ha milhares de anos, desde Hipdcrates (460 — 370 a.C.) e Celsium (25 a.C. — 50 d.C.), os quais
foram os primeiros a descrever disturbios comportamentais associados a insuficiéncia hepatica
(75), passando pelo grande prémio nobel em 1890, em que a HE foi amplamente estudada
mostrando o efeito da alta concentragdo de amonia no cérebro (76). Contudo, nos dias atuais, a
etiologia da doenca ainda ¢ muito discutida e ndo totalmente elucidada.

A principal teoria que diz respeito a etiologia da HE, envolve insuficiéncia hepatica
aguda e cronica, resultando em uma inflamagao sistémica e hiperamonemia (77-79). Altas
concentragdes de amonia sao toxicas, e o figado tem o papel de regular a concentragdo sistémica
deste, por meio do ciclo da ufeia. Com a disfun¢do do figado, niveis altos de amoénia arterial
chegam ao SNC e ultrapassam barreira hematoencefalica (BHE) (do inglés, blood brain barrier
- BBB), atingindo o cérebro. As nicas células responsaveis por metabolizar amoOnia neste 6rgao
sdo os astrocitos, transformando amoénia em glutamina (80). Contudo, o acimulo de lactato e
glutamina, ativam a microglia, e consequentemente induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, levando ao quadro de neuroinflamacao (81). Estudos recentes in vivo € in vitro
mostram que a constante exposi¢do do cérebro a citocinas pré inflamatérias, levam a um
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, e isso, pode constituir uma possivel
rota para a entrada de patogenos no SNC (82,83).

A BHE ¢ uma barreira fisica e fisioldgica que separa a circulagdo periférica, do
SNC (84-86). Em condicdes fisioldgicas, ela impede que componentes neurotdxicos periféricos
tenham acesso ao cérebro, além de constituir um ambiente seletivo, regulando o transporte de
moléculas para dentro e fora do SNC, controlando desta forma a composi¢do quimica do
microambiente neuronal (87).

Na inflamagdo sistémica, a sua principal fungdo € proteger os neurdnios centrais
concomitantemente a sinaliza¢do para o cérebro, que permite assim, uma resposta protetora na
presen¢a da doenga (84). A BHE ¢ composta por células endoteliais, complexos juncionais e
envoltas por pericitos e prolongamentos astrociticos (85). Os complexos juncionais sao
compostos pelas denominadas tight junctions (TJ), principais estruturas responsaveis por
restringir o acesso ao SNC através do endotélio cerebral. Portanto, para a manutengdo da
homeostase cerebral e estabilidade da fung@o e estrutura da BHE, um conjunto endotélio e TJ

intactos sao necessarios.
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2.3. Rotas de acessibilidade dos Flavivirus ao SNC

Os Flavivirus, mais prevalentes associados a sindromes neurologicas sdo: o virus
da encefalite japonesa (do inglés, Japanese encephalitis virus - JEV), o virus do Nilo Ocidental
(do inglés, West Nile virus - WNV), o virus Zika (ZIKV), o virus Dengue (DENV), o tick-borne
encephalitis virus (TBEV) e o YFV (88). O desenvolvimento de sindromes neurologicas ou
encefalopatia depende da capacidade do virus atravessar a BHE e chegar ao SNC, processo
conhecido como neuroinvasividade, além de infectar células neurais, processo conhecido como
neuroviruléncia. Um fato interessante, ¢ que ambas habilidades mostram-se dispersas na arvore

filogenética entre varios membros do género Flavivirus (Figura 3).
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Figura 3 - Arvore filogenética representando os virus do género Flavivirus
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A arvore filogenética resalta em vermelho, aqueles virus com capacidade de neuroinvasividade e
neuroviruléncia.
Fonte: Figura adaptada e inspirada de Sips et al. 2012 (89).

Os Flavivirus podem chegar ao SNC por diferentes rotas, sendo elas via sistema
nervoso periférico, transporte axonal ou via hematogénica. O YFV atinge o SNC via rota
hematogénica (90). Apds contato com a BHE, o YFV pode infectar células endoteliais e
atravessar a barreira endotelial como virus livre de células, ou devido a regulagdo negativa da
expressdo de proteinas das tight junctions (TJ) que promovem a ruptura da barreira e entrada
do virus (Figura 4). Concomitantemente, a inflamagdo sistémica ativa células imunes que
liberam citocinas que também afetam a permeabilidade endotelial. Apos a entrada no cérebro,
o YFV infecta primordialmente astfocitos que induzem mais liberagdo de mediadores
inflamatérios que interferem diretamente no espacamento das TJ, afrouxando ainda mais o
espaco entre elas permitindo além da entrada de virus livre de células, a entrada de leucdcitos

periféricos infectados via mecanismo denominado “Cavalo de Troia”, em que uma ruptura na
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estrutura da BHE ou alteragdes na TJ permitem a migragdo paracelular de células que em

condigdes fisioldgicas normais estariam restritas (88).

Figura 4 - Representagdo esquematica dos mecanismos de entrada de Flavivirus no SNC via BHE
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(A) Barreira hematoencefalica intacta, composta por células endoteliais aderidas pelas proteinas das TJ,
associadas a pericitos, astrocitos e microglia. (B) Flavivirus atingem a BHE por via hematogénica e
podem atravessar a BHE como virus livres de células e via cavalo de troia. (C) Quando o virus atinge o
cérebro, o YFV infecta astrocitos que passam a liberar citocinas que influenciam na expressao negativa
de proteinas das TJ, aumentando o fluxo de virus para dentro do cérebro.

Fonte: Figura adaptada e inspirada de Mustafa ez al. 2019 (88).
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2.3. Analise de expressiao génica

A andlise de expressao génica ¢ uma das principais areas da biologia molecular, que
permite estudar quais genes estdo ativos € em que niveis em um determinado momento ou
condi¢do. Historicamente, essa area passou por varias fases de desenvolvimento e inovagao,
permitindo grandes contribuig¢des sobre os processos biologicos. Seu inicio, ainda na década de
1970 foi com a técnica de hibridizagdo in situ, que permite identificar sequéncias de RNA
especificas em tecidos (91-93). J4 na década seguinte, a introducdo do Northern Blot, uma
técnica que permitia a separagdo ¢ detecgdo de RNA por tamanho, tornou possivel quantificar
a expressao de genes especificos em diferentes condi¢des, porém, tendo como principal
limitacdo a quantidade de genes analisados (94-97). Na década de 1990, o advento da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) revolucionou a andlise de expressdao génica, e posteriormente
o desenvolvimento de microarranjos de DNA também permitiu a analise simultidnea (agora) de
milhares de genes em um Unico experimento (98,99).

Desde o inicio da década de 2000, as tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (do inglés, Next Generation Sequencing - NGS) revolucionaram a area de andlise de
expressdao génica. O RNA-Seq, uma técnica baseada em NGS, permite a quantificacdo ¢ a
identificacdo de todos os transcritos de RNA em uma amostra, incluindo aqueles nao
previamente conhecidos. Isso inclusive, abriu portas para descobertas de novos genes e
isoformas. A sua aplicagdo para o estudo de doencas infecciosas, abriu novas oportunidades
para melhorar a aplicabilidade diagnostica por meio da busca por marcadores preditivos para
doencas, prognoéstica e terapéutica em varias doencgas (100). O sequenciamento de RNAs, por
meio do RNA-Seq, ¢ uma ferramenta poderosa para analise do perfil de transcritos presente em
uma determinada condi¢do, sendo esse perfil obtido a partir dos dados de sequenciamento com
elevada cobertura (101,102). O seu funcionamento baseia-se na utilizacao de leituras (reads)
que sdo derivados do sequenciamento dos RNAs presentes em uma amostra, € apds filtros de
qualidade, esses sdo alinhadas a um genoma de referéncia ou transcritos de referéncia, ou entdo,
montadas de novo (sem a sequéncia gendémica como molde), e entdo, produz-se um mapa de
transcri¢do em escala de genoma que consiste na estrutura de transcri¢ao e no nivel de expressao
correspondente a cada gene (101,103).

Atualmente, a geragdo desses dados ¢ realizada utilizando uma plataforma de alto
rendimento, como nas plataformas de sequenciamento Illumina. Esse processo gera milhdes de

reads curtos (25 a 300 pb) recuperados de ambas extremidades dos fragmentos de cDNA, e
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conhecidas como paired-end reads. Os dados brutos consistem em uma longa lista de
sequéncias curtas, contendo os indices de qualidade associados.

Desde a década de 2010, a andlise de expressdo gé€nica comecou a se integrar com
outras areas, como gendmica funcional, transcriptdmica, analise de rede, entre outras areas
(104,105). Também, novas abordagens de bioinformatica passaram a permitir a interpretagao
de dados de expressao génica em contextos biologicos mais amplos, revelando interagdes entre
genes e vias regulatorias, explorando principalmente as anélises de rede (106). Atualmente, as
novidades no campo da andlise de expressdo génica continuam a evoluir, e as principais
novidades estdo concentradas na utilizacdo de tecnologias de sequenciamento de terceira
geracao para a geracao dos dados, como o sequenciamento de reads longos, que podera ajudar
principalmente a entender de maneira mais detalhada transcritos complexos e a resolucao de
estruturas tridimensionais do genoma em relagdo a sua expressdo (107). Outra novidade
emergente, ¢ a transcriptomica espacial, que visa analisar a expressdo génica em relagdo a
localizagdo espacial dentro de tecidos bioldgicos complexos (108—111). Por meio de
tecnologias até mesmo cldssicas, como hibridiza¢do in situ e abordagens baseadas em
sequenciamento de RNA de alta resolucdo espacial, ¢ possivel mapear a atividade génica em
nivel celular, revelando padrdes de expressdo em diferentes regides do tecido. Isso oferece
contribuig¢des valiosas sobre o desenvolvimento de 6rgaos, a heterogeneidade celular e as bases

moleculares de doencas, com amplas aplicagdes em pesquisa bioldgica e biomédica (108-111).

2.4. Biologia de sistemas em Virologia

Denis Noble, biodlogo britanico e professor da Universidade de Oxford em um dos
seus livros chamado “The music of life”’, define biologia de sistemas como: “Systems biology...
is about putting together rather than taking apart, integration rather than reduction. It requires
that we develop ways of thinking about integration that are as rigorous as our reductionist
programmes, but different.... It means changing our philosophy, in the full sense of the term”.
(112). A defini¢ao dada pelo National Institutes of Health, diz que biologia de sistemas ¢ uma
abordagem da pesquisa biomédica que busca compreender e caracterizar de maneira holistica,
organismos biologicos em todos os seus niveis, ou seja, em nivel de organismo, tecido ou célula,
juntando todas as “pec¢as” do sistema.

O termo “virologia de sistemas” ¢ um novo termo aplicado a integracdo da
aplicagao de técnicas moleculares de alto rendimento (NGS) e ferramentas computacionais com

a inten¢ao de estudar aspectos de doencas virais. Abordagens integradas de sistemas, incluindo
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experimentos in vitro, transcriptdmica, metaboldmica, protedmica, junto com abordagens
computacionais € modelos matematicos podem ser aplicadas para estudar as complexas
interagdes virus-hospedeiro gerando informacdes relevantes para possibilitar elucidar a biologia
da doenca e consequentemente fornecer um repertdrio fundamentado para aplicagdo em

medicina preventiva de combate a infecg¢des virais (113).

2.4.1. Analises de dados biologicos explorando analise de redes

A teoria de grafos consiste na utilizagdo de abordagens matematicas de redes, o qual
representa interagdes funcionais em um sistema (114,115). Esta teoria foi dada em 1736 na
Russia, pelo matematico Sui¢o Leonard Euler. A cidade russa de Konigsberg, ¢ atravessada
pelo Rio Pregel e possui duas ilhas conectadas entre si por sete pontes. Euler, propds um modelo
matematico de como caminhar pela cidade atravessando cada ponte uma unica vez e esse
modelo ficou conhecido como “Konigsberg bridge problem”, em que foi adaptado e
transformado o mapa da cidade com as margens do rio e ilhas em nos e as pontes em conectores
da rede (116). Por mais que Euler ndo tenha encontrado solu¢do para o problema, a sua
metodologia de andlise combinatoria foi um evento histdrico para o ramo matematico e da
postulagdo da teoria de grafos. Hoje, a teoria do grafos ¢ aplicada de diversas formas
multidisciplinares, e em biologia de sistemas serve para compor a andalise de dados dmicos de
forma a estudar o grau de conectividade entre genes, compostos, proteinas, fornecendo
informagdes acerca da atividade bioldgica de entidades que podem apresentar-se como
funcionalmente relacionadas (117,118). Também, essa abordagem pode ser utilizada para
explorar o grau de centralidade, portanto maior interagdo epistdtica, que caracteriza uma
molécula com maior influéncia sobre a rede.

Para entender como ocorre o relacionamento de diversas entidades biologicas em
um determinado sistema, € necessario entender como se organiza um grafo. Um grafo ¢ definido
por uma dupla de G (V, E), onde V' (G) ¢ um conjunto de objetos denominados vértices e £ (G)
¢ um conjunto de pares ndo ordenados de V, chamados de arestas (do inglé€s, edges) em que os
nods ou vértices estdo conectados por arestas (G). As definigdes e conceitos da Teoria dos Grafos
podem ser mais efetivamente compreendidos por meio de representagdes visuais, onde cada
ponto no plano representa um vértice e cada linha que conecta um par de pontos representa uma
aresta. Em bioinformatica, as redes ponderadas amplamente usadas sdo aquelas cujas
representacdes possuem pesos ou atributos, e portanto, sdo mais complexas e informativas
(119).
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Assim, as propriedades das redes sdo empregadas em anélises de dados biologicos
a fim de obter informacdes sobre as diversas possiveis interagdes entre seus componentes. A
estrutura das redes possui como caracteristica o grau de nd, ou conectividade. Isso, por sua vez,
depende da interacdo entre noés através de conectores. A avaliacdo da densidade de uma rede
implica em avaliar o grau de conectividade. Em alguns modelos de rede, os nds tendem a formar
grupos ou modulos. A modularidade ¢ um conceito que descreve padrdes de conectividade, nos
quais os seus componentes individuais estdo agrupados em conjuntos altamente
interconectados. Em termos gerais, a modularidade ¢ um principio de unido que ocorre em
diferentes tipos de elementos e conexdes naturalmente estabelecidas no contexto bioldgico,
como na interacao entre individuos da mesma espécie. Em um nivel molecular, podemos
observar, por exemplo, elementos (como genes) que desempenham fun¢des em um mesmo
processo bioldgico (119).

A andlise da centralidade permite a avaliagdo dos elementos mais significativos em
uma rede de interacdo. Esse conceito tem como objetivo identificar elementos de relevancia na
configuracdo global da rede, considerando todas as suas estruturas, como centros de alta
conectividade (hubs), modulos e a andlise de intermediagdo (betweenness). A avaliacao
topologica da rede pode ser realizada por meio do grau de n6, que representa o numero de
conexoes diretas entre um no e outros nos. Nos que apresentam uma maior quantidade de
conexdes, que a média geral, sio chamados de hubs. Nos classificadas como party hubs sao
aquelas altamente ligadas dentro do seu proprio moédulo, com alto grau de betweenness e
consideradas componentes funcionais da rede. E, os date-hubs, aquelas que se ligam em
diferentes modulos, e portanto, desempenhando uma fungdo abrangente na rede como um todo
(120). Assim, o betweenness de um conector ¢ um parametro definido como a contagem de
caminhos mais curtos que atravessam um unico no, representando a interconexdo existente
entre eles. Por exemplo, um processo bioldogico dado do enriquecimento de genes
diferencialmente expressos, com valor alto de betweenness centrality apresentaria uma
capacidade elevada de interagdo com outro processo bioldgico ou cluster. Um gene, ou processo

bioldgico com esta caracteristica ¢ chamado de bottleneck ou gargalo (120).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a interagdo virus-hospedeiro no tecido cerebral em casos fatais de Febre
Amarela, descrevendo a resposta sist€émica do hospedeiro: (i) no que diz ao controle de
acessibilidade do YFV ao tecido cerebral independente da linhagem viral, (i) a perturbacdo na
expressdo génica de genes codificantes de proteinas quando comparados pacientes positivos
para o YFV-silvatico com o YFV-17DD no tecido cerebral, e (iii) a diferenca de resposta
sist€émica associada aos pacientes positivos para o YFV-silvatico e para o YFV-17DD, porém
com RT-qPCR negativos para investigar padroes de resisténcia a permissividade viral ao tecido

cerebral associados a cada linhagem viral.

3.1. Objetivos especificos

(7) Caracterizar por métodos moleculares (RT-qPCR) a positividade e a quantidade de RNA
do YFV identificado do tecido cerebral de pacientes com suspeita clinica de morte associada
ao YFV no surto de 2017-2018 ocorrido no estado de Sdo Paulo;

(if) Analisar o padrao de alteracdes patologicas para descrever alteragdes macroscopicas e
microscopicas resultantes do processo infeccioso no tecido cerebral,

(iii) Analisar por imunohistoquimica a distribuicdo espacial de positividade do YFV por
meio da identificagdo de seus genes estruturais no tecido cerebral infectado com o YFV-
silvatico ¢ YFV-17DD;

(iv) Sequenciar os RNAs codificantes nos pacientes positivos para o YFV (considerando as
diferentes classes) para identificar diferengas quantitativas dos mRNAs no tecido cerebral
proveniente de pacientes com morte associada ao YFV;

(v) Realizar andlise de ontologia génica com genes diferencialmente expressos em
diferentes condi¢des;

(vi) Integrar os dados moleculares, expressdo génica e patologicos para compreender de

maneira holistica, a resposta do hospedeiro durante a infec¢ao causada pelo YFV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos éticos

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEP-HC-FMUSP) com
o numero do CAPPesq: #426.643. Este, trata-se de um estudo retrospectivo, descritivo,
utilizando como fonte de dados os prontudrios, laudos de exames laboratoriais, radiolégicos,
bem como cortes histoldgicos de casos autopsiados, suspeitos ou confirmados como Febre
Amarela, pelo Departamento de Patologia da FMUSP. Todos os pacientes encaminhados para
autdpsia preencheram critérios clinicos e epidemiologicos, e foram submetidos a confirmagao
diagnostica laboratorial molecular e patologica. Os pacientes com o 6bito confirmado, foram
encaminhados para o exame post mortem e as autopsias foram realizadas apods a assinatura do

termo de livre consentimento esclarecido (TLCE) pelos familiares do paciente.

5.2. Material de estudo

As amostras foram coletadas durante a epidemia causada pelo YFV em Sao Paulo,
entre 2017-2018 em pacientes suspeitos de morte associada ao YFV. Para a amostragem
completa, foi realizada a coleta de diferentes tecidos (corag¢do, pulmao, cérebro, rim, bago,
pancreas, e figado), e aqui no presente estudo, consideramos os resultados moleculares obtidos
para os tecidos, mas para a analise de expressdo génica diferencial, consideramos apenas as
amostras clinicas do tecido cerebral, coletado a partir do lobo frontal. Todas as autopsias foram
realizadas pelo Servigo de Verificagdo de Obitos da Capital da Universidade de Sdo Paulo
(SVOC-USP). A coleta das amostras foi realizada seguindo o protocolo de Letulle (ou en
masse) ou Virchow (6rgaos removidos individualmente) e sistematicamente examinados. Para
os ensaios moleculares, foram coletadas amostras de tecidos medindo 1.0 cm?® para diagndstico
molecular, armazenadas em tubo Falcon de 15 ml. Apos a realizagdo da coleta dos espécimes
bioldgicos destinados ao ensaio molecular e também a caracterizagdo do padrao de expressao
génica, todas as amostras foram transportadas ao Laboratorio de Evolucdo Molecular e
Bioinformatica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

(LEMB/ICB/USP) aclimatizadas a -80°C até a realizagdo dos ensaios moleculares.
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4.2. Definicao de caso

A defini¢do de caso suspeito de infec¢do causada pelo YFV foi estabelecida pelo
Ministério da Satude e pelo Departamento de Saude do Estado de Sao Paulo e incluiu: pacientes
com febre alta de inicio sibito associada a ictericia e/ou hemorragia, que viviam ou haviam
visitado areas com epizootias de febre amarela (isto €, areas com relatos de casos de YFV em
PNH ou de isolamento do YFV em vetores), independentemente do status vacinal para febre
amarela, durante os 15 dias precedentes. Os casos confirmados apresentavam clinica
compativel e confirmacao laboratorial por pelo menos um dos seguintes métodos: (i) sorologia
positiva para I[gM (MAC-ELISA); (ii) detec¢ao de RNA viral por RT-qPCR em amostras de
sangue; (ii7) isolamento de virus; (iv) histopatologia compativel com hepatite por YFV com
antigeno detectavel em tecidos pela técnica de imunoistoquimica. Todos os casos receberam o
diagnéstico laboratorial definitivo para YFV pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL), um Laboratorio
Nacional em Saude Publica e Laboratério de Referéncia Macroregional pelo Ministério da
Satde brasileiro, com sede em S@o Paulo. Em todos os casos, o virus das Hepatites A (HVA),
B (HBV), C (HVC), citomegalovirus (CMV), Herpes (HSV), Dengue (DENV), Chikungunya
(CHIKV) e Imunodeficiéncia Humana 1 (HIV-1), Leptospirose e outras doencas ndo
infecciosas com etiologias para hepatite aguda foram excluidos por métodos de diagnostico
clinico, epidemioldgicos (incluindo dados demogréficos, condi¢gdes médicas preexistentes,
sinais e sintomas clinicos e acompanhamento intra-hospitalar até a morte) e caracteristicas
laboratoriais foram coletados dos prontudrios médicos. Pacientes com testes negativos tanto
para YFV quanto para outras doencas infecciosas, foram incluidos no grupo controle para

estudo de expressdo génica do hospedeiro.

4.3. Caracterizaciao molecular

A extragdo do RNA foi realizada utilizando o reagente TRIzol (Life Technologies,
Grand Island, NY, EUA) seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. A triagem
molecular para Febre Amarela foi realizada com o uso do reagente RT-PCR One-Step AgPath-
ID (Ambion, Austin, TX, EUA), com o uso de primers e sondas especificos para o YFV
(considerando tanto o YFV-silvdtico quanto o YFV-17DD) (RP-YFV - 5’-
GTCRRTTCTCTGCTAATCGCTCA-3’; FP-YFV - 5’-ATTGAGGTGYATTGGTCTGC-3’; ¢
a sonda P-YFV - FAM-5"-AGTTGCTAGGCAATAAA-3’) (28). Para identificacdo dos casos

positivos para YFV-17DD, e caracterizados como resposta adversa a vacina, foram utilizados
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primers ¢ sondas especificos para o virus vacinal (YF-NS5 F - 5°-
GCACGGATGTAACAGACTGAAGA-3’; YF-NS5 R - 5’-CCAGGCCGAACCTGTCAT-
3’; e a sonda YF-NS5Probe - 5’-FAM-CGACTGTGTGGTCCGGCCCCATC-3’) (121). A
reacdo de RT-qPCR foi realizada com a etapa de transcrigdo reversa a 45°C por 10 min, ativagao
enzimatica a 95°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de amplificagdo a 95°C por 15 segundos e
60°C por 45 segundos para hibridagao e extensao, no equipamento de ABI7500 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). A partir dos dados obtidos com o RT-qPCR, extraimos a
condicdo associada a positividade (YFV detectado no tecido cerebral ou YFV nao detectado no
tecido cerebral) e os valores de Ct, que refletem a quantificagdo do RNA viral em cada amostra

pelo valor de threshold cycle (do inglés, Cycle threshold (Ct) value).

4.4. Imunohistoquimica

Para a andlise de imunohistoquimica (IHC, do ingl€s, immunohistochemistry) , foi
utilizado o anticorpo primério fluido Ascitico de Camundongo anti-YFV (imunoascite),
especifico para o virus (policlonal anti-febre amarela), fornecido pelo Institut Pasteur de Dakar.
Este anticorpo foi originalmente padronizado e utilizado para a realizagdo de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e validado pelo departamento de patologia da USP na diluigao
otimizada de 1:20.000. Para validag@o de anticorpos, amostras de figado de casos confirmados
de Febre Amarela foram usadas como controles positivos e casos negativos de FA, incluindo
amostras de bidpsia e autopsia com diferentes doengas infecciosas (doengas virais e bacterianas)
e esteato-hepatite como controles negativos. As células foram coradas e contadas em 30 campos
de alta poténcia (x400) e foram feitas comparagdes entre pacientes com FA e controles.
Avaliamos a presenga de angiopoietina-2 (Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-74403,
RRID:AB 1118956, diluicdo 1:50) semiquantitativamente por IHC, como 0 (ausente), 1+
(<10%), 2+ (11% -50%) e 3+ (>50%), de acordo com o nimero de vasos corados no corte
histologico. Em todas as andlises de IHC, usamos Kit de Deteccio de IHC HRP/DAB
Especifico para Camundongos e Coelhos - Micropolimero (ABCAM, AB 236466),

cromogénio diaminobenzidina (DAB) e contracoloracdao de hematoxilina de Harris.

4.5. RNA-seq

O RNA-Seq, por meio do sequenciamento dos RNAs totais ou pelo sequenciamento

dos mRNAs, ¢ uma abordagem desenvolvida para tragar o perfil de expressao génica, usando
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tecnologias de sequenciamento de alta profundidade. Aqui neste estudo, o RNA-seq consistiu

nas etapas descritas na Figura 5.

Figura 5 - Etapas necessarias para um experimento padrdo de RNAseq
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As etapas entre o desenho experimental e o sequenciamento, sdo realizadas em bancada, enquanto a
analise de dados ¢ realizada utilizando recursos de bioinformatica.

4.5.1. Desenho experimental e hipoteses consideradas no estudo

Para alcancar os objetivos propostos, 0 RNAseq foi realizado a partir de 13 amostras
de tecido cerebral, obtidos de 10 pacientes que foram a dbito com suspeita de febre amarela, e
3 pacientes que fazem parte do grupos considerados controles (sendo casos de o6bito nao

relacionado a YF) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracterizacdo da amostragem utilizada no estudo. Os pacientes estdo distribuidos em cinco
grupos, que representam: 1 = YFV-Silvatico (Cérebro positivo); 2 = YFV-Silvatico (Cérebro negativo);
3 =YFV-17DD (Cérebro positivo); 4 = YFV-17DD (Cérebro negativo); 5 = controles. As informagdes
clinicas e laboratoriais associadas aos grupos também estdo contidas ta tabela.

ID do Paciente Idade Sexo Diagnostico YFV Valor de Ct no

Grupo (anos) biologico (RT-qPCR) cérebro

1 YFV029 48 F Positivo Silvatico 26,02

1 YFV031 25 M Positivo Silvatico 31,32
Média da idade 37

2 YFV020 51 M Positivo Silvatico  Nao detectado

2 YFV049 34 M Positivo Silvatico  Nao detectado

2 YFV036 27 F Positivo Silvatico  Nao detectado
Média da idade 34

3 YFV012 49 M Positivo 17DD 25,78

3 YFV057 66 F Positivo 17DD 24,20
Média da idade 57,5

4 YFV037 19 M Positivo 17DD Nao detectado

4 YFV050 37 M Positivo 17DD Naio detectado

4 YFV051 32 M Positivo 17DD Nao detectado
Média da idade 32

5 YFV006 50 M Negativo ~ Controle Negativo

5 YFV071 82 F Negativo Controle Negativo

5 YFV083 43 M Negativo Controle Negativo

5 Média da idade 50

A combinacdo de grupos foi realizada com o objetivo de testar as seguintes
hipoteses:
(i) Ho: ndo existe diferenca de expressdo génica entre pacientes com deteccdo do YFV no
cérebro quando comparados aqueles em que nao houve detecg¢do do virus.
Hi: existe diferenga de expressdo génica entre pacientes que tiverem o virus da febre amarela
detectado no cérebro e aqueles em que nao houve detec¢dao do virus no mesmo tecido.
Para isso, os grupos 1 U 3 foram agrupados (YFV detectado no cérebro) e 2 U 4
(YFV nao detectado no cérebro), e a analise foi realizada sempre mantendo o grupo controle

(grupo 5), e representa o grupo de pacientes contendo expressao génica basal e ndo relacionada
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com a Febre Amarela. Assim, a primeira andlise foi feita comparando valores de expressao
génica em TPM (do inglés, transcript per million) do grupo 1 U 3 e do grupo 2 U 4.
(if) Ho: ndo ha diferenga de expressdo génica entre pacientes que tiverem o virus da febre
amarela silvatico e vacinal detectado no cérebro.
Hi: existe diferenca de expressdo génica entre pacientes que tiverem o YFV-silvatico e
YFV-17DD detectado no cérebro.
Para essa investigagcdo, a andlise foi realizada comparando valores de expressao
génica em TPM, do grupo 1 versus grupo 5 e grupo 3 versus grupo 5.
(7ii) Ho: ndo existe diferenca de expressao génica entre pacientes que ndo tiverem o YFV-
silvatico e YFV-17DD detectado no cérebro.
Hi: existe diferenca de expressao génica entre pacientes que ndo tiverem o YFV-silvatico e
YFV-17DD detectado no cérebro.
Para esta, a analise foi realizada comparando valores de expressdo génica em TPM,

do grupo 2 e grupo 4 versus grupo 5.

4.5.2. Preparacao do RNA (Purificacdo e quantificacio)

O RNA previamente extraido, foi purificado com DNase I e concentrado usando o
kit RNA Clean and Concentrator TM-5 (Zymo Research, Irvine, CA, EUA) seguindo as
instrucdes do fabricante. O RNA viral foi quantificado utilizando o equipamento Qubit® 3.0

Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA).

4.5.3. Bioanalyzer

A qualidade do RNA foi avaliada usando o equipamento Bioanalyzer da Agilent
Bioanalyzer e posteriormente a amostra foi armazenada a - 80 °C até sua utilizacdo. Para
amostras de RNA degradadas, o ajuste do tempo de fragmentagao ajuda a evitar a fragmentagao

excessiva das amostras de RNA.

4.5.3. Preparo das bibliotecas para RNAseq

O preparo das bibliotecas foi realizado utilizando o kit TruSeq Stranded Total RNA

HT Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, CA) seguindo as recomendacdes do fabricante
(Figura 6).
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Figura 6 - Fluxograma adaptado para preparo de bibliotecas de RNAseq

. Pre-Amp Pos-Amp

Fluxograma adaptado do manual de referéncia da Illumina para preparo de bibliotecas de RNAseq que
passa pelos seguintes processos: (i) deple¢ao do rRNA do hospedeiro utilizando oligonucleotideos alvo
especificos combinados com beads de rRNA ribo-zero que depletam rRNA citoplasmatico e
mitocondrial. (i7) sintese de cDNA a partir do RNA total livre de rRNA. Os fragmentos de RNA livre
sdo clivados e copiados para primeira fita de cDNA usando a enzima transcriptase reversa e PRIMERS.
(iii) sintese da fita complementar de DNA a partir do ¢cDNA, utilizando DNA polimerase 1. (iv)
fragmentacdo e adenilagdo das extremidades 3’, em que um tnico nucleotideo de adenila é adicionado
na extremidade 3’ para evitar a formacao de quimera durante a fase de ligacdo de adaptadores. (v) ligacao
de adaptadores. (vi) PCR para enriquecimiento especifico de moléculas com os adaptadores (vii)
Normalizagdo e preparo de pools.

Fonte: Figura adaptada e inspirada de ///lumina.

4.5.4. Quantificacdo e normalizacio das bibliotecas montadas

Ap0s o preparo das bibliotecas, estas foram quantificadas utilizando dois métodos
principais: (/) Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher), (i) PCR em tempo real (NEBNext®
Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina). Para a normaliza¢ao das bibliotecas montadas,
foi utilizado a quantificacdo obtida pelo método de qPCRe os tamanhos médios das bibliotecas,
que foram obtidos por meio da analise do DNA das bibliotecas no Bioanalyzer. A partir dos
dados da quantidade, tamanho médio dos DNAs presentes nas bibliotecas, estes valores foram

utilizados na montagem do pool considerando um valor final de 4 Nm (Tabela X). Ao final,
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foram transferidos 5 uLL de cada biblioteca normalizada para a montagem do pool contendo

todas as bibliotecas.

Tabela 2 - Dados de tamanho médio da biblioteca de cada amostra ¢ quantidade dada por PCR, para
calculo de montagem de pools

Amostra Tamanho PCR (nM/uL) Volume da Volume do Buffer
médio da Biblioteca (em (nL)
biblioteca (pb) 4Nm) (nL)
C29 560 49,83 0,80 9,20
C31 316 191,00 2,09 97,91
C20 322 123,40 3,24 9,48
C49 307 127,40 3,14 96,86
C36 318 83,32 4,48 95,52
C12 310 76,67 0,52 9,48
C57 360 107,60 3,72 96,28
C37 303 120,40 3,32 96,68
C50 340 84,86 4,71 95,29
Cs51 418 40,18 1,00 9,00
C06 479 42,48 0,94 9,06
C83 319 20,40 1,96 8,04
C71 309 57,94 0,69 9,31

4.5.5. Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma HiSeq2500 para DNA com
sequéncias paired-end no moédulo High Output (2 x 100pb) (Catalogo #PE-401-4001 e #FC-
401-4003), no Laboratorio de Genética da Escola de Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
da Universidade de Sao Paulo (ESALQ USP).

4.6. Analise de dados

4.6.1. Pré-processamento de dados, analise de qualidade das sequéncias e remocio de

adaptadores
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Os dados brutos baixados do BaseSpace foram filtrados removendo as leituras
restantes correspondentes aos adaptadores utilizados na montagem das bibliotecas, e leituras
com N (bases cujas informacdes ndo podem ser determinadas corretamente). Leituras curtas,
bases e leituras de baixa qualidade, também foram removidas usando o programa Trimmomatic
v.0.36 de acordo com a demanda de qualidade da amostra (LEADING:20 TRAILING:20
SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:36) (122). A visualizagdo deste controle de qualidade,
antes e apds a trimagem, foi realizada utilizando o programa FastQC v.0.11.8

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

4.6.2. Mapeamento e quantificacio da expressiao génica

O pseudo-alinhamento foi realizado utilizando o transcriptoma de referéncia
humano (GRCh38.14), obtido do Genome Reference Consortium, encontrado no banco de
dados publico ENSEMBL (ensembl.org), usando o programa Kallisto versao 0.46.1 (Near-
optimal probabilistic RNA-seq quantification) para realizar a quantificacdo de transcritos, e
produziu uma lista de transcritos compativeis para cada leitura, evitando o alinhamento da base
individual e diminuindo o tempo de processamento. Ao final do processamento, o programa
apresenta os dados de quantificagdo para o nivel de expressao de cada transcrito e apresenta-os

como transcritos por milhdo (TPM).

4.6.3. Avaliacio da variabilidade de dados

A avaliacao da variabilidade dos dados foi estudada utilizando o método de PCA,
do inglés, Principal Component Analysis. Por meio deste método de analise ndo supervisionada,
fica possivel visualizar possiveis agrupamentos e amostras que comportam-se como outliers,
por meio da observagdo das distancias relativas entre amostras no plano de componentes
principais. Assim, os agrupamentos de amostras podem refletir padroes de expressdo
semelhantes entre grupos (ou classes) consideradas no estudo. O PCA foi obtido por meio da

fung@o prcomp no RStudio versao 2021.09.1.

4.6.4. Analise de expressao diferencial via DESeq2

A partir dos dados quantificados, foi utilizado o pacote do R, DESeq2 versao 1.41.6

(123) para realizar a expressao diferencial de genes entre os grupos considerados no estudo. O

52



DESeq2 utiliza o teste estatistico de Wald para avaliar se existe diferenca entre a média de
expressao génica entre dois grupos, ou seja, para verificar se a hipdtese nula € verdadeira. Se o
valor de p for pequeno, rejeitamos a hipotese nula e declaramos que ha evidéncias contra o Ho
(ou seja, o gene ¢ expresso diferencialmente). Aqui, fixamos arbitrariamente o limite de
significancia (a = 0,05), onde valores de p inferiores a 0,05 indicam os genes diferencialmente
expressos, significando que existe 5% de chance para um gene expresso de forma ndo
diferencial apresentar este tipo de diferenca de expressdo. No entanto, falsos positivos podem
ser gerados a partir de varidncias de valores proximos de zero. Desta forma, o Deseq2 foi
desenvolvido com a inten¢do de lidar com a alta dimensionalidade de dados reduzindo falsos
positivos.

A partir da obtencao dos dados de expressdo génica diferencial, o pacote biomaRt
foi utilizado para conectar-se aos bancos de dados ENSEMBL, mapear IDs dos transcrigdo para
IDs de genes e obter as analises funcionais a partir das listas de genes. Foram quantificadas e
classificadas a abundancia de cada biotipo génico para cada comparacao, para fim de tomada
de decisdo sobre qual classe deveria ser incluida nas andlises posteriores. Considerando o
objetivo principal do trabalho apresentado anteriormente, a partir desta etapa, foi considerado
para a analise subsequentes somente os genes codificadores de proteinas, e descartamos os
genes nao codificadores, pseudogenes, RNA longos ou com stop codon prematuros. Apos a
exclusdo de genes ndo codificadores de proteinas, dentro da tabela de contagem, existiram
multiplos IDs mapeados para o mesmo identificador de gene (ou seja, para um mesmo
identificador do gene, existem possui varios valores de expressdo). O banco de dados
ENSEMBL forneceu diferentes IDs mapeados em cromossomos distintos: um para o
cromossomo principal e outro para regioes haplotipicas, e desta forma, foram filtrados os genes
referentes apenas aos cromossomos principais (1:22, X,Y).

Para a definicdo de gene diferencialmente expresso, foram considerados aqueles
com p<0,05, e Log2(FC) <=-1 e Log2(FC) >= 1. Assim, para um gene ser considerado down-
regulated, a sua expressdo precisa apresentar-se com valores de expressdo inferiores a
Log2(FC) -1. Por outro lado, para ser considerado up-regulated, a sua expressao apresenta-se
com valores acima de Log2(FC) 1. E, para ambos os casos, o valor de p precisa apresentar-se

inferior a 0,05.

4.6.5. Analise de enriquecimento
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Para obter informacdes sobre as mudangas em nivel funcional entre pacientes
afetados pelo YFV (YFV-17DD e YFV-Silvatico), com presenga ou ndo do virus no tecido
cerebral, foram investigados genes que compartilham func¢des bioldgicas comuns via um
método analitico chamado gene set enricheament analysis (GSEA) (124). Para andlise dos
resultados do enriquecimento obtidas por meio do GSEA, foi utilizado o pacote Clusterprofiler
versao 3.16.1 por meio do Rstudio versao 2021.9.1.

O resultado inicial da andlise de enriquecimento ¢ a pontuagdo de enriquecimento,
ou ES (enrichment score). O método GSEA inicialmente divide os genes em subconjuntos de
genes superexpressos ou up-regulated, e ranqueia os genes que estdo super representados
(overrepresentation - conjunto de genes que compartilham mais ou menos genes com vias
observadas no banco de dados de referéncia) e tendem a aparecer na parte superior da lista, ou
seja, mais superexpressos, ou na parte inferior (mais down-regulated). O grau de
enriquecimento foi entdo estabelecido pela pontuagdo de enriquecimento normalizada
(normalized enrichment score, NES). Assim, um ES positivo indica que o conjunto de genes
estd no topo da lista, enquanto um ES negativo indica que o conjunto de genes estd no final da
lista. O ES normalizado, NES, ¢ utilizado para analisar os resultados de enriquecimento. GSEA,

determina o NES pela formula abaixo:

NES = ES atual/média ES (todos ES do data)

Por utilizar a média, as pontuagdes de enriquecimento normalizado (NES), podem

ser utilizadas para comparar as analises entre conjunto de genes.

4.6.5.1. Redes génicas e mapas de enriquecimento

Para compor as redes génicas e mapas de enriquecimento, foram utilizadas métricas
de similaridade de Jaccard e coeficiente de sobreposicdo. Nas redes génicas, o grau de
sobreposi¢do ¢ visualizado pela distancia entre os noés e definido pelo coeficiente de
sobreposi¢do de Szymkiewicz-Simpson, calculado pelo valor do tamanho da intersec¢do do

conjunto A e conjunto B, sobre o tamanho do menor conjunto entre A e B, onde:

IA N B

0cld. B) = rinC14L 18D
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onde, oc representa Overlap Coefficient,e A =a, B=b.

Para os mapas de enriquecimento, além das distancias calculadas pelo coeficiente
de sobreposicao de Szymkiewicz-Simpson, a espessura da borda ¢ proporcional ao grau de
sobreposi¢do entre os conjuntos de genes, calculada pelo coeficiente de Jaccard, valor dado
pelo tamanho da intersec¢do do conjunto A e do conjunto B (niimero de elementos comuns),
sobre o tamanho da unido do conjunto A e do conjunto B (nimero de elementos nicos), dados

pela férmula abaixo:

|A N B|

js(A,B) = 4 UB|

b

onde, js representa Jaccard Similarity, e A =a, B=D.
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Capitulo 5
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao molecular

A caracterizagdo molecular por RT-qPCR para deteccao do RNA viral (RNAv) foi
realizada a partir de sete tecidos (coracdo, pulmao, cérebro, rim, bago, pancreas e figado)
coletados de 85 pacientes (n = 85) que tiveram Obito com suspeita de associacdo ao YFV.
Setenta e sete (89,53%) pacientes foram positivos para febre amarela (detec¢do do virus em
pelo menos um 6rgdo). Em geral, pacientes que tiveram o YFV detectado no cérebro, tiveram
uma menor amplitude nos valores Cts em outros érgaos, porém, com esses valores menores. Os
dados sugerem que a infec¢do do SNC pelo YFV pode estar condicionada a uma carga viral nos
outros o0rgdos, sendo isso, a provavel explicacdo para explicar o processo de passagem pelas

barreiras de acesso ao SNC (Figura 7).

Figura7 - Caracterizacdo dos valores de Cts identificados considerando os cérebros positivos e
negativos, para os diferentes tecidos
Ct values to RNA-YFV tissues
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Valores de Cts identificados em diferentes tecidos de 77 pacientes que tiveram 6bito com suspeita de
associacdo ao YFV e deteccdo do virus em pelo menos um 6rgéo. Foi considerada a detec¢do ou ndo do
virus FA no tecido cerebral para a comparacéo entre tecidos. Boxplots representam o 75° percentil,
mediana, 25° percentil e os bigodes se estendem ao valor mais alto e mais baixo considerando, dentro
do intervalo 1,5 x intervalo interquartil (IQ).
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Dos 77 pacientes, 69 foram positivos para o virus silvatico (89,61%), com 85 % de
positividade no tecido cerebral. Os outros 8 pacientes foram positivos para o virus vacinal
(10,38%), com 38% de positividade no tecido cerebral (Figura 8A). Dos pacientes com virus
detectado no cérebro, 57 foram positivos para deteccao do virus silvatico (95%), e 3 o virus

vacinal (5%) e a variacdo de Ct maior na linhagem silvatica (Figura 8A-B).

Figura 8 - Caracterizag@o molecular das amostras estudadas
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(A) Descrigdo do padrdo de positividade, considerando os pacientes ¢ o tecido alvo do estudo. (B)
Valores de Cts identificados no cérebro, considerando os diferentes tipos de virus analisados (YFV-
17DD e YFV-Wild-type). Boxplots representam o 75° percentil, mediana, 25° percentil e os bigodes se
estendem ao valor mais alto e mais baixo considerando, dentro do intervalo 1,5 x intervalo interquartil

1Q).
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5.2. Analise de qualidade (pré-sequenciamento)

5.2.1. Analise da integridade do RNA total

Os resultados obtidos a partir do bioanalyzer foram utilizados para descrever o
padrao de qualidade da amostra estudada. O perfil obtido a partir dos RNAs totais foram
determinados, e utilizados para estipular o tempo de fragmentacdo da amostra durante o preparo
da biblioteca, facilidade permitida devido ao kit escolhido para esta etapa do desenvolvimento
do estudo. Devido a sua natureza molecular, o RNA ¢ mais suscetivel a degradacao do que o
DNA, assim, sabemos que a qualidade das moléculas de RNA extraidas podem ter impacto nos
resultados do experimento RNA-seq. O nimero que representa a integridade do RNA, calculado
a partir das intensidades correspondentes aos RNAs ribossomais, e aqui chamado de RIN (do
inglés, RNA Integrity Number) ¢ baseado em um intervalo de numeragdo de 1 a 10, sendo 1
atribuido ao RNA mais degradado e 10 ¢ correspondente ao mais intacto. Um RIN de 6 ¢
normalmente considerado por alguns autores como um "threshold" no cérebro humano pds-
morte, embora esses numeros nao sejam consistentes na literatura e nos repositorios cerebrais
(REF) (Limited predictability of postmortem human brain tissue quality by RNA integrity
numbers Kai-C. Sonntag, George Tejada, Sivan Subburaju, Sabina Berretta, Francine M. Benes,
and Tsung-Ung W. Woo). Observamos que, a correlagdo entre o tempo post-mortem e o valor
de RIN correspondente as amostras utilizadas no experimento de RNAseq foi considerada
positiva, porém fraca, sugerindo que o tempo post-mortem nao ¢ determinante para preservar a

integridade do RNA total (Figura 9).
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Figura 9 - Comparagao entre os tempos post-mortem e valores de RIN

Rin
Grafico mostrando tempo pds morte (TPM) versus RIN, mostrando que ndo houve correlagdo entre as
variaveis. Os resultados indicam como ¢ a associacdo entre o tempo pos morte (TPM) versus RIN de
cada amostra, sugerindo que ndo existe correlagdo entre TPM e RIN nas amostras coletadas para o
estudo.

5.3. Analise de qualidade pés sequenciamento

5.3.1. Trimagem

Os erros de sequenciamento mais comuns, estdo relacionados a baixa qualidade, e
a contaminacdo pelos adaptadores. Assim, apdés o sequenciamento das amostras faz-se
necessario realizar o controle de qualidade dos reads. Indices de qualidade Phred (Q), é uma
escala logaritmica relacionada com as probabilidades de erro de chamada de base (P). Apos
algumas testagens, foi decidido que o melhor pardmetro seria o uso de Phred 30 com
LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:36. Como ¢ possivel observar no grafico (a) os reads
ja possuiam qualidade superior ao esperado. Sendo assim, os nimeros de reads observados
antes e depois da trimagem nao obtiveram diferencga significativa (Figura 10A-B). Com essa
informacgao foi possivel decidir pular a etapa de trimagem, uma vez que ¢ um passo facultativo

de acordo com a demanda de cada amostra.
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Figura 10 - Caracterizagiao da qualidade dos indices de qualidade para todas as bases das sequéncias
I L L L A

(A) Grafico com indicador de qualidade dos reads antes da trimagem (B) Grafico com indicador de
qualidade dos reads depois da trimagem. O eixo y mostra as pontuacdes de qualidade. Quanto maior a
pontuagdo, melhor qualidade de base. O plano de fundo do grafico divide o eixo y em bases de muito
boa qualidade (verde), qualidade razoavel (laranja) e qualidade ruim (vermelho).

5.4. Analise de dados RNAseq
5.4.1. Pré processamento
5.4.1.1. Filtragem de genes pouco expressos

A quantificag¢do do nivel de expressdo de cada transcrito foi realizada pelo método
de pseudo-alinhamento e representados em transcritos por milhdo (TPM). Também, foi feita a
filtragem de genes pouco expressos, 0s quais iriam acarretar em ruido na andlise. Inicialmente,
devido ao grande nlimero de transcritos com expressao igual a zero (Figura 11), foram excluidas
todas as linhas cuja soma das colunas era igual a zero (onde cada coluna corresponde a uma
amostra). Assim, antes da filtragem haviam 39339 genes no total, apos a filtragem a contagem

foi de 34030.
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Figura 11 - Grafico de densidade com contagem bruta de expressdao por amostra
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6.4.4.2. Normalizacao para viés de composicio

Na etapa de normalizag¢ao foram considerados fatores que interferem no nimero de
leituras mapeadas para um gene sendo eles: (i) profundidade da sequéncia, (ii) comprimento do
gene, e (iii) também composicdo da populacio de RNAm que estd sendo amostrada. A
contagem da profundidade de sequenciamento foi necessaria para a comparagao da expressao
génica entre as amostras, ja que uma amostra pode ter maior expressao de um gene devido a
sua maior profundidade (quantidade de reads totais obtidas) e ndo por uma expressao maior em
si. Levando em consideracao o fator “comprimento”, um determinado gene pode produzir uma
maior quantidade de reads quando realizado o sequenciamento pelo fato de ser mais longo, ou
entdo, uma menor expressao pode ser obtida por ser mais curto, fato que justifica a necessidade
de uma normalizacdo. Ainda, alguns genes altamente expressos podem ter uma fragdo muito
elevada na proporcao de leituras em uma amostra e, portanto, as contagens para todos os outros
genes sao reprimidas. Como resultado, em comparagdo com uma amostra em que as leituras
sdo distribuidas de maneira mais uniforme, esses genes reprimidos parecem ter uma expressao
mais baixa, o que pode dar origem a muitos genes diferencialmente expressos falsos positivos.
Para normalizar a profundidade de sequenciamento, comprimento de sequéncia e a composi¢ao
do RNA, o DESeq2 usa o método da mediana das propor¢des, em que as contagens sao
divididas por fatores de tamanho especificos da amostra determinados pela propor¢do da
mediana de contagens de genes em relagdo a média geométrica por gene. Valores de contagem

de genes expressos, antes e depois da normalizacdo foram mostrados na Figura 12.
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Figura 12 - Valores de contagem de genes expressos, antes e depois da normalizagdo
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Boxplot de contagem de reads por amostra antes (A) da etapa de normalizacao e apds a normalizagdo
(B). Boxplots representam o 75° percentil, mediana, 25° percentil e os bigodes se estendem ao valor
mais alto e mais baixo considerando, dentro do intervalo 1,5 x intervalo interquartil (IQ).

5.4.4.4. Analise de componentes principais

Os dados de expressdo génica obtidos, filtrados e normalizados foram utilizados
para uma analise exploratoria inicial, em que dados de alta dimensionalidade foram
transformados pelo método de andlise de componentes principais), de modo que o primeiro
componente principal (PC1) representa a maior fonte de variag¢@o entre os dados, o segundo PC
(PC2) ¢ aquele que possui segunda maior fonte de variagao, e assim sucessivamente. Utilizando
os dois primeiros PCs, observamos a auséncia de clusters bem definidos. Porém, observamos
que a variancia dos dois primeiros PCs apresentam frequéncia relativa baixa (PC1 apresenta
25% de variancia e PC2 18%), e portanto, existe muita informacao ndo representada por esses

dois primeiros PCs (Figura 13).
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Figura 13 - Analise de componentes principais (PCA) do dados de expressdo génica das amostras
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Andlise de componentes principais (PCA) do dados de expressdo génica das amostras, separadas,
organizadas em funcdo das classes consideradas no estudo, que foram caracterizadas nos ensaios
moleculares. As classes consideradas sdo: YFV-silvatico, YFV-17DD e controles, onde as cores
distintas representam as classes distintas. Os diferentes simbolos observados tratam-se da caracterizagdo
molecular considerando o tecido cerebral por meio da detecgdao do YFV.

Para representar melhor a variancia dos dados, exploramos os valores da variancia
total explicada por cada PC. No total, foram necessarios 13 PCs para mostrar o total de variacao
acumulada nos dados. O método de elbow ¢ util para determinar quantos PCs sdo necessarios
para capturar a maior parte da variagdo nos dados. O valor de elbow foi determinado no PC3,
indicando que, portanto, faz-se necessario no minimo 3 PCs para determinar a maioria da
variagao dos dados. Para explicar 95% dos dados seria necessario no minimo 10 PCs (Figura

14).
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Figura 14 - Grafico de pareto
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Grafico de pareto, mostrando a redugdo varidvel do PCA no conjunto de dados no qual a varidncia
explicada ¢ expressa como uma fungdo do nimero de componentes principais. O cut-off no PC3 foi
tragado pelo método de elbow, enquanto o cut-off no PC10 foi tragado mostrando a explicagdo de 95%
dos dados.

Com a finalidade de observar melhor os padrdes existentes considerando outros PCs
ndo abordados em analises tradicionais envolvendo PCA, consideramos adicionar outras
combinagdes de PCs. Assim, esta combinagao mostrou a existéncia de grupos organizados em
funcdo das classes, tanto quando observadas a presenca ou auséncia do virus no cérebro (Figura
15A), quando considerada linhagem do YFV (Figura 15B), o que indica a existéncia de padrdes
organizados de maneira complexa, natureza existente em dados bioldgicos envolvendo por
exemplo, andlises da expressdo génica partindo de RNAseq (Figura 15A-B), mostrando-se

efetivo quando considerado PC2 e PC3.
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Figura 15 - Analise exploratoria dos dados de expressao génica considerando diferentes combinagdes de PCs
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Observa-se que no grafico considerando PC2 (17.28%) e PC3 (9.35%) existe uma pequena formagdo de clusters de amostras referentes as classes consideradas
no estudo. As classes consideradas sdo: YFV-silvatico (verde), YFV-17DD (salmio), YFV detectado no cérebro (amarelo) e YFV nao detectado no cérebro
(azul), além dos controles (vermelho), onde as cores distintas representam as classes distintas..
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5.4.2. Anailises de expressao génica diferencial e ontologica

Para a andlise de expressdo génica diferencial, foram anotados 34030 genes, com
seus respectivos p-values, padj, log2FoldChange, BaseMean (média das contagens
normalizadas de todas as amostras, normalizando para profundidade de sequenciamento) e gene
ids. Os resultados de ontologia foram analisados de maneira grafica e utilizados para indicar
informagdes relacionadas a funcdo de cada gene, ou um conjunto deles, dentro de uma via
ontolégica, ou termo ontoldgico. Considerando-se a premissa de que se muitos genes associados
a um determinado processo bioldgico sdo diferencialmente expressos em uma determinada
condigdo, diferentes maneiras de visualizagdo podem ser propostas para determinar quais
processos biologicos distintos sdo importantes para determinar as alteragdes fenotipicas
observadas nas condigdes estudadas.

Para melhor entendimento da visualizagdo dos dados e consequente interpretagao,
sugiro o acompanhamento seguindo o fluxograma abaixo, nas analises mostradas a seguir

(Figura 16).
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Figura 16 - Fluxograma para interpretacdo da analise de dados
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A partir dos genes selecionados exclusivamente para cada condicdo (A ¢ B) e genes presentes na
intersec¢do entre grupos A e B sdo plotadas as seguintes etapas analiticas: (i) volcano plots para
visualizagdo de genes up-regulated e down-regulated; (ii) GSEA dotplots com as principais vias
enriquecidas up-regulated e down-regulate;. (iii) Grafico de barras com GSEA normalized envichment
score, mostrando as vias que obtiveram maior e menor NES segundo o GSEA; (iv) Mapa génico formado
por meio de calculo de coeficiente de similaridade, com 20 principais vias e seus respectivos gene;. (v)
Mapa Heat-map like, mostrando tendéncias de centralidade de vias e genes ¢; (vi) Rede de similaridade
com principais vias enriquecidas formada por meio de calculo de coeficiente de similaridade e
coeficiente de Jaccard.
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5.4.4.2.1. Expressao diferencial entre grupo de pacientes com virus da febre amarela

detectado no cérebro e grupo em que o virus nao foi detectado no SNC

A primeira analise considerada, refere-se a comparacdo envolvendo os pacientes
com virus da febre amarela detectado no cérebro e o grupo em que o virus nao foi detectado,
sem nenhuma ponderagao considerando a linhagem viral. A hipotese nula aqui considerada, ¢
que ndo existe diferenca entre as duas classes, uma vez que todos os pacientes tratam-se de
casos fatais associados a0 YFV. A hipotese alternativa a ser testada refere-se a observacao de
diferenga no perfil de expressdo génica entre as duas classes (pacientes que tiveram o virus da
febre amarela detectado no cérebro e aqueles em que ndo houve detec¢cdo do virus no mesmo
tecido). Os grupos 1 U 3 (classe com a detec¢@o no cérebro) e os grupos 2 U 4 (classe onde o
YFV nao foi detectado no cérebro) tiveram os valores de expressdo génica comparados ao grupo
controle (grupo 5), aqui considerados como um grupo de pacientes contendo expressdo basal

em condicdes fisioldgicas, e assim, obtivemos os valores de expressdo gé€nica diferencial.

5.4.2.1.1. Expressao génica diferencial

A analise da expressdo génica diferencial considerando a condi¢do experimental
comparada ao grupo controle indicou que a maioria dos genes diferencialmente expressos (do
inglés, differentially expressed genes - DEGs) compreendem genes codificadores de proteina.
Para o grupo de pacientes com auséncia da deteccdo do YFV no cérebro (Condicao A), foram
identificados 12642 genes codificadores de proteinas expressos no tecido cerebral, e destes, 501
genes foram considerados como diferencialmente expressos (p<0,05) quando comparados ao
grupo controle. No grupo de pacientes com detec¢do do YFV no cérebro (Condicao B), foram
caracterizados 11911 genes como sendo expressos, ¢ destes, 402 genes (p<0,05) foram

considerados como diferencialmente expressos (Figura 17).
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Figura 17- Grupos de genes caracterizados no RNAseq (pacientes negativos e positivos para a deteccdo molecular do virus no tecido cerebral)
A Gene Biotype Brain negative YFV
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Caracterizacao do perfil dos genes expressos considerando os grupos de pacientes negativos e positivos para a deteccdo molecular do virus no tecido cerebral.
(A) Grupo de pacientes sem detecgdo do YFV no cérebro comparado ao grupo controle (Condigao A). (B) Grupo de pacientes com deteccdo do YFV no cérebro
comparado ao controle (Condig@o B). O eixo x representa a frequéncia absoluta de genes expressos, € 0 eixo y representa a classificagdo dos genes expressos
atribuidos aos diferentes biotipos génicos.
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As DEGs considerando o grupo de pacientes positivos e negativos para a detecgao
do YFV no tecido cerebral permitiu identificar os genes exclusivamente relacionados a cada
condicdo. Assim, para a condi¢do A, 405 genes sdo exclusivos desta condi¢do, enquanto para a
condi¢do B, 306 genes foram considerados exclusivos. Noventa e seis DEGs sdo caracterizados
como pertencentes a ambas as condic¢des, representados como a intersec¢ao das duas condigdes

(Figura 18).

Figura 18 — Comparagao dos genes diferencialmente expressos (pacientes negativos e positivos para a
detecgdo molecular do virus no tecido cerebral)

405 96 306

Comparagdo dos genes diferencialmente expressos considerando os grupos de pacientes negativos e
positivos para a deteccdo molecular do virus no tecido cerebral. O Diagrama de Venn representa genes
exclusivos de cada classe, e também, aqueles compartilhados entre classes. (A) Em laranja, condigdo A
- pacientes sem deteccdo do YFV no cérebro comparados ao controle. (B), em verde, condigdo B -
pacientes com detec¢do do YFV no cérebro comparados ao controle. A intersec¢do de classes indica os
DEGs comuns encontrados em ambas as classes consideradas nesta analise mostrando genes
interclasses.

Histogramas da distribui¢ao de valores de p mostram o padrao de expressao de cada
grupo estudado (Figura 19). Os dois grupos possuem um padrao de distribuicdo similar, com
genes diferencialmente expressos (p<0,05) ocupando uma pequena parcela do total de genes

naquela condig@o, ou seja uma pequena porcentagem de hipdteses ndo ¢ nula.
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Figura 19 - Distribui¢do de valores de p (pacientes negativos e positivos para a deteccdo molecular do
virus no tecido cerebral)
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(A) Considerando os pacientes em que nao houve detecgdo do YFV no cérebro, e grupo (B) em que
houve detec¢do do YFV no cérebro. A linha pontilhada vermelha indica o threshold dos genes
considerados diferencialmente expressos com valor de p<0,05.

Com o objetivo de combinar o resultado da anélise estatistica para determinacao
dos genes diferencialmente expressos com as informagdes quantitativas obtidas para o nivel de
expressao ¢ a magnitude da diferenga em cada gene, utilizamos o volcano plot para mostrar
visualmente os DEGs que destacam-se, tanto do lado dos up-regulated quanto dos down-
regulated (Figura 20). Assim, foram destacados os genes com os maiores valores de
FoldChange (ou diferenca de expressdao), que podem fornecer indicios dos mecanismos
envolvidos na acessibilidade do YFV no tecido cerebral. Na condi¢cdo A, o gene HLA-DRA
ganhou destaque por ser 20 vezes (log2) menos expresso nesta condi¢do do que o grupo
controle. Ja o gene HLA-DRBS foi destaque com FC maior que 20 (log2) e foi comum em ambas

condigoes.
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Figura 20 - Volvano plot mostrando a expressao génica diferencial (pacientes negativos e positivos para a detec¢do molecular do virus no tecido cerebral)
A Gene expression changes in Negative brains versus control samples
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Expressdo génica diferencial considerando as diferentes condigdes. (A) Volcano plot representando os genes expressos na condigdo A - pacientes sem detecgdo
de YFV no cérebro em comparagdo ao grupo controle. (B) Volcano plot representando os genes expressos na condigdo B - pacientes com detecg¢do de YFV no
cérebro em comparagao ao grupo controle. O eixo y representa o valor negativo de log10 do p-value para cada gene [-log10 (p values)], e tracado um threshold
onde o valor de p ¢ 0,05, mostrando valores significativos acima do tracejado. No eixo x, foi representado o log2 do valor de fold-change (FC) para cada gene,
indicando quais grupo de genes estio up-regulated ou down-regulated em comparagdo com o grupo controle. O FC ¢ calculado pelo valor de expressao do gene
na condi¢do B/ valor da expressao do gene na condicao A. O threshold de 1 e -1 Log2FC foi estabelecido. Os genes representados em azul sdo os que satisfizeram
a condigdo p<0,05 & FC<= -3 (down-regulated). Os genes que satisfizeram a condi¢do p<0,05 & FC>=3, estdo up-regulated e sao representados em laranja.
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5.4.2.1.2. Analise de ontologia génica

A partir das DEGs obtidas considerando as diferentes condig¢des/classes,
utilizamos-as para recuperar e inferir as principais vias (do inglés, pathways) de processos
bioldgicos que possuem maior quantidade de genes associados a elas por meio da analise de
ontologia génica. Na condi¢do A, onde os pacientes ndo tiveram o YFV detectado no ensaio
molecular no tecido cerebral, alguns pathways ganham destaque, como a ativacdo da via de
metabolismo de fosforo, onde ha uma grande quantidade de genes envolvidos. Por outro lado,
algumas das vias estdo envolvidas com o sistema imunoldgico, como aquelas relacionadas a
apresentacao de antigeno via classe de MHC II, regulacdo da resposta imune adaptativa,
resposta a interferon gama, estdo down-regulated. Um gene de HLA superexpresso indica
possivelmente a apresentacao de antigeno por células como macrofagos e linfocitos, ja no tecido
nervoso, a microglia e o astrécito sdo as responsaveis por apresentar antigeno. Nesta condicao,
este gene esta down-regulated, o que acarreta em niveis de citocinas mais baixos, menor
inflamacao do tecido cerebral, e consequentemente possivel baixa permeabilidade da barreira
hematoencefalica e recrutamento de células imunes da periferia para o parénquima cerebral, as
quais poderiam estar transportando o YFV por mecanismo de cavalo de tréia. Um achado
interessante nessa condigdo, ¢ a superexpressao da via de regulagao da morfogénese do epitélio
ramificado, e desenvolvimento de vasculatura presente provavelmente proveniente no plexo
cordide. Em contrapartida, na condi¢do B, em que o virus da febre amarela foi detectado no
cérebro dos pacientes, foi possivel observar uma grande quantidade de pathways ativados que
estdo relacionadas a resposta imune, em processos que envolvem produgdo de citocinas,

resposta de defesa a virus, resposta a interferon-gama e resposta a estresse celular (Figura 21).
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Figura 21- Vias enriquecidas (pacientes negativos e positivos para a deteccdo molecular do virus no tecido cerebral)
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Vias enriquecidas para os grupos de pacientes com YFV detectado ou ndo detectado por RT-qPCR do RNA viral no tecido cerebral. (A) Vias super expressas €
down-regulated na condigdo A (pacientes sem detecgdo do YFV no cérebro versus controle). (B) Vias super expressas e down-regulated na condi¢do B (pacientes
com detecgdo de FA no cérebro versus controle). No eixo x, o “gene ratio” representa a porcentagem do total de DEGs na via. O grafico visualiza valores em
duas dimensdes: cor e tamanho. O gradiente de cor, representa a significancia de valor de p-ajustado pelo método de corre¢do de Bonferroni. Ja o tamanho,

representa a quantidade de genes dentro de cada de via.
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Para analise, o GSEA dividiu genes em um subconjunto daqueles hiperegulados e
outro down-regulated. Em seguida, nesta lista foram ranqueados aqueles genes que tendem a
aparecer na parte superior da lista (mais hiperegulados) ou na parte inferior da lista (down-
regulated) (Figura 22). O grau de enriquecimento foi estabelecido pelo NES (normalized
enrichment score). Na Figura 22, sdo entdo mostradas as principais vias enriquecidas baseadas
no ranqueamento por NES. Na condig¢dao A, em que o virus da febre amarela nao foi detectado
no tecido cerebral, as principais vias que estdo superexpressas tendem a estar relacionadas ao
desenvolvimento e funcionamento homeostatico do cérebro, como desenvolvimento do cortex
cerebelar, mesencéfalo e sinalizagdo mediada por cAMP. Nesta mesma condicdo as vias que
obtiveram um maior score, porém estdo down-regulated, estdo envolvidas na ativacdo do

sistema imune e apresentacao de antigeno.

Figura 22- Vias enriquecidas pelo GSEA (pacientes negativos e positivos para a detec¢cdo molecular do

virus no tecido cerebral)
A 30 Hallmark pathways negative brains vs control group
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Vias enriquecidas pelo GSEA, que foram significativas (p<0,05), e seu valor respectivo valor de NES.
Um valor de NES significativo positivo, indica que os membros do conjunto de genes tendem a aparecer
no topo do transcriptoma ¢ um NES significativo negativo, indica o oposto. Os valores de p sdo
destacados pela variagdo de cores. (A) Principais vias em destaque da condig¢do A, em que YFV nao foi
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detectado no cérebro. (B) Principais vias em destaque da condi¢ao B, em que YFV foi detectado no
cérebro.

Os resultados obtidos com a andlise em rede (grafico gene-concept network),
mostrou que para os pacientes da condicdo A, em que ndo houve virus da febre amarela
detectado no tecido cerebral, o gene HLA-DRA (também destacado anteriormente no volcano
plot) (Figura 23), apresenta-se como central na rede, com ligacdo a funcdes associadas a
resposta imunoldgica do hospedeiro frente a FA. Para a condi¢do B em que o virus da febre
amarela foi detectado no tecido cerebral, ficou evidenciado dois genes centrais a processos
biologicos importantes na caracterizagao da condi¢ao estudada (Figura 24). Diferente da analise
obtida apenas pelo volcano plot (Figura 20), aqui € possivel obter no¢dao de conectividade entre
termos e consequente centralidade de genes, a partir de como a rede estd estruturada. Foi
possivel, portanto, observar a superexpressao do gene CCLS, central em termos de resposta
imunologica e expressdao de quimiocinas que apresentam papel importante no trafico
leucocitario e IF16, gene responsavel pela producido do tipo I de interferon conhecido por

regular a resposta antiviral.
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Figura 23 - Rede Gene-concept (pacientes negativos para a deteccdo molecular do virus no tecido cerebral)
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Rede Gene-concept, gerado pelo ClusterProfiler, da condigdo A, em que ndo houve virus da febre amarela detectado no tecido cerebral. Genes que sdo associados
aos 20 termos principais ranqueados pelo GSEA, foram destacados na figura. Os nds representam os termos ontologicos, ¢ a distincia entre eles esta diretamente
relacionada a propor¢ao de sobreposi¢do de genes entre os termos. O tamanho do n6 esta relacionado ao numero de genes associados a cada termo e as cores

destacam os valores de FC.
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Figura 24 - Rede Gene-concept (pacientes positivos para a detec¢do molecular do virus no tecido cerebral)
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Rede Gene-concept da condi¢do B, em que o virus da febre amarela foi detectado no tecido cerebral. Genes individuais que sdo associados aos 20 termos
principais ranqueados pelo GSEA, foram destacados na figura. Os nos representam os termos ontolégicos, e a distancia entre eles esta diretamente relacionada
a proporg¢ao de sobreposi¢do de genes entre os termos. O tamanho do né esta relacionado ao nimero de genes associados a cada termo e as cores destacam os
valores de FC.
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A rede baseada em termos ontoldgicos e seus respectivos genes, pode ser de dificil
interpretagdo quando se quer mostrar um grande numero de termos significativos. Assim, a
representacdo “‘heatmap-like” pode simplificar a visualizagdo dos dados e facilitar a
identificacdo de padrdes de expressdo (Figura 25). Na Figura 25, foi retratado o padrao de
expressdo de genes da condigdo A, em que o virus ndo foi detectado no cérebro. Nela foi
possivel observar, assim como visto anteriormente na rede génica (Figura X), a centralidade do
gene HLA-DRA, por fazer parte das principais vias que caracterizam essa condi¢ao.

Por outro lado, quando retratado o padrao de expressao de genes da condicdo B, em
que o virus foi detectado no cérebro, ndo é possivel observar um padrao de expressao claro, o
que justifica-se pelo elevado numero de genes presentes nas vias € assim o mapa “heatmap-
like” deixa claro genes chaves para discutir a entrada do virus da febre amarela no sistema
nervoso, incluindo genes como, CCLS8 e IF116, que sdao aqueles com maior expressao € genes
tais como, CASP1, CCL3L3, DDX58, IFI30, IFIHI, IFITI, IFIT2, IFIT3, IKBKE, NMI, OASL,
PARPAY9, PSMBS8,STATI, TREM?2, TREXI, TRIM21 e TRIM34 mostram-se, também, centrais

na caracterizacdo das principais vias nesta condi¢ao (Figura 26).
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Figura 25 - Classificagdo funcional dos genes para o grupo de pacientes com negatividade para detec¢do do virus no cérebro
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Figura 26 - Classificagdo funcional dos genes para o grupo de pacientes com positividade para detec¢do do virus no cérebro
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Para facilitar a interpretacdo dos dados de RNAseq, foi feito um mapa de
enriquecimento utilizando métodos de visualizagdo de resultados de enriquecimento de
conjunto de genes baseados em rede. Métodos de sobreposicdo de Jaccard e Szymkiewicz-
Simpson foram utilizados para organizar a rede quanto ao nivel de similaridade entre os
conjuntos de genes dentro de cada termo ontoldgico. Os nds sdo arranjados de maneira a
agrupar-se em clusters e sub-clusters a depender da pontuacdo de sobreposi¢do estabelecida
pelos coeficientes. Os agrupamentos (clusters ou sub-clusters) podem ser relacionados a uma
fun¢ao bioldgica principal.

O mapa de enriquecimento dado por uma rede de similaridade ponderada
relacionada a genes diferencialmente expressos na condi¢ao A, em que o YFV nao foi detectado
no cérebro, mostrou que, ¢ possivel observar 3 clusters, sendo o principal deles, ou seja, aquele
com maior quantidade de vias incluidas e genes sobrepostos, relacionado a resposta
imunolodgica adaptativa do hospedeiro e apresentacao de antigeno via MHC tipo I. No entanto,
como visto anteriormente, as vias relacionadas a este cluster estdo down-regulated. Genes com
menor coeficiente de sobreposicdo sdo encontrados no cluster relacionado ao metabolismo
celular e morfogénese de tecido epitelial ramificado. O terceiro cluster, aquele com menor
quantidade de vias relacionadas a termos ontoldgicos, esta principalmente relacionado ao
desenvolvimento da parte morfologica do encéfalo (Figura 27).

Por outro lado, o mapa de enriquecimento retratou a rede de similaridade ponderada
relacionada a genes diferencialmente expressos na condi¢do B, em que o YFV foi detectado no
cérebro. Neste foi possivel observar a formagdo de um tunico grande cluster em que houve
sobreposi¢dao de todos os genes diferencialmente expressos nesta condicao (Figura 28). A
funcdo biologica atribuida ao cluster estd diretamente relacionada a resposta imune inata do
hospedeiro frente a infeccdo causada pelo YFV, com a presenca de vias que sugerem a

tempestade de citocinas responsivas a inflamacao do cérebro.
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Figura 27 - Rede de Similaridade ponderada (YFV nao foi detectado no cérebro)
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enriquecimento de genes relacionados a expressao diferencial da condi¢do A, em que o YFV nao foi detectado no cérebro. Os nos representam um conjunto de
genes, com seu respectivo termo de processo bioldgico. O tamanho do nd representa o nimero de genes no conjunto de genes, ja a espessura da borda é
proporcional ao grau de sobreposi¢d@o entre os conjuntos de genes, calculada pelo coeficiente de Jaccard. As distancias de ligacdes entre nos, ou seja, as arestas,

representam o grau sobreposi¢@o entre o conjunto de genes definida pela coeficiente de Szymkiewicz-Simpson. A variagdo da cor do nod esta relacionada a
variagdo do valor de p ajustado.
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Figura 28 - Rede de Similaridade ponderada (YFV foi detectado no cérebro)
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Rede de Similaridade ponderada, com pesos (grau de sobreposigdo de genes, dentro dos termos ontologicos) atribuidos durante o processo de agrupamento de
enriquecimento de genes relacionados a expressdo diferencial da condi¢do B, em que o YFV foi detectado no cérebro. Os nds representam um conjunto de
genes, com seu respectivo termo de processo biologico. O tamanho do nd representa o nimero de genes no conjunto de genes, ja a espessura da arestaé
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representam o grau sobreposi¢@o entre o conjunto de genes definida pela coeficiente de Szymkiewicz-Simpson. A variagdo da cor do nd esta relacionada a
variagdo do valor de p ajustado.
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5.4.2.2. Expressao diferencial entre grupo de pacientes com virus da febre amarela
silvatico detectado no cérebro e pacientes com virus da febre amarela vacinal detectado

no cérebro

A segunda hipotese alternativa a ser testada refere-se a diferenca de expressao
génica entre pacientes que tiveram o virus da febre amarela silvatico e vacinal detectado no
cérebro. Para esta andlise, valores de expressdo génica do grupo 1 (YFV-silvatico detectado no
cérebro) e grupo 3 (YFV-17DD detectado no cérebro) foram confrontadas com o grupo 5

(controle).

5.4.2.2.1 Expressao diferencial

Foram quantificadas e classificadas a abundancia de cada biotipo génico para cada
comparagao, para fim de tomada de decisao sobre qual classe deveria ser incluida nas analises
posteriores (Figura 29). Foram identificados 11117 genes codificadores de proteinas na
comparacdo A (pacientes com o YFV-silvatico detectado no cérebro), com 619 genes
significativos (DEGs), com p<0,05. Foram 11431 genes codificadores de proteinas comparagao
B (pacientes com o YFV vacinal detectado no cérebro), com 255 genes diferencialmente

expressos (p<0,05).
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Figura 29 - Grupos de genes caracterizados no RNAseq (deteccdo molecular do YFV no tecido cerebral)
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Caracterizagdo do perfil dos genes expressos considerando os grupos de pacientes positivos para a detecgdo molecular do virus no tecido cerebral, da linhagem
silvatica e vacinal. (A) Condicao A - pacientes com detecgdo de FA silvatico no cérebro versus controle. (B) Condi¢do B - pacientes com deteccdo de FA vacinal
no cérebro versus controle.
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Genes os quais sao exclusivos de cada classe foram selecionados de forma que o
enriquecimento génico foi realizado apenas para este conjunto de genes. Na condigdo A, 542
genes sdo exclusivos, enquanto na condicdo B, 178 genes. Na intersec¢do foram encontrados

77 genes, classificados como pertencentes a ambas as condi¢des (Figura 30).

Figura 30 — Comparagdo dos genes diferencialmente expressos (detec¢do molecular do YFV no tecido
cerebral)

542 77 1 178

Comparagdo dos genes diferencialmente expressos considerando os grupos de pacientes positivos com
YFV-silvatico (WT-pos) e vacinal (17DD-pos) detectado no tecido cerebral. Em laranja, condigao A -
pacientes com o YFV-silvatico detectado no cérebro versus controle. Em verde, condi¢do B - pacientes
com o YFV vacinal detectado no cérebro versus controle. A interseccdo de classes indica os DEGs
comuns encontrados em ambas as classes consideradas nesta analise mostrando genes interclasses.

Histogramas da distribui¢do de valores de p mostram o padrao de expressao de cada
grupo estudado (Figura 31). Os dois grupos possuem um padrao de distribuicao bem diferentes,
mostrando um comportamento distinto de expressdo génica. Na condi¢do A, em que o virus
silvatico foi detectado no cérebro, por mais que exista uma grande propor¢ao de genes que
aceitem a hipotese nula (p>0,05), uma curva em “L” indica maior frequéncia de genes com p
significativos em relacdo aos demais valores de p. Ja na condi¢ao B a frequéncia de genes que
aceitam a hipdtese nula ¢ muito maior, podendo assim sugerir uma maior agressividade da

linhagem silvatica em relacdo a vacina.
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Figura 31 - Distribuicao de valores de p
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Distribuigéo de valores de p para condigdo (A) em houve detec¢do do YFV-silvatico no cérebro, e grupo
(B) em que houve deteccao do YFV-17DD no cérebro. A linha pontilhada vermelha indica o threshold
dos genes considerados diferencialmente expressos com valor de p<0,05.

De forma a hipotetizar quais genes estao envolvidos na entrada do virus silvatico e
vacinal no tecido cerebral, foram comparados os dois grupos em busca assinaturas referente a
cada linhagem.

Foram destacados alguns genes com maior FoldChange (ou diferenca de expressao)
e com valor de p significativo, nos volcanos plots (Figura 32). Na condi¢do A, em que foi
detectado o YFV-silvatico no cérebro, alguns genes down-regulated mostraram-se relevantes
como: UTP14C, MRM1,USP17L7, ARGFX, CSNK2B, MUC5AC, SELE, ZBTB22 ¢ ZNDRI,
porém ndo houve nenhum com posi¢do de destaque. O gene HLA-DRBI, foi superexpresso
nesta condi¢do cerca de 4000 vezes mais do que no grupo controle (FC = log2(12)).

J& na condi¢@o B, em que foi detectado o YFV-17DD no cérebro, o gene MRPL45
foi down-regulado mais de 4 milhdes de vezes em relagao ao grupo controle (FC = log2(22)) e

ganha destaque perante os outros genes com log2(FC) em torno de log(2-5)).
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Figura 32 - Volvano plot mostrando a expressao génica diferencial para o YFV-silvatico e YFV-17DD

A Gene expression changes in YFV WT brain positives versus control samples
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(A) Volcano plot representando os genes expressos na condi¢ao A - pacientes com detecgdo de YFV-silvatico no cérebro em comparagio ao grupo controle. (B)
Volcano plot representando os genes expressos na condi¢do B - pacientes com deteccdo de YFV-17DD no cérebro em comparagdo ao grupo controle. O eixo y
representa o valor negativo de logl0 do p-value para cada gene [-logl0 (p values)], e tragado um threshold onde o valor de p ¢ 0,05, mostrando valores
significativos acima do tracejado. No eixo x, foi representado o log2 do valor de fold-change (FC) para cada gene, indicando quais grupo de genes estdao up-
regulated ou down-regulated em comparagdo com o grupo controle. O FC ¢ calculado pelo valor de expressdo do gene na condicdo B/valor da expressao do
gene na condicao A. O threshold de 1 e -1 Log2FC foi estabelecido. Os genes representados em azul sdo os que satisfizeram a condig¢do p<0,05 & FC<= -3
(down-regulated). Os genes que satisfizeram a condigdo p<0,05 & FC>=3, estdo up-regulated e sdo representados em laranja.
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5.4.2.2.2 Analise de ontologia

Genes compartilhados entre as duas condi¢des estudadas, foram enriquecidos
buscando inferir quais seriam os processos comuns as duas linhagens que estariam relacionados
a deteccao do YFV no cérebro. Foram, portanto, enriquecidos 74 genes interclasses e analisados
na Figura 33. De forma geral, foi possivel observar grande quantidade de vias superexpressas
associadas a resposta antiviral, producdo de citocinas, quimiocinas, recrutamento de leucécitos,
linfocitos e neutrofilos.

O grau de enriquecimento foi estabelecido pelo NES (normalized enrichment
score), e todas as vias com valor de p significante foram superexpressas e tendem a estar
relacionadas a uma resposta imune exacerbada, com recrutamento de citocinas pro-
inflamatorias, leucécitos, linfocitos e neutrdfilos. A presenca do virus no tecido cerebral, pode
estar levando a apoptose de neurdnios, que consequentemente tende a regular vias que
reestabelecem a homeostase celular (via super expressa de homeostase de ion de calcio). A
superexpressdo de vias relacionadas a proliferacao celular pode ser relacionada a proliferacao
de astrécitos, que frente a estados patologicos, como infecgdes, podem fazer hiperplasia ou
hipertrofia e apresentar um estado reativo, com producdo de citocinas e tentativa de conter
"lesao", processo este denominado asrtrogliose reativa. (Figura 34).

Os resultados obtidos com a andlise em rede (gfafico gene-concept network),
mostram destaque ao gene CXCL11 que € superexpresso, € em tese, devido a encefalite viral
por FA, € responsavel principalmente por expressar quimiocinas regulatorias e regular a
migracao de células T para o local da inflamagaon (Figura 35). A centralidade deste gene, nas
principais funcdes bioldgicas caracteristicas desta condicdo, torna este gene extremamente
relevante para a elucidagdo da doenga FA no cérebro. Outro gene com destaque foi gene de
HLA com o haploétipo DRBI, que € superexpresso, porém nao desempenha papel central nas
principais vias significativas destacadas. Esta informacgao se torna ainda mais relevante, e de
facil acesso, quando observada a Figura 36, um heatmap-like de enriquecimento dos genes
interclasses que mostra uma via central, com muitos dos principais genes inclusos nela. A via
de resposta imunolodgica ativa ¢ esperada nesta condigdo em que o cérebro estd inflamado.
Como ressaltado anteriormente, genes classificados como principais ganham destaque por
terem papel central na elucidagdo de funcdes biologicas comuns as duas linhagens de FA. Estes
genes, portanto, devem fazer parte da maioria das vias enriquecidas que foram significativas.
Nesta condicao, os genes CCL-8, CXCL-10 e CXCL-11 sao principais e fazem também parte da

principal via biologica de resposta imunolégica.
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Figura 33 - Diferentes vias enriquecidas dos genes interclasses
Inter genes Group
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No eixo x, 0 “gene ratio” representa a porcentagem do total de DEGs na via dada. O grafico visualiza valores em duas dimensdes: cor e tamanho. A cor,
representa a significancia de valor de p ajustado pelo método de correcdo de Bonferroni (p valores brutos* ntimero de comparagdes). Ja o tamanho, representa
a quantidade de genes dentro de cada de via. Ao lado esquerdo do grafico estdo as vias superexpressas nesta condi¢ao, enquanto ao lado direito as vias down-
regulated.
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Figura 34 - Principais vias enriquecidas pelo GSEA dos genes interclasses
30 Hallmark pathways inter genes group
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30 principais vias enriquecidas pelo GSEA, que foram significativas (p<0,05), e seu valor respectivo valor de NES. Um valor de NES significativo positivo,
indica que os membros do conjunto de genes tendem a aparecer no topo do transcriptoma e estdo super expressos em relagcdo a condig@o controle. Os valores p
sdo destacados pela variacdo de cores.
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Figura 35 - Rede Gene-concept da condicdo em que foram analisados os genes interclasses
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Genes que sdo associados aos 20 termos principais ranqueados pelo GSEA, foram destacados na figura. Os nds representam os termos ontoldgicos, e a distincia
entre eles esta diretamente relacionada a proporgdo de sobreposicéo de genes entre os termos. O tamanho do no esta relacionado ao numero de genes associados

a cada termo e as cores destacam os valores de FC.
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Figura 36 - Classificagao funcional dos genes para o grupo de genes interclasses

taxis
signaling receptar binding - -
response to virus - - - -
response to chemokine
neutrophil migration
neutrophil chemotaxis
myeloid leukocyte migration
lymphocyte chemotaxis
leukocyte chemotaxis
immune response _ _ -
humoral immune response

hormone activity - - - fold change

5.0

homeostatic process
granulocyte migration
granulocyte chemotaxis 2.5

cytokine-mediated signaling pathway

cytokine activity
chemotaxis
chemokine-mediated signaling pathway
chemokine activity
chemical homeostasis
cellular response to cytokine stimulus
cellular response to chemokine
cellular homeostasis
cellular chemical homeostasis
cellular calcium ion homeostasis
cell-cell signaling
cell chemotaxis
calcium ion homeostasis
O

& @ & o
£ K o &
g ¥ & &

No eixo y, estdo as principais vias enriquecidas relativas aos genes interclasses. No eixo x, os genes que fazem parte dessas vias, mostrando um padrao de
expressdo génica caracteristico do que ¢ comum nas linhagens virais de febre amarela. A variacao de cor indica varia¢do do FC.
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As principais vias de processos bioldgicos possuem maior quantidade de genes
associados a elas. Na condi¢do A, em que o virus da febre amarela silvatico foi detectado no
cérebro, fica claro um padrdo de resposta imunoldgica adaptativa envolvendo producdo de
citocinas que irdo atuar na ativagdo e recrutamento de linfocitos e leucocitos e também resposta
inata frente a infec¢do (Figura 37). Além de recrutar células do sistema imune, as citocinas
também ativam astrécitos e microglia no SNC, que vao agem como mecanismo de defesa do
tecido no contexto da infeccdo. No entanto, destaca-se a down-regulation de genes que estdo
em vias relacionadas a neurotransmissao, como: secre¢ao de neurotransmissores, liberagao de
sinais nas sinapses, plasticidade sinaptica e morfogénese dos dendritos neuronais (Figura 37).
Estes resultados, podem estar possivelmente relacionados a sequelas neuroldgicas observadas
em pacientes com sobrevida pos infec¢ao por febre amarela da linhagem silvética.

As principais vias de resposta a presenca do virus vacinal no tecido cerebral
parecem ser predominantemente provenientes de uma resposta imunoldgica inata, com
producdo de interferon-gama, componente chave do sistema imune contra infecgdes virais e
consequente diferenciacdo de linfocitos e células T (Figura 38).

As principais vias selecionadas baseadas no NES, mostram que na condi¢do A
(Figura 39A), em que foi detectado o YFV-silvatico no cérebro. Todas as vias ranqueadas que
foram significativas estdo superexpressas €, assim como visto anteriormente, mostram um
padrdo de resposta imunologica adaptativa ativa. Na condi¢do B, em que o YFV-17DD foi
detectado no cérebro, encontrou-se genes vinculados a vias superexpressas de producdo de
interferon do tipo 1, contribuindo para a primeira linha de defesa antiviral e também de
interferon-gamma, que atua como molécula de citocina ativando células fagociticas, linfocitos

T e B (Figura 39B).
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Figura 37 - Vias enriquecidas para os grupos de pacientes com YFV-silvatico detectado por RT-qPCR do RNA viral no tecido cerebral
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a quantidade de genes dentro de cada de via. Ao lado esquerdo do grafico estdo as vias superexpressas nesta condigdo, enquanto ao lado direito as vias down-
regulated.
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Figura 38 - Vias enriquecidas para os grupos de pacientes com YFV-17DD detectado por RT-qPCR do RNA viral no tecido cerebral
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No eixo x, 0 “gene ratio” representa a porcentagem do total de DEGs na via dada. O grafico visualiza valores em duas dimensdes: cor e tamanho. A cor,
representa a significancia de valor de p ajustado pelo método de correcdo de Bonferroni (p valores brutos* ntimero de comparagdes). Ja o tamanho, representa
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regulated.
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Flgura 39 - Principais vias enriquecidas pelo GSEA para o YFV-silvatico e YFV-17DD
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Principais vias enriquecidas pelo GSEA, que foram significativas (p<0,05), e seu valor respectivo valor de NES. Um valor de NES significativo positivo, indica
que os membros do conjunto de genes tendem a aparecer no topo do transcriptoma e estdo superexpressos em relacao a condi¢@o controle. Os valores de p sdo
destacados pela variacdo de cores. (A) Destaque as 30 principais vias mais significativas na condi¢do A, em que o YFV-silvatico foi detectado no cérebro. (B)
Destaque as 30 principais vias mais significativas na condi¢do B, em que o YFV vacinal foi detectado no cérebro.
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A rede génica (grafico gene-concept network) obtida da andlise de enriquecimento
dos genes diferencialmente expressos da condigdao A, em que o YFV-silvatico foi detectado no
cérebro, mostrou uma unica rede, com 3 sub-clusters. Em um deles, a suas vias estdo
relacionadas a resposta imunologica adaptativa, com ativagdo de linfocitos, leucocitos e
producao de citocinas pro-inflamatorias. Em outro sub-cluster, a resposta inata ¢ caracteristica
da resposta de defesa do hospedeiro a organismos externos. O Ultimo sub-cluster, envolve genes
associados a resposta a estresse. Destacam-se entre os clusters, muitos genes centrais associados
as vias (Figura 40). Contudo, ao sobrepor a andlise desta figura a analise da Figura 41, em que
foi apresentado o mapa heatmap-like nesta condigdo, fica claro quais sdo os principais genes
(incluidos na maioria das vias destacadas - eixo y), que fazem parte também das principais vias
(que incluem a maioria dos genes - €ixo x). As principais vias sdo de resposta imunologica e de
resposta a estresse. Ja os principais genes sao, AIF1, ANXAI, C34R1, CD80, CD84, DHXSS,
FCERIG, IF116, MNDA, SUCNRI, TLR6, TREM2, VSIG4.

O mapa de enriquecimento dado por uma rede de similaridade ponderada
relacionada a genes diferencialmente expressos na condicdo A, em que o YFV-silvatico foi
detectado no cérebro mostra um unico grande cluster com funcdo biologica principal de
regulacdo de resposta imunologica, com produg¢do de citocinas perante a uma resposta
inflamatoria (Figura 42).

A rede génica que foi obtida via andlise de enriquecimento de genes
diferencialmente expressos da condicdo B, em que o YFV-17DD foi detectado no cérebro,
mostra trés clusters, sendo que a principal deles possui genes vinculados a resposta imune inata,
com producdo de interferon-gama. O gene MRPL45, ¢ destaque em um cluster em que
processos de metabolismo celular sdo ressaltados (Figura 43).

Diferente do observado na condi¢do A, tanto a rede génica, quanto o mapa heatmap-
like ndo deixam claro vias principais, com genes principais relacionados a elas (Figura 44).
Contudo, ressalta, a expressdao de log2(20) vezes menos do gene MRPL45, o qual expressa
proteinas do ribossomo mitocondrial. O mapa de enriquecimento de genes relacionado a
condi¢do B, mostra dois grandes clusters, sendo o principal deles, ou seja, aquele com maior
quantidade de vias incluidas e genes sobrepostos, relacionado a resposta imunologica e
transducao de sinal intracelular. J& o outro c/uster menor, tem como fungao biologica principal

funcdes de metabolismo celular (Figura 45).

100



Figura 40 - Rede Gene-concept para o o YFV-silvatico
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Rede Gene-concept da condicdo em que foram analisados os genes diferencialmente expressos na condigdo A, em que o YFV-silvatico foi detectado no cérebro.
Genes que sdo associados aos 20 termos principais ranqueados pelo GSEA, foram destacados na figura. Os nds representam os termos ontologicos, e a distancia
entre eles esta diretamente relacionada a proporgdo de sobreposicdo de genes entre os termos. O tamanho do né esta relacionado ao numero de genes associados

a cada termo e as cores destacam os valores de FC.
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Figura 41 - Classificacdo funcional dos genes diferencialmente expressos na condi¢do A, em que o YFV-silvatico foi detectado no cérebro
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No eixo y, estdo as principais vias enriquecidas relativas aos genes interclasses. No eixo x, os genes que fazem parte dessas vias, mostrando um padrio de
expressao génica caracteristico do que ¢ comum nas linhagens virais de febre amarela. A variacdo de cor indica variagdo do FC.
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Figura 42 - Rede de Similaridade ponderada para os genes relacionados a condi¢do A, em que o YFV-silvatico foi detectado no cérebro
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Rede de Similaridade ponderada, com pesos (grau de sobreposi¢do de genes, dentro dos termos ontoldgicos) atribuidos durante o processo de agrupamento de
enriquecimento de genes relacionados a expressdo diferencial da condi¢do A, em que o YFV-silvatico foi detectado no cérebro. Os nos representam um conjunto
de genes, com seu respectivo termo de processo bioldgico. O tamanho do nd representa o nimero de genes no conjunto de genes, ja a espessura da aresta &
proporcional ao grau de sobreposicdo entre os conjuntos de genes, calculada pelo coeficiente de Jaccard. As distancias de liga¢des entre nos, ou seja, as arestas,
representam o grau sobreposi¢do entre o conjunto de genes definida pela coeficiente de Szymkiewicz-Simpson. A variagdo da cor do no esta relacionada a

variagdo do valor de p ajustado.
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Figura 43 - Rede Gene-concept (YFV-17DD foi detectado no cérebro)
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Rede Gene-concept da condi¢do em que foram analisados os genes diferencialmente expressos na condigdo B, em que o YFV-17DD foi detectado no cérebro.
Genes que sdo associados aos 20 termos principais ranqueados pelo GSEA, foram destacados na figura. Os nds representam os termos ontologicos, e a distancia
entre eles esta diretamente relacionada a proporgdo de sobreposicéo de genes entre os termos. O tamanho do no esté relacionado ao numero de genes associados

a cada termo e as cores destacam os valores de FC.
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Figura 44 - Classificagdo funcional dos genes diferencialmente expressos na condi¢do B, em que o YFV-17DD foi detectado no cérebro
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No eixo y, estdo as principais vias enriquecidas relativas aos genes interclasses. No eixo x, os genes que fazem parte dessas vias, mostrando um padrao de
expressdo génica caracteristico do que é comum nas linhagens virais de febre amarela. A variagdo de cor indica variagdo do FC.
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Figura 45 - Rede de Similaridade ponderada (condig@o B), em que o YFV-17DD foi detectado no cérebro
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Rede de Similaridade ponderada, com pesos (grau de sobreposicao de genes, dentro dos termos ontoldgicos) atribuidos durante o processo de agrupamento de
enriquecimento de genes relacionados a expressao diferencial da condigdo B, em que o YFV-17DD foi detectado no cérebro. Os nos representam um conjunto
de genes, com seu respectivo termo de processo biologico. O tamanho do no representa o niimero de genes no conjunto de genes, ja a espessura da borda ¢
proporcional ao grau de sobreposi¢ao entre os conjuntos de genes, calculada pelo coeficiente de Jaccard. As distancias de ligagdes entre nds, ou seja, as arestas,
representam o grau sobreposi¢do entre o conjunto de genes definida pela coeficiente de Szymkiewicz-Simpson. A variagdo da cor do no esta relacionada a
variagdo do valor de p ajustado.
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5.4.2.3. Expressao diferencial entre grupo de pacientes que nio tiveram o virus da febre
amarela silvatico detectado no cérebro e pacientes que nao tiveram o virus da febre

amarela vacinal detectado no cérebro

A terceira hipotese alternativa a ser testada refere-se a diferenga de expressao génica
entre pacientes que ndo tiveram o virus da febre amarela silvatico e vacinal detectado no
cérebro, porém eram positivos para estes virus em outro o6rgdo. Para esta andlise, valores de
expressao génica do grupo 2 (YFV-silvatico ndo detectado no cérebro) e grupo 4 (YFV-17DD

nao detectado no cérebro) foram confrontadas com o grupo 5 (controle).

5.4.2.3.1. Expressao diferencial

Foram quantificadas e classificadas a abundancia de cada biotipo génico para cada
comparagao, para fim de tomada de decisao sobre quais classes deveria ser incluida nas analises
posteriores (Figura 46). Foram quantificados 11384 genes codificadores de proteinas na
condicdo A (pacientes com YFV-silvatico ndo detectado no cérebro), com 815 genes
diferencialmente expressos significativos (»p<0,05). Na condi¢ao B, 12323 genes codificadores
de proteinas B foram quantificados (pacientes com YFV-17DD nao detectado no cérebro), com

309 genes diferencialmente expressos significativos (p<0,05).
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Figura 46 - Grupos de genes caracterizados no RNAseq (pacientes negativos para a deteccdo molecular do YFV no tecido cerebral)
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Caracterizagdo do perfil dos genes expressos considerando os grupos de pacientes negativos para a detecgao molecular do YFV no tecido cerebral, da linhagem
silvatica e vacinal. (A) Condicao A - pacientes sem deteccdo YFV-silvatico no cérebro versus controle. (B) Condigao B - pacientes sem detec¢do de YFV-17DD
no cérebro versus controle.
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Genes exclusivos de cada classe foram selecionados de forma que o enriquecimento
génico foi realizado apenas para este conjunto de genes. Na condigdo A, 738 genes sao
exclusivos, enquanto na condi¢cdo B, 232 genes. Na intersec¢do foram encontrados 77 genes,

pertencentes a ambas condi¢des (Figura 47).

Figura 47 — Comparagdo dos genes diferencialmente expressos (YFV nao detectado no tecido cerebral)

738 77 232

Comparagdo dos genes diferencialmente expressos considerando os grupos de pacientes com YFV-
silvatico (WT-neg) e vacinal (17DD-neg) ndo detectado no tecido cerebral. Em laranja, condigdo A -
pacientes em que o YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro versus controle. Em verde, condicdo B
- pacientes em que o YFV vacinal ndo detectado no cérebro versus controle. E Interseccdo de classes
mostrando genes interclasses.

A distribuicdo de valores de p mostram o padrio de expressdo de cada grupo
estudado (Figura 48). Um padrao de distribui¢ao de valor de p praticamente oposto € observado
quando comparado as duas condi¢des, mostrando desta forma um comportamento distinto de
expressao génica. Na condi¢do A, em que o YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro, porém
foi detectado em pelo menos um outro 6rgdo, ¢ visto um padrdo similar do observado na
expressao de genes na condi¢do em que esta mesma linhagem foi detectada no tecido cerebral.
Uma curva em “L” indica maior frequéncia de genes com valores de p significativos em relagao
aos demais valores de p, por mais que exista uma grande propor¢do de genes que aceitem a

hipotese nula (p<0,05).
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Ja na condigdo B a frequéncia de genes que aceitam a hipotese nula ¢ muito maior,
podendo inferir que mesmo quando o YFV nao foi detectado no tecido cerebral, genes expressos

nestas condi¢des sugerem uma maior agressividade da linhagem silvética em relacdo a vacinal.

Figura 48 - Distribuigdo de valores de p (YFV nao detectado no tecido cerebral)
Distribution Pvalue Group Silvatic vs Control & Distribution Pvalue Group Vaccine vs Control
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Distribuigo de valores de p para condigio (A) em que o YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro, e
grupo (B) em que o YFV-17DD nao foi detectado no cérebro. A linha pontilhada vermelha indica o
threshould dos genes considerados diferencialmente expressos com valor de p<0,05.

A fim de hipotetizar quais genes estdo envolvidos no bloqueio de entrada do virus
silvatico e vacinal no tecido cerebral, foram comparadas as duas condigdes ¢ também realizada
a busca de assinaturas referente a cada linhagem. Nos volcano plots, foram destacados alguns
genes com maior FoldChange (ou diferenga de expressdo) e com valor de p significativo
(Figura 49A-B).

Na condi¢do A, em que YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro, alguns genes
down-regulated mostraram-se relevantes como: IGF2, CSF3, IGFN3, USPL17L7, CTB-133G,
IFNAI13, CRP, MUCS5AC, AC009950.3, GOLGAG6L22, ARLY, porém nao houve nenhum com
posicdo de destaque. Em contrapartida, os genes HLA-DRBI, e HLA-DRB5 foram
superexpressos nesta condi¢do cerca de 500 vezes mais do que no grupo controle.

Ja na condicao B, em que nao houve a deteccdo do YFV-17DD no cérebro, tantos
os genes down-regulated, quanto os superexpressos, tiveram uma variagao de log2(1,5 — 3,5)
FC entre os genes, com relagdo ao grupo controle, com destaque aos genes TAS2R43, ARFX,
TDRDI15 e MTIH (down-regulated) e FAM720, AGAPI14, CXCLIl e HLA-DRBI (up-
regulated).
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Figura 49 - Volvano plot mostrando a expressdo génica diferencial (YFV nao detectado no tecido cerebral)
A Gene expression changes in wt YFV negative brain vs control group
100 i

IGF®

" RP11-343C2.0
Céorf22m
HSPA® CElp

-log10(P-value)
o
)

ARL csFe”

IGFN®
HLA-DRBD

MUGSA
AGO09950. eyarp ORP (oo o o A . ! FSDID HLA-DRB®
........ GQ.LGAGLE’._.___.C;&mz(ism&m,b;;_ z F g g g g S Sy Sy S

-5 0 5 10
log2(fold change)

B Gene expression changes in 17DD YFV negative brains vs control group

5 TAS2R4®
NPIPAS

FAM7203> CXCL1B

¢ 0% HSPATD o
FKBPlO®

3 TDRD1B 111

CLECAR™ CES® INSRRD . °

HLA-DRBD

° . HISTIH3P AGAP1®
ARGF CR S P e : b oL
47@®, 8 & 3 o
_________________________________ SLGARERBR_ _ _ ___ _ - S R RPN DT - - o o oo

1 s ' g

[
log2(fold change)

Representacdo da expressdo diferencial de genes em diferentes condigdes. (A) Volcano plot representando os genes expressos na condi¢do A - pacientes sem
deteccdo de YFV-silvatico no cérebro em comparagdo ao grupo controle. (B) Volcano plot representando os genes expressos na condicao B - pacientes sem
detecgdo de YFV-17DD no cérebro em comparacdo ao grupo controle. O eixo y representa o valor negativo de logl0 do p-value para cada gene [—logl10 (p-
values)], e tragado um threshold onde o valor de p € 0,05, mostrando valores significativos acima do tracejado. No eixo x, foi representado o log2 do valor de
fold-change (FC) para cada gene, indicando quais grupo de genes estdo up-regulated ou down-regulated em comparagdo com o grupo controle. O FC ¢ calculado
pelo valor de expressao do gene na condi¢ao B / valor da expressdo do gene na condicdo A. O threshold de 1 e -1 Log2FC foi estabelecido. Os genes representados
em azul sdo os que satisfizeram a condigdo p<0,05 & FC<= -3 (down-regulated). Os genes que satisfizeram a condi¢do p<0,05 & FC>=3, estao up-regulated ¢
sdo representados em laranja.
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5.4.2.3.2. Analise de ontologia

Para inferir quais seriam os processos comuns as duas linhagens de YFV que
estariam relacionados ao possivel bloqueio da entrada do virus no cérebro, as principais vias
(pathways) de processos bioldgicos referentes ao enriquecimento dos genes retirados da
intersec¢do dos grupos, ou seja, aqueles genes compartilhados entre as duas condi¢des
estudadas, foram enriquecidos 77 genes pertencentes a classe interclasses. De forma geral, a
grande maioria das vias que foram superexpressas estdo relacionadas ao transporte e secrecao
de proteinas, além da organizagdo de juncdes celulares, o que nos permite hipotetizar o papel
destes processos bioldgicos na regulacdo da transferéncia de substratos para dentro e fora do
SNC. As células endoteliais dos capilares sanguineos do encéfalo estdo unidas por complexos
protéicos chamados “tight junctions” ou juncgdes de oclusdo, formando a barreira
hematoencefalica, a qual bloqueia a passagem de substancias hidrofilicas e grandes moléculas
do sangue para o parénquima do SNC e vice-versa. Além das jungdes de oclusdo, o revestimento
dos capilares sanguineos pelos pericitos e pés-astrociticos também sdo importantes para
controle de fluxo de substancias pela barreira hematoencefalica (Figura 50).

A via mais relevante apresentada no grafico de enriquecimento com valores de
NES, foi a de biogénese de componentes celulares, que segundo a definicao do gene ontology
diz respeito a sintese de macromoléculas envolvidas em componentes celulares (Figura 51).
Junto com outros achados relevantes, vias relacionadas a transporte e secrecdo de proteinas,
além da biossintese de macromoléculas (e.g., proteinas), formam um arcabougo importante para
a hipotetizag¢ao do papel da barreira hematoencefalica no bloqueio do virus da febre amarela.

Tanto no mapa de genes (Figura 52), quanto no heatmap-like (Figura 53) o gene
HLA-DRBI, que desempenha um papel critico no sistema imunol6égico, mostrou-se como
central as principais vias correspondentes a processos bioldgicos vinculados a condi¢do de
possivel bloqueio da entrada do YFV no cérebro. Além disso ele € superexpresso nessa
condi¢do cerca de log2(10) vezes mais que no controle. O gene HSPAIL, que codifica uma
proteina da familia heat shock e é expressa perante a situacdo de estresse, também ¢é central

entre vias.
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Figura 50 - Diferentes vias enriquecidas dos genes localizados na intersec¢do os pacientes em que o
YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro e para os pacientes em que o YFV-17DD néo foi detectado
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Diferentes vias enriquecidas dos genes localizados na intersecgdo entre grupos A - pacientes em que o
YFV-silvatico nao foi detectado no cérebro versus controle e grupo B - pacientes em que o YFV-17DD
ndo foi detectado no cérebro versus controle. No eixo x, o “gene ratio” representa a porcentagem do
total de DEGs na via dada. O grafico visualiza valores em duas dimensdes: cor e tamanho. A cor,
representa a significancia de valor de p ajustado pelo método de corre¢do de Bonferroni (p valores

brutos* numero de comparagdes). Ja o tamanho,

representa a quantidade de genes dentro de cada de via.

Ao lado esquerdo do grafico estdo as vias superexpressas nesta condi¢ao, enquanto ao lado direito as

vias down-regulated.
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Figura 51 - Principais vias significativas enriquecidas pelo GSEA (utilizando os genes presentes na

intersecgao)

cellular component biogenesis

cellular component assembly

protein localization to organelle

positive regulation of protein transport

positive regulation of establishment of protein localization
response to cytokine

cellular response to cytokine stimulus

regulation of protein localization

Pathway

regulation of protein transport

regulation of establishment of protein localization

regulation of peptide transport

cellular component organization or biogenesis

establishment of protein localization

protein localization

ossification

embryonic morphogenesis

30 Hallmark pathways NES from GSEA

0
Normalized Enrichment Score

pvalue
0.01

0.02
0.03

0.04

Principais vias significativas enriquecidas pelo GSEA, (p<0,05), e seu valor respectivo valor de NES.
Os genes que foram enriquecidos estdo presentes na intersecgdo entre grupos A - pacientes em que o
YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro versus controle e grupo B - pacientes em que o YFV-17DD
ndo foi detectado no cérebro versus controle. As principais vias enriquecidas pelo GSEA, que foram
significativas (p<0,05), e seu valor respectivo valor de NES, foram apresentadas. Um valor de NES
significativo positivo, indica que os membros do conjunto de genes tendem a aparecer no topo do
transcriptoma e estdo superexpressos em relagdo a condicao controle. Os valores p sdo destacados pela

variacdo de cores.
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Figura 52 - Rede Gene-concept da condicdo em que foram analisados os genes presentes na intersec¢do entre os pacientes em que o YFV-silvatico ndo foi

detectado no cérebro e para os pacientes em que o YFV-17DD néo foi detectado no cérebro
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Rede Gene-concept da condigdo em que foram analisados os genes presentes na intersec¢@o entre grupos A - pacientes em que o YFV-silvatico nao foi detectado
no cérebro versus controle e grupo B - pacientes em que o YFV vacinal ndo foi detectado no cérebro versus controle.Genes que sdo associados aos 20 termos
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a proporg¢ao de sobreposi¢cdo de genes entre os termos. O tamanho do né esta relacionado ao nimero de genes associados a cada termo e as cores destacam os

valores de FC.
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Figura 53 - Classificagdo funcional dos genes presentes na intersec¢do entre os pacientes em que o YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro e para pacientes em que o YFV-
17DD nao foi detectado no cérebro
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No eixo y, estdo as principais vias enriquecidas relativas aos genes interclasses. No eixo x, os genes que fazem parte dessas vias, mostrando um padrio de
expressdo génica caracteristico do possivel bloqueio do YFV em ambas linhagens virais de febre amarela. A variacdo de cor indica variagdo do FC.
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Os pathways enriquecidos de genes pertencentes a classes em que o YFV-silvatico
e vacinal ndo foram detectado no cérebro, porém foram detectados em pelo menos um o6rgao
(Figura 54A-B) de maneira a elucidar se ha mecanismos envolvidos no bloqueio da passagem
do YFV para o sistema nervoso exclusivo de cada linhagem viral.

Na condi¢dao A, em que o virus silvatico ndo foi detectado no tecido cerebral, as
principais vias enriquecidas mostram que mesmo com a auséncia do virus genes de resposta a
estimulos externos sdo ativados, além também de mecanismos de defesa e resposta a estresse,
possivelmente indicando inflamagdo no cérebro. Em contrapartida, na condi¢do B, em que o
YFV-17DD nao foi detectado no cérebro, ressalta-se vias de transporte e regulagdo de calcio
intracelular, o qual ¢ importante para a integridade das “tight junctions” que forman a barreira
hematoencefalica e bloqueiam passagem de substancias e agentes infecciosos para dentro do
SNC.

O grafico com valores de NES, mostram que na condigdo A, as vias mais
significativas sdo aquelas vinculadas a diferencia¢ao de células musculares lisas vasculares,
componentes criticos da unidade neurovascular e importantes para regulacdo do fluxo
sanguineo cerebral e integridade da barreira hematoencefalica. Na condi¢do B, a via com maior
NES foi a de resposta imunologica inata. Contudo a presenga da maioria das vias voltadas a
transporte e regulagao do calcio continua intrigante (Figura 55).

Ao estudar o mapa de genes (Figura 56), junto com o heatmap-like (Figura 57),
muitas vias se mostram centrais ao perfil de expressdo génica da condi¢do A, principalmente
aquelas relacionadas a resposta a estimulos. Contudo, nenhum gene se relaciona de maneira
central as essas principais vias. As figuras ressaltam a superexpressao do gene HLA-DRBS,
porém ele ndo ¢ chave na defini¢do do perfil génico desta condigdo.

Diferente do observado na condicdo A, a analise do mapa de genes (Figura 59) e do
heatmap-like (Figura 60) dos genes enriquecidos referente a condigdo B, em que o YFV-17DD
nao foi detectado no cérebro, mostrou uma via principal de destaque com 3 principais genes
associados a elas. A via de transducdo de sinal intracelular pode estar vinculada a sinalizag¢ao
de calcio, o qual ¢ utilizado para conduzir processos intracelulares. E os principais genes sdo o
CXCLY, CXCL10, CXCLI1, quimiocinas que desempenham papel critico no controle de entrada
de leucdcitos no cérebro, perante neuroinflamacao.

O mapa de enriquecimento da condicdo A, em que o YFV-silvatico nao foi
detectado no cérebro mostra a formacao de 3 clusters (Figura 58), sendo o principal deles, ou
seja, aquele com maior quantidade de vias incluidas e genes sobrepostos, dividido em dois sub-

clusters ligados por via de genes expressos em células musculares em desenvolvimento. A
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principal relagdo entre genes ¢ visto entre vias de resposta a sinalizacao celular perante estresse
celular devido a possivel inflamagao no tecido cerebral. Os outros dois clusters menores estao
relacionados a quimiotaxia, migrac¢do celular, vias apoptoticas e percep¢ao sensorial (Figura
58). No mapa de enriquecimento da rede de similaridade ponderada relacionada a genes
diferencialmente expressos na condi¢do B, em que o YFV-17DD nao foi detectado no cérebro
foi possivel observar a formagdo de um Unico grande cluster, dividido em dois subclusters
(Figura 61). O menor, € relacionado a resposta imunoldgica e genes que expressam interferon-
gama. Ja o principal deles, com maior sobreposi¢do de genes diferencialmente expressos nesta
condi¢do, tem como principal fungdo bioldgica atribuida a manutengdo da homeostase celular

por ions de calcio.
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Figura 54 - Diferentes vias enriquecidas em condigdes distintas (YFV-silvatico e YFV-17DD negativos no tecido cerebral)
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Flgura 55 - Vias enriquecidas pelo GSEA (YFV-silvatico e YFV-17DD negativos no tecido cerebral)
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Vias enriquecidas pelo GSEA, que foram significativas (p<0,05), e seu valor respectivo valor de NES. Um valor de NES significativo positivo, indica que os
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pela variacdo de cores. (A) Principais vias em destaque da condigdo A, em que YFV-silvatico (YFV-WT) nio foi detectado no cérebro. (B) Principais vias em

destaque da condicao B, em que YFV-17DD (YFV-17DD) nao foi detectado no cérebro.

120



Figura 56 - Rede Gene-concept da condigdo em que foram analisados os genes diferencialmente expressos na condi¢do A, em que o YFV-silvatico ndo foi
detectado no cérebro
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Genes que sdo associados aos 20 termos principais ranqueados pelo GSEA, foram destacados na figura. Os nos representam os termos ontologicos, e a distancia
entre eles esta diretamente relacionada a proporcao de sobreposi¢cdo de genes entre os termos. O tamanho do n6 esté relacionado ao nimero de genes associados
a cada termo e as cores destacam os valores de FC.
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Figura 57 - Classificagdo funcional dos genes diferencialmente expressos na condicao A, em que o YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro
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Figura 58 - Rede de Similaridade ponderada atribuidos durante o processo de agrupamento de enriquecimento de genes relacionados a expressao diferencial
da condicdo A, em que o YFV-silvatico néo foi detectado no cérebro

) ) [ ] .
negative regulation‘of phosphorylation ) ) ) ) ‘
ne‘gahve regulation of intracellular signal transduction

negative-regulation oﬂ)a‘[alytic activity
‘ _ : negativg regulation.of molecular function-q o yative requlation of cellular protein metabolic process
negative regulation of|protein metabolic process® - negative.regulation‘of cell communication

negative regulation of respense to stimulus, @ negative-regulation of signal transduction sensory perception of taste
negative regulation of biological process-requlation of signalitransduction @egative regulation of signaling
response 10 stress-regulation of response to stimulus-regulation of cell communication ) e )
response to external stimulus\ﬁ @:=qulation of signaling sensory perception of chemical-stimulus

regulation of pr&ieolysis

]
i i bk a o . X - o .
response.to abiotic stimulus cell-surface(jeceptor sngr}almg pGE|\'Gwmunlca}ﬂoﬂnegatlve regulation of cellular process detection of chemical stimulus
TSSpanse “L:t'm”‘us signaling detection of chemical stimulus involved in sensory perception® size
respense’to chemical Zgellular responsegolstimul@s-positive reulation of response to stimulus @ =
defense response® ) ~response-to organic-substance positive regulation of cell population proliferation |
cellular response-to.organic/substance . . Q-
® cellular response to chemical stimulus

response to Cytokine @
p.adjust

response to estradiol 00025

0.0050
muscle strugture development 0.0075

muscle cgll differentiation

vascular associated smgoth muscle cell differentiation

smooth muscle celﬁjifferentiation

tissue mﬁration regulation of smootrgmusc\e cell differentiation

positive chergotaxis
®cqulation of extrinsic apoptotic signaling pathway
extrinsiciapoptotic Sigma\ing‘pathway via death domain receptors

negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathwa:
g g pop 9 9 patfgay respanse to interferon—-gamma

o
extrinsic apoptotic signaling pathway

Rede de Similaridade ponderada, com pesos (grau de sobreposi¢do de genes, dentro dos termos ontoldgicos) atribuidos durante o processo de agrupamento de
enriquecimento de genes relacionados a expressdo diferencial da condi¢do A, em que o YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro. Os nds representam um
conjunto de genes, com seu respectivo termo de processo bioldgico. O tamanho do no representa o nimero de genes no conjunto de genes, ja a espessura da
borda ¢ proporcional ao grau de sobreposicdo entre os conjuntos de genes, calculada pelo coeficiente de Jaccard. As distancias de ligagdes entre nos, ou seja, as

arestas, representam o grau sobreposi¢ao entre o conjunto de genes definida pela coeficiente de Szymkiewicz-Simpson. A variagdo da cor do n6 esta relacionada
a variacao do valor de p-ajustado.
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Figura 59 - Rede Gene-concept da condicdo em que o YFV-17DD nao foi detectado no cérebro
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Genes que sdo associados aos 20 termos principais ranqueados pelo GSEA, foram destacados na figura. Os nds representam os termos ontoldogicos, e a distancia
entre eles esta diretamente relacionada a proporgdo de sobreposicéo de genes entre os termos. O tamanho do né esta relacionado ao numero de genes associados

a cada termo e as cores destacam os valores de FC.
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Figura 60 - Classificagdo funcional dos genes diferencialmente expressos na condi¢do B, em que o YFV-17DD néo foi detectado no cérebro

sequestering of calgium ion

release of sequestered calcium ion into cytosol

regulation of sequestering of calcium ion

regulation of release of sequestered calcium ion into cytosol
regulation of metal ion transport -

regulation of cytosolic calcium ion concentration

regulation of calcium ion transport into cylosol

I-ljl-ll

regulation of calcium ion transport

regulation of calcium ion transmembrane transport

positive regulation of release of sequestered calcium ion into cytosol
positive regulation of cytosolic calcium ion concentration

positive regulation of calcium ion transport into cytosol

positive regulation of calcium ion transport - fold change

positive regulation of calcium ion transmembrane transport 6
negative regulation of sequestering of calcium ion
maintenance of location in cell

lymphocyte chemotaxis

£
intracellular signal transduction
innate immune response
divalent metal ion transport
divalent inorganic cation transport

cylosolic calcium ion transport

el e =N EE

cellular calcium ion homeostasis
cAMP-mediated signaling
calcium ion transpart into cytosol

calcium ion transport -
calcium ion transmembrane transport
calcium ion transmembrane impart into cytosol
calcium ion homeostasis

adenylate cyclase-activating G protein-coupled receptor signaling pathway

kvf\:‘bVTQ-Q‘\DJNW‘\IVJ\NQ%@A\/Q)(DQ{-Q-V"J o SN S ~ T - BN s A . ¥
F & F I G g P &FFEFFEFTEEFTFIIELESEFE &g ELFE
3] SOQ‘}'(S\'OQQQQQUQQ & 5 [ R P 3.'\,8‘

2 =

B IS
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expressdo génica caracteristico do que é comum nas linhagens virais de febre amarela. A variagdo de cor indica variagdo do FC.
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Figura 61 - Rede de Similaridade ponderada, com pesos atribuidos durante o processo de agrupamento de enriquecimento de genes relacionados a expressao
diferencial da condig¢do em que o YFV-17DD néo foi detectado no cérebro
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Rede de Similaridade ponderada, com pesos (grau de sobreposigdo de genes, dentro dos termos ontologicos) atribuidos durante o processo de agrupamento de
enriquecimento de genes relacionados a expressao diferencial da condi¢ao B, em que o YFV-17DD nao foi detectado no cérebro. Os nds representam um
conjunto de genes, com seu respectivo termo de processo bioldgico. O tamanho do nod representa o nimero de genes no conjunto de genes, ja a espessura da
arestaé proporcional ao grau de sobreposi¢do entre os conjuntos de genes, calculada pelo coeficiente de Jaccard. As distancias de ligagdes entre nos, ou seja, as

arestas, representam o grau sobreposi¢@o entre o conjunto de genes definida pela coeficiente de Szymkiewicz-Simpson. A variagdo da cor do n6 esta relacionada
a variagdo do valor de p-ajustado.

126



Capitulo 6

127



6. DISCUSSAO

O género Flavivirus compreende um grupo de virus de RNA, transmitidos por
vetores artropodes, que causam um amplo espectro de doengas potencialmente graves, que
incluem as febres hemorragicas (125), choque (126), encefalites (127), anormalidades
congénitas (128), que podem culminar em casos fatais (3,129). Este amplo espectro clinico para
apresentacdo da doenca que podem ser causadas por diferentes Flavivirus, refletem
principalmente o potencial tropismo celular caracteristico de cada espécie viral, além da
capacidade de antagonizar a imunidade do hospedeiro (130). Quando infectados por Flavivirus,
os hospedeiros vertebrados, como os humanos podem enquadrar-se em duas grandes categorias
de doengas graves, que incluem as viscerotropicas e as neurotropicas (131). Este estudo teve
como objetivo investigar a capacidade de neuroinvasdo do SNC pelo YFV-silvatico e YFV-
17DD (vacinal), buscando elucidar a diferenca de expressao génica quando comparados grupos
em que estas linhagens virais foram detectadas no cérebro de pacientes que apresentaram como
desfecho o 6bito com suspeita associagdo ao YFV, e também, comparando o grupo dos
pacientes que apresentaram neuroinvasao ao grupo em que nao houve neuroinvasao.

Para realizagdo do estudo, tecido cerebral post-mortem (lobo frontal) foi coletado
de treze pacientes, sendo trés deles controles (onde o Obito ndo foi associado a doengas
infecciosas). Estudos de expressdo génica em tecidos post-mortem sdo ferramentas muito Uteis
para entender a patogénese de doencas infecciosas neurotropicas, contudo a obtengdo de RNA
de qualidade ¢ um grande desafio técnico que pode afetar sigificativamente a qualidade dos
dados gerados para andlises de expressao gé€nica utilizando transcriptoma. Em materiais
cerebrais post-mortem, geralmente ¢ assumido que a determinagdo de RIN (RNA integrity
number), ¢ um indicador para a caracterizar a qualidade/integridade dos RNAs presentes na
amostra. Contudo, diversos estudos sugerem que o RIN ndo reflete necessariamente a
disponibilidade de mRNAs intactos € que esse parametro ¢ considerado potencialmente
enganoso, principalmente quando usado como uma medida da qualidade geral do tecido
cerebral post-mortem (132,133). Segundo Sonntag et al. 2016 (133), ao analisar o tecido
cerebral humano post-mortem, o RIN reflete uma diminui¢do na quantidade total de mRNA,
em vez da integridade, sugerindo que ¢ uma medida incompleta da qualidade geral dos RNAs
presentes no cérebro (133). Em contraste com dados publicados, nos quais a degradagdo do
RNA era controlada em condi¢des de laboratério (134), a degradagdo do RNA no tecido
cerebral post-mortem ndo € controlada, o que pode ter sido um fator contribuinte para a

variabilidade de RIN observada no estudo.
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A reproducao dos dados 6micos, com multivariaveis (como por exemplo, utilizando
os genes) em forma de PCA, fornece informagdes sobre a estrutura geral do conjunto de dados
analisados e s@o usados para entender padroes de agrupamento entre amostras. Mais do que
clusterizacdo por linhagem viral, a clusterizacao por positividade no tecido cerebral foi também
observada (Figura 15). Quando observado o PC1 (com 25% de variancia) versus PC2 (com
18% de variancia), mesmo ndo havendo clusterizacdo, observa-se que a amostra C49 (YFV
com virus silvatico detectado em pelo menos um 6rgao, porém negativo no tecido cerebral) estd
como outlier. Devido a faléncia hepdtica de todos os pacientes incluidos no grupo com YFV
detectado em pelo menos um 6rgdo, o cérebro passa a responder alterando a expressao de genes
para proteinas que desempenham papel fundamental para funcionamento e homeostase do SNC.
Contudo, o paciente C49 foi o Unico a ter uma grave herniagdo cerebral proveniente de um
edema causado pela encefalopatia hepatica devido a complicacdes da insuficiéncia hepatica
aguda. O aumento da pressdo intracraniana se deve ao edema cerebral citotdoxico (inchago
astrocitico) causado pelo acimulo de glutamina, a qual ndo ¢ eficientemente convertida a partir
da alta concentracdo de amonia cerebral. A catilise da reacdo que converte amdnia em
glutamina ¢ feita pela enzima glutamina sintetase, primordialmente expressa nos astrocitos
(135). Assim, essa diferenca de expressdao justifica-se por genes alterados vinculados a
herniagao, ou entdo, por ser mais um dos quadros atipicos para desfecho associado a YF.

Para a investigacdao de doenca associada ao YFV-17DD, amostras coletadas foram
caracterizadas por histopatologia (infiltrados virais condizentes com doenga por YF) e por
técnica molecular (deteccdo do YFV-17DD por RT-qPCR), pois ambos os critérios devem ser
preenchidos para conclusdo de caso. O paciente C37, um paciente de 19 anos, sem
comorbidades, foi vacinado e teve dbito associado a uma apendicite aguda perfurada dois dias
apos ser vacinado. O RNA viral correspondente ao YFV-17DD foi identificado por RT-qPCR
em 5 dos 7 orgdos estudados, sendo eles: coragao (Ct = 37,25), pulmao (Ct = 35,88), rim (Ct =
35,65 ), bago (Ct = 26,66), figado (Ct = 22,78). Embora nenhum achado histopatolégico tenha
sido encontrado, classificando-o, portanto, como sem critérios para doenga vacinal, o virus
vacinal foi detectado em 5 6rgdos. No entanto, YFV ndo foi detectado no tecido cerebral, o que
torna este paciente, importante para estudar a acessibilidade ao SNC, neurotropismo e
neuroinvasividade. Além disso, muitos estudos atuais (136—139) mostram uma prevaléncia
marcante de casos de apendicite aguda apds a vacinagdo (140,141), embora nenhum estudo
tenha sido relatado com a febre amarela.

Max Theiler, ganhou o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1951 pelo

desenvolvimento da vacina anti-YF (vacina de virus vivo atenuado) (68). Porém, ainda em
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1937, ele monstrou a existéncia de um neurotropismo significante do YFV em camundongos e
macacos, o que constituiu um desafio para o desenvolvimento de platafomas vacinais para
humanos (142). Desde entdo, muitos estudos mostraram o efeito da neuroviruléncia do YFV-
17D, associados a efeitos adversos vacinais (59,143—-145). Contudo, nenhum estudo foi
publicado ainda sobre o efeito da linhagem silvatica no cérebro de pacientes infectados com
YFV, e também sobre quais fatores estdo relacionados ao neurotropismo, neuroinfectividade e
neuroviruléncia. Portanto, o ineditismo deste nosso estudo, ¢ de suma importancia para a
descricao das primeiras informagdes acerca da neuropatogenicidade na YF, ndo somente da
linhagem silvatica, mas também como um padrdo novo de reagdo adversa vacinal ao virus YFV-
17DD. Decifrar o papel de diferentes genes neste contexto, permite postular, a partir de vias
que foram enriquecidas, assinaturas preditoras de neuroinvasao e de respostas compartilhadas
e diferenciais observadas para as duas linhagens do YFV.

Visto que este estudo foi realizado observando um status pontual da doenca, em
que individuos com uma infeccao sistémica por YF tiveram o SNC atingido ou nao pelo virus
no momento da sua morte, foi possivel investigar cendrios da patogenicidade do YF, porém de
forma muito pontual em relagdo a linha do tempo da infeccdo. Inicialmente, com a inteng¢ao de
observar apenas a influéncia da detec¢ao ou ndo do YFV (independente da linhagem), em tecido
cerebral, os grupos 1 U 3 (com deteccdo do YFV no cérebro) e os grupos 2 U 4 (onde YFV ndo
foi detectado no cérebro) tiveram os valores de expressao génica comparados ao grupo controle
(grupo 5), aqui considerados como um grupo de pacientes contendo expressdo basal em
condi¢des fisiologicas, e assim, foi obtido os valores de expressdo génica diferencial. Uma
quantidade similar de genes diferencialmente expressos em ambas as condi¢des mostram que a
presenca causada pelo YFV no tecido cerebral nao esta associada a grandes diferencas
numeéricas em nivel de expressao génica, quando comparado a auséncia do YFV no cérebro.

Durante a coevolugdo virus-hospedeiro, os Flavivirus desenvolveram estratégias
notaveis para a sua manutengao e sobrevivéncia dentro da célula hospedeira, ¢ dentre elas, um
mecanismo evolutivo de evasdao imunologica que limita as respostas imunes do hospedeiro em
favor da replicagdo viral (130). Os Flavivirus possuem proteinas imunomoduladoras que
desempenham este papel (130). Apds a inoculagdo a partir da picada de um mosquito infectado,
o YFV passa a replicar nos tecidos locais, em seguida migra para os ganglios linfaticos,
replicando em mondcitos, resultando na chamada viremia primaria, e subsequentemente, o virus
¢ distribuido para tecidos periféricos pelo sistema circulatério (5). Para completar o ciclo de
biomagnificacdo e replicacdo viral intra-hospedeiro, esses virus utilizam os mecanismos de

evasdo da resposta imunologica para que o sistema imune, apresente tolerancia a amplificacao
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periférica, e consequentemente, possa atingir a circulacdo e atravessar as barreiras importantes
para a fisiologia e defesa de agentes externos, como a BHE. Devido ao recorte temporal do
estudo, os pacientes considerados negativos para YFV, ndo tiveram o virus detectado no
cérebro. Contudo, por mais que ndo haja em nossos resultados uma correlacdo direta entre
tempo de doenga e deteccdo do virus no cérebro, sabemos que possivelmente, o virus nestes
pacientes ainda nao teria tido tempo de alcancar/romper a BHE.

Para investigar os mecanismos moleculares envolvidos na acessibilidade do virus
ao tecido cerebral, um dos principais genes destacados nos pacientes que conseguiram limitar
essa acessibilidade (YFV-negativos no tecido cerebral) foi o gene HLA-DRA, caracterizado
como down-regulated com cerca aproximadamente log2(20) menos expresso. Cabe frisar que
o gene HLA-DRA desempenha um papel crucial na resposta imunologica adaptativa, permitindo
ao sistema imunoldgico reconhecer e reagir de forma coordenada a ameagas como patdogenos
invasores. Ele estd ligado a apresentacdo de antigenos as células T auxiliares, essenciais na
coordenacdao da resposta imune adaptativa, ativando outras células como células B e T
citotoxicas para combater infeccdes. O gene HLA-DRA down-regulated pode impactar a
capacidade das células apresentadoras de antigenos em alertar eficazmente as células T
auxiliares sobre a presenca de patégenos, potencialmente explorada por patégenos para evadir
o sistema imunologico e prejudicar uma resposta eficaz. Ademais, a ligagao de IFN-o/p ao
receptor de IFN-o/p na superficie das células infectadas desencadeia a ativagcdo da via de
expressao génica que estabelece mecanismos antivirais no hospedeiro. A down-regulation de
vias de IFN-a nesta condi¢cdo também enfatiza o potencial efeito neuroevasor do YFV. Em
outro trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, dados de transcriptoma de figado
post-mortem também mostram inumeras vias imunoldgicas down-regulated, principalmente
quando comparados ao grupo do YFV-silvatico versus controle, onde ativagdo de leucdcitos,
ativacao de resposta imune adaptativa, e ativagdo da produgdo de IFN, s3o algumas das
principais vias classificadas como down-regulated (dados ndo publicados). Um estudo
analisando o soro de pacientes com YF revelou a ocorréncia de um aumento significativo de
citocinas, indicando gravidade na doenga sistémica. Os pacientes mais graves distinguem-se
dos casos leves principalmente devido a flutuagdes no niumero de neutréfilos, que ¢ atribuida a
supressao da resposta imune ativa (146).

Neste contexto, para o grupo com YFV detectado no cérebro, os nossos resultados
corroboram com resultados esperados e encontrados na literatura, indicando que a presenca de
vias super expressas de producdo de citocinas, podem estar relacionadas ao agravamento da

doenca no cérebro. Sob uma perspectiva historica, a tempestade de citocinas, foi bem elucidada
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durante o estudo abordando a infeccao causada pelo virus Influenza, e ficou conhecida como
influenza-like syndrome, que de forma geral era encontrada apds infecgdes sistémicas
(147,148). Rothwell et al. descreve no capitulo do livro “Immune response in nervous systems”,
que as citocinas possuem efeitos relevantes na fungdo do sistema nervoso quando sob condi¢ao
patoldgica (149). Em nossos dados, a produgdo de citocinas pelo sistema imunoldgico inato
ocorre em resposta ao YFV, quando este, consegue atravessar a BHE. No entanto, a presenca
exacerbada destas proteinas pode estar ligada a danos severos no SNC, como consequente
prejuizo das fungdes neurais. Infelizmente, ndo houve o acompanhamento prospectivo de
nenhum paciente com sobrevida para realizar uma avaliagdo de possiveis sequelas neurologicas
associadas a infec¢do causada pelo YFV.

A BHE, composta por células endoteliais dos capilares cerebrais que estdo
interligadas pelas tight junctions, e suportadas por astrocitos e pericitos ¢ apenas uma das
barreiras entre o sistema periférico e o SNC. O endotélio do plexo-coroide ndo possui a fungao
de barreira em si, contudo um conjunto de células epitélio-endoteliais formam tight junctions,
que inibem a difusdo paracelular de moléculas soluveis em 4dgua no liquido cefalorraquidiano,
estabelecendo a denominada barreira hemato-liquido cefalorraquidiano (BHLC) (150). Alguns
virus, como Zika (ZIKV), virus do oeste do Nilo (WNV), e o virus da encefalite japonesa (JEV),
sao conhecidos por também utilizar a BHLC para atingir o SNC, uma vez que antigenos virais
foram encontrados em células do plexo cordide em experimentos in vitro (151). Os resultados
de expressdo génica observados em nosso estudo, no grupo em que o YFV nao foi detectado no
tecido cerebral, mostram a superexpressdo de genes relacionados a vias de morfogénese do
epitélio ramificado, sugerindo que em resposta a infec¢do, genes foram expressos de forma a
aumentar a prote¢do do SNC, diminuindo a passagem de patégenos via BHLC. No entanto,
ainda nao hé estudos suficientes que mostrem o papel da BHLC na neuroinvasao viral. Porém,
estudos atuais, a exemplo do desenvolvido por Marshall et. al., que utilizou organdides
infectados com SARS-CoV-2 para estudar patogénese e neurotropismo podem servir como base
para o estudo de neuroinvasdo para os arbovirus (152).

A anadlise de dados de expressdo génica entre pacientes positivos (virus detectado
por RT-qPCR) e controles, foi realizada na busca de assinaturas génicas referente a infeccao e
replicacdo das linhagens silvatica e vacinal do YFV no tecido cerebral. Quando observados os
histogramas de valores de p para as duas linhagens, os dois grupos apresentaram assinaturas
distintas. Enquanto a curva em formato de “colina” do grupo YFV-17DD versus controle,
ressalta uma pequena quantidade do total de genes como diferencialmente expressos e que

rejeitam a hipotese nula (p<0,05), a curva em formato “L”, o grupo YFV-silvatico versus
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controle mostra que uma grande quantidade de genes rejeitam a hipotese nula e se enquadram
como diferencialmente expressos com p<0,05. Ainda, para o virus silvatico, este possui mais
de duas vezes a quantidade DEGs em relagdo ao virus vacinal.

A obrigatoriedade do uso de uma célula hospedeira, faz com que virus tenha que
fazer uso eficaz da maquinaria celular para o sucesso na biomagnificagdo ¢ formacdo de
progénie viral explorando picos adaptativos. Durante as infecgdes virais, as mitocondrias sao
também afetadas pelo virus, e possivelmente influenciadas por alteracdes fisiologicas, as quais
podem ser um dos componentes chave para a sua persisténcia viral no organismo hospedeiro,
como ja foi descrito para o virus da hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV) (153,154). Esta
persisténcia deve-se principalmente a teoria de que interagdes virus-mitocondria promovem
alteracdes nos mecanismos de sinalizacdo antiviral associados as mitocondrias (do inglés,
mitochondrial antiviral signaling - MAVS). Estudos mostram que para o HCV, mitofusinas
(proteinas de membrana mitocondrial) interagem com o MAVS e iniciam uma atividade
antiviral eficaz (155), no entanto, o bloqueio destas leva ao decaimento das respostas antivirais,
podendo assim sugerir que a integridade mitocondrial e de suas fungdes ¢ essencial para a
manuten¢do da imunidade inata perante uma infec¢do viral (156). Crucialmente, em nosso
estudo, o gene MRPL45, um gene que codifica proteinas ribossomais da mitocondria,
encontrou-se aproximadamente 4 milhdes de vezes menos expresso na condicdo em que o virus
vacinal foi detectado no cérebro em relacdo a condicao controle. Isso nos possibilita hipotetizar
que a down-regulation de um gene mitocondrial poderia influenciar diretamente no MAVS,
fazendo com que a imunidade inata do hospedeiro seja prejudicada, beneficiando desta forma,
a replicagdo do YFV. Ademais, este achado implica numa possivel reducao de atividade
mitochondrial, que pode ter um impacto na progressdo da neuropatogénese e em desfechos
desfavoraveis.

Neste sentido, vale mencionar um estudo utilizando o ZIKV em cultura de células
neurais humanas, mostrou que a infec¢ao por ZIKV interrompeu a dindmica mitocondrial,
alterando sua funcdo nestas estrturas, e que o silenciamento de genes envolvidos na fissdo das
mitocondrias, influenciou positivamente na sobrevivéncia das células neuronais, revelando uma
possivel abordagem teraputica promissora envolvendo o controle da desregulagdo
mitocondrial apo6s infeccdo por ZIKV. O estudo conclui que a desregulacdo mitocondrial
contribui para a morte celular mediada por ZIKV em células neuronais (157). Seguindo este
raciocinio, um possivel dano neurolégico devido a morte neuronal poderia ter ocorrido no grupo
em que o virus vacinal foi detectado no cérebro e que a atividade mitocondrial poderia estar

desregulada, dado o padrdo de expressdo génica observado.
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O denominado “privilégio imunoldgico” do SNC ¢ definido pelo controle do
trafego de células imunes para dentro do SNC, o qual ¢ altamente regulado de forma a evitar
respostas inflamatorias agudas in sifu, ja que o cérebro possui baixa capacidade regenerativa.
Contudo, ainda ¢ permitido um baixo nivel de imunovigilancia de células T para manter sob
controle pequenas inflamagodes (84). Estudos mostram que em resposta a uma inflamagao
sistémica, o endotélio cerebral componente da BHE, estimula o trafico linfocitario e de células
natural killer, neutréfilos, e monocitos (84,158), respostas estas também observadas em nosso
estudo, em que vias enriquecidas de genes comuns a condi¢@o positiva no cérebro (deteccao do
virus YFV-silvatico e vacinal por RT-qPCR) mostram a superexpressao de vias envolvidas na
quimiotaxia de células imunes. Neste sentido cabe observer que o mecanismo de astrogliose
reativa, € caracteristico de disturbios neurologicos, incluindo infec¢des do SNC. Foi definido
por Moulson et. al., que a astrogliose reativa ¢ um processo pelo qual os astrocitos tornam-se
reativos em resposta a lesdes e inflamacgdes, que sdo tipicamente descritas como hipertrofia com
expressao aumentada da proteina acida fibrilar glial (do inglés, glial fibrillary acidic protein -
GFAP). Estas mudangas incluem alteragdes na regulagdo transcricional, mudanga bioquimica,
morfolégica e/ou fisioldgica (159) e permite que os astrocitos realizem papéis adicionais
quando o SNC encontra-se em estado inflamatorio, a exemplo de suporte metabolico para
neurdnios que estdo vulneraveis, regulacdo da BHE, imunomodulagdo e remodelamento
sinaptico. Assim como observado em nosso estudo em que vias de calcio foram superexpressas
quando o YFV foi detectado no tecido cerebral, estudos mostram que as vias alteradas de
sinalizacdo de calcio nos astrocitos reativos podem refletir diretamente o consumo local de
energia em resposta a tecidos neuronais danificados, sendo assim considerado um marcador de
inflamacao local, uma vez que o fendtipo reativo dos astrécitos frequentemente ¢ encontrado
em doencgas do SNC (160,161).

Genes centrais como CXCLI0, podem estar diretamente relacionados a infiltragao
leucocitaria, diminui¢ao da expressao de proteinas importantes para o funcionamento das tight
Jjunctions e consequente aumento da permeabilidade da BHE (162). Outro gene que pode ser
considerado central e marcador de inflamagao, também foi encontrado nesta condigdo, é o gene
CCLS, além de estar incluso em quase todas as principais vias expressas nesta condigdo, foi
superexpresso e ¢ responsavel pela quimiotaxia de monocitos para dentro do SNC. A infiltragao
de monocitos ¢ tida como marcador de inflamagao no SNC, incluindo por infec¢des virais. Estas
células ndo especializadas, migram para o SNC, e se diferenciam em células dendriticas e
magrofagos, e passam a desempenhar fungdes antivirais efetoras, como apresentagdo de

antigenos, estimulagdo de células T e producao de citocinas pro-inflamatoérias (163).
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De uma visao sistémica, ¢ possivel afirmar que em ambas as condigdes estudadas
(YFV-silvatico e vacinal detectado no cérebro) houve a ativagao de resposta imune inata e
adaptativa em resposta ao virus, com ativacao de células T, principalmente linfocitos TCD4+
auxiliares que sdo diferenciados em células Thl responséaveis pela expressdo de interferon
gamma I[FN-y. Posso aqui acrescentar, uma diferenga observada se dd em relacdo ao
metabolismo de amdnia, ja que no grupo pacientes que tiveram o virus vacinal detectado no
cérebro, vias de processamento de glutamina estdo down-regulated, podendo assim perturbar a
homeostase cerebral em consequéncia da hiperamonemia e decréscimo da expressdo de
glutamina sintetase, responsavel pela metabolizagdo de amonia (164). Além disso, a fungdo
mitocondrial perturbada (down-regulation do gene MRPL-45) ¢ resultado direto de
citotoxicidade induzida por amoénia (165).

E interessante notar que em outros tipos de vacinas, como as plataformas baseadas
em mRNA e adenovirus, desenvolvidas para contra o virus SARS-CoV-2, lesdo hepatica devido
a exacerbacao autoimune e aumento do nivel sist€émico de amodnia foram relatados em casos de
reacOes adversas devido a hepatite autoime. Isto permite hipotetizar que além do
hepatotropismo classico da YF, semelhangas moleculares entre proteinas virais e proteinas
especificas do figado, podem levar a um sistema imunoldgico reativo e a consequente
destruicao de células hepaticas (166—169).

Da mesma forma que foi observado no grupo em que o YFV-17DD e silvatico
foram detectados no cérebro, uma maior quantidade de DEGs (aproximadamente 3 vezes mais)
foram encontradas no grupo de pacientes em que YFV-silvatico ndo foi detectado no cérebro,
porém foi detectado em pelo menos um 6rgdo e caracterizando o paciente como positivo.
Portanto, observando a superexpressao de vias vinculadas ao transporte e secre¢do de proteinas
no grupo de genes comuns a classe de YFV-silvatico e vacinal ndo detectado no cérebro, ¢
possivel hipotetizar que, devido a infecgdo sist€émica de pacientes que foram a 6bito por YF,
existe uma alteracao na regulagdo da transferéncia de proteinas para dentro e fora do SNC. Isso,
pode estar associado a um mecanismo de prote¢do do tecido cerebral contra eventuais danos,
dada a infiltracdo viral. Sabe-se que as funcdes da BHE sdo altamente reguladas quando o
organismo encontra-se sob infec¢do sistémica e esta alteracdo pode ser classificada como
disruptiva (presenca ou auséncia de ruptura fisica da BHE devido a alteragcdes em nivel
histologico, com alteragdes nas tight junctions) e nao disruptiva (como por exemplo, mudanga
no trafego através daa BHE e portanto nas quantidades de moleculas atuando no cérebro). Se
nao houver alteragao disruptiva da BHE, ndo significa que o SNC nio possa estar sendo alterado

e sofrendo alteragdes neuroldgicas, uma vez que as alteragdes nao disruptivas também podem
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levar a danos (84), sugerindo assim, que alteragdes compensatérias na BHE perante uma
inflamacao sistémica, previne o afrouxamento das tight junctions, porém facilita o aumento da
permeabilidade de proteinas pro-inflamatdrias para para dentro do SNC (84).

Ainda ndo esté claro na literatura se as sindromes neuroldgicas associadas ao YFV
sdo devido a infeccdo direta por YFV das células cerebrais, ou entdo secundarias a fendmenos
imunomoduladores. E interessante pensar que mesmo na auséncia de componentes virais, danos
a BHE podem ocorrer simplesmente mediados por efeitos inflamatorios da infeccao sistémica,
sem infecc¢do direta de neurdnios ao redor do endotélio cerebral. Em um estudo realizado com
uma coorte de pacientes que foram a 6bito devido a COVID-19, ensaios de imunofluorescéncia
mostraram lesdes a BHE, mesmo sem a deteccdo do virus neste tecido, ressaltando que se a
infeccdo sistémica for suficientemente grave, pode causar alteragdes ndo disruptivas associadas
a perturbagdes na BHE (170). Junto com outros estudos publicados recentemente, pode-se
concluir que mesmo quando relatados sintomas neurologicos pre-mortem, este achado ndo ¢
resultado de infeccao viral direta do parénquima cerebral, mas provavelmente influenciado pela
infeccdo sistémica (171).

Wenzel et. al. também mostrou que o SARS-CoV-2 pode afetar o SNC diretamente
pela infec¢do das células epiteliais da BHE, contudo nenhum virus foi detectado no tecido
cerebral neste estudo (172). O autor ainda hipotetiza que a rara detecgao de SARS-CoV-2 no
tecido cerebral poderia ser explicada pela rapida inducdo de morte de células endoteliais
infectadas, assim como ocorre em macrofagos pulmonares infectados por este virus, que sofrem
morte celular devido um estado inflamatdrio prévio devido a liberagdo de citocinas locais. O
achado mais interessante deste estudo, no entanto, € que a morte celular induzida pela replicagao
do SARS-CoV-2 nos macroéfagos infectados, impediu a replicagdo viral no tecido pulmonar e
consequente a propagacdo viral (173), e o mesmo foi demonstrado quanto a infec¢do do
endotélio cerebral (174). Em principio, pode-se hipotetizar algo semelhante quando pensado na
infeccdo do YFV, uma vez que pacientes que ndo tiveram a deteccdo do YFV no cérebro
tiveram o virus detectado por imunohistoquimica nas células do endotélio. Como efeito da
morte celular, o virus perde o seu local de replicagdo, sendo esta uma das possiveis estratégias
antivirais do hospedeiro. Acho relevante aqui enfatizar que em nosso estudo, achados
histopatologicos no grupo de pacientes que nao tiveram o YFV-silvatico e vacinal detectado no
tecido cerebral, ressaltam possiveis danos a BHE devido a infiltracdo inflamatéria perivascular
que poderiam levar a danos neurologicos.

Quando observada as vias do grupo com YFV-silvatico e vacinal detectado no

cérebro, a via de secregdo e transporte de ions de calcio esta super expressa. Isto sugere, como
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jéa enfatizado anteriormente, um estado inflamatorio devido a astrogliose reativa. De maneira
similar, e indo de encontro com as hipoteses aqui apresentadas de que a auséncia do virus ndo
¢ indicador de auséncia de neuroinflamag¢do, muitas vias de regulacdo de transporte e secre¢ao
de ions de calcio também estdo expressas na condi¢gdo em que o YFV-17DD nao foi detectado
no cérebro mostrando que mesmo na auséncia do virus, a exacerbacao da sinalizagdo de calcio
devido a astrécitos reativos a YF sistémica sao indicadores de gravidade. Assim como descrito
por Galea et al. (84) mesmo na auséncia de neuroinvasao de patdogenos, a inflamagao sistémica
estimula a passagem de leucdcitos para o cérebro, resultados estes observados com a super
expressdo de genes que expressam citocinas que induzem o trafico leucocitario, CXCLY,
CXCLI10e CXCLI1I.

Pacientes com sobrevida e que tiveram sintomas neurologicos persistentes apos a
YF, como dificuldade cognitiva, fadiga e disfungdo autdbnoma, sugerem um quadro de sindrome
pos-viral associada ao SNC. A doenca neurologica associada a vacina da febre amarela (do
inglés, YF vaccine—associated neurologic disease -YEL-AND) ¢ um evento adverso raro, e
potencialmente grave ja bem descrito na literatura, com uma incidéncia no Brasil que varia de
0.2- 0.9 casos/100.000 doses (59,175), contudo nada foi encontrado na literatura referente a
sindrome neurologica associada a infecgdo pelo virus silvatico.

Como conclusao de nossos achados até aqui descritos, fica possivel sugerir que em
casos de sindrome neurolodgica, pacientes que foram infectados com o YFV-silvético ou tiveram
reacdo adversa a vacina (YFV-17DD) podem apresentar os seguintes atributos: (7) as particulas
virais de YFV podem ultrapassar BHE e atingir o tecido cerebral; (ii) as particulas de YFV
atingiram a BHE, infectaram as células endoteliais, contudo, podem ndo a ultrapassar € nao
chegaram ao cérebro; (iii) quando as particulas virais de YFV ndo atingem o SNC, existe
perturbacdo na expressao génica que pode estar associada aos danos neurologicos secundarios
da infeccao sistémica. Em casos que o YFV foi detectado no cérebro, uma resposta imunoldgica
contra o virus foi destaque com produgao de citocinas pré-inflamatérias, € migragao de células
imunes. No entanto, naqueles casos em que o YFV ndo foi detectado no cérebro, indicios de
inflamacao como a exacerbacao de vias relacionadas a secre¢do e transporte de proteinas e ions
de calcio para dentro do SNC fundamentam nossa conclusdo de que sindromes neuroldgicas

associadas ao YFV podem ser secundarias a efeitos da infecgao sistémica.

7. Limitag¢oes do trabalho
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O trabalho aqui apresentado foi desenvolvido ao longo de 5 anos e durante essa
jornada houveram alguns fatores limitantes do nosso trabalho. Inicialmente cabe dizer que por
se tratar de um estudo realizado em cérebro humano post-mortem, a disponibilidade de amostra
que satisfizesse os critérios de inclusdo nos grupos delineados para o estudo era escassa,
principalmente amostras de casos caracterizados como suspeita de reacdo adversa vacinal.
Pacientes controle que nao foram a 6bito por nenhuma doenga infecciosa também foram dificeis
de encontrar e principalmente de conseguir consentimento da familia para inclusdo na pesquisa.

As amostras foram coletadas de dezembro de 2017 a setembro de 2018, levando
cerca de um ano para que conseguissemos a inclusdo de todos os pacientes com critérios de
inclusdo validos. No entanto, para que um experimento de RNA-seq seja feito sem nenhum
viés, os grupos deveriam ter aproximadamente a mesma média de idade, sexo e ndo possuir
comorbidades que poderiam alterar o resultado da expressdo génica. Contudo, isso ndo foi
possivel devido a escassez de amostras. Devido a degradacdo do RNA, o tempo post-mortem
(TPM), também foi um fator importante para a inclusdo de casos € muitas vezes nao tivemos
como optar por aqueles com menor TPM, mesmo que ndo tenhamos encontrado correlagdo
entre TPM e RIN. Contornamos este problema, utilizando um kit que permite trabalhar com
RNAs fragmentados/com algum nivel de degradagdo. Ademais, ndo obtivemos informagdes
relevantes quanto ao hospedeiro em relagdo a vacinagdo prévia, o que nos permitiria avaliar
estes casos de uma forma mais completa. Creio que os dois principais fatores limitante de nosso
estudo estejam relacionados a: (i) o estudo corresponde a um recorte temporal da doenga como
um todo, ndo permitindo assim obter resultados totalmente conclusivos quanto a
neuroinvasividade do YFV no SNC; (if) mesmo sendo uma técnica muito sensivel, resultados
negativos de RT-qPCR ndo necessariamente garantem que o virus ndo conseguir invadir o SNC
e chegar ao cérebro, e sendo portanto, sugestivo para isso.

No entanto mesmo considerando o0s caveat acima citados, nosso estudo
colaborativo foi longo, detalhado, exploratorio, desafiador e inovador em inumeras frentes.
Acredito que conseguimos atingir uma grande parte dos objetivos esperados e ter trazido
informagdo meritdria, que acrescenta um marco ao entendimento da neuropatologia da febre

amarela.

8. Perspectivas Futuras

Com este trabalho foi possivel realizar uma vasta leitura da neuropatologia do YFV,

via analise de expressdo génica de pacientes com o virus da linhagem silvatica e vacinal
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detectados em tecido cerebral post-mortem. A andlise das principais vias que foram
superexpressas ¢ down-regulated associadas a genes em diferentes grupos de pacientes, nos
permitiu fazer algumas hipoteses referente a neuropatologia do YFV. Contudo, muito ainda
deve ser feito para que as hipdteses aventadas fiquem melhor embasadas ou sejam refutadas.

Inicialmente para futura publicacdo entendo que os principais genes relevantes em
cada condi¢do devam ser validados por RT-qPCR. Devido ao alto custo e como alternativa ao
método de single-cell RNAseq (sc-RNAseq), gostaria de propor o uso do bulk-RNAseq para
realizacdo do método de deconvolucdo para compreender a composicdo celular e possiveis
padrdo de reguladores associados as condi¢des estudadas. Com esta analise poderemos inferir
se houve migracao de células imunes, perda neuronal, entre outros. Experimentos in vitro
utilizando o YFV-silvatico e vacinal para infectar células neurais, ou organoides cerebrais
seriam muito importantes para investigar a infectividade, o tropismo e a cinética de replicagao
do YFV. Em nosso estudo por meio da analise do corte histologico foi possivel observar que o
YFV nao infecta neurdnios, e possivelmente a morte neuronal se d4 devido a efeitos secundarios
da infec¢do de outras células do SNC, assim como acontece com o HIV (176). No entanto,
experimentos in vitro, seriam de extrema importancia para validar tais achados.

Genes principais aqui citados, também poderiam servir de base para experimentos
de silenciamento génico em camundongos em busca de melhor entendimento da
neuropatogenicidade do YFV. Nao foi possivel somente com os dados obtidos aqui, concluir se
0 YFV nio foi detectado no cérebro devido ao tempo de doenga do paciente, ja que ndo houve
diferenca significativa de tempo de infecgdo entre os grupos estudados, assim, seria de extrema
valia estudar em que momento o virus adentra o sistema nervoso analisando camundongos
infectados com YFV modificado com a inser¢do de um gene luminescente € monitoramento
diario coletando o cérebro para verificagdo de carga viral e imunofluorescéncia. E possivel,
também, injetar corantes (Blue Evans) no sistema circulatério de camundongos para ajudar a

entender a dindmica da BHE perante a uma infecgao viral sistémica.
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The largest outbreak of yellow fever of the 21° century in the Americas began in 2016, with intense
circulation in the southeastern states of Brazil, particularly in sylvatic environments near densely
populated areas including the metropolitan region of Sao Paulo city (MRSP) during 2017-2018. Herein,
we describe the origin and molecular epidemiology of yellow fever virus (YFV) during this outbreak
inferred from 36 full genome sequences taken from individuals who died following infection with
zoonoticYFV. Our analysis revealed that these deaths were due to three genetic variants of sylvatic
YFV that belong the South American | genotype and that were related to viruses previously isolated

in 2017 from other locations in Brazil (Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia and Rio de Janeiro states).
Each variant represented an independent virus introduction into the MRSP. Phylogeographic and
geopositioning analyses suggested that the virus moved around the peri-urban area without detectable
human-to-human transmission, and towards the Atlantic rain forest causing human spill-over in nearby
cities, yet in the absence of sustained viral transmission in the urban environment.

Yellow fever virus (YFV) is an enveloped virus of the family Flaviviridae (genus Flavivirus) with a single stranded,
positive-sense RNA genome of approximately 11 kb that encodes a single polyprotein cleaved into three structural
(capsid (C), membrane (M) and envelope (E)) and seven non-structural proteins (NS1-NS5)!. The virus com-
prises a single serotype with four genotypes: (i) East Africa, (i) West Africa, (iif) South American I and (iv) South
American I1*? that may have diverged around several thousand years before present*® with a possible origin in
the African continent®®, Historical evidence points to a YFV introduction in the Americas around the 17" cen-
tury, possibly due to the slave trade>>~7. After its introduction, YFV established both urban and sylvatic cycles”*,
and several urban outbreaks have been reported in Brazil since the 17" century’. The circulation of YFV in the
urban cycle in the American continent was initially mitigated by curbing the infestation of Aedes aegypti and later
with the advent of an effective vaccine in the early 20" century”!?, with considerable success. As a consequence,
the last urban outbreak of YFV was officially reported in 1942 in Brazil®. After the reintroduction of A. aegypti
in the 1970’s'"!? the virus remained, until recently, largely in sylvatic environments in the Americas, infecting
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non-human primates (NHPs) with sporadic cases in susceptible human hosts. The main vectors of YFV in the
sylvatic cycle are mosquitoes of the genera Haemagogus and Sabethes'>'.

In 2014, intense enzootic activity of YFV was detected in Mato Grosso do Sul and Goias states that adjoin the
Amazon region of Brazil'>!¢. YFV carried by infected monkeys kept moving in a general southeasterly direction,
and in 2016 cases were reported in Minas Gerais, reaching epidemic proportions in 2017, during which cases
were also reported in the states of Rio de Janeiro, Espirito Santo and Bahia'’~>.

Between January 2016 and January 2018, seven countries and regions of the Americas reported cases of yel-
low fever in their territories (Bolivia, Brazil, Colombia, Ecuador, French Guiana, Peru and Suriname), with the
highest indices in Brazil. In early 2018 an unusually large increase in the number of confirmed cases was observed
in the state of Sdo Paulo??. A peak of notified human cases was reached in January 2018, This was the larg-
est outbreak registered in 21% century in the most populated state of Brazil, including the densely populated
metropolitan region of Sdo Paulo city (MRSP), which is the largest conurbation in the southern hemisphere
with around 23 million inhabitants. Until 2018, vaccination was not generally recommended in MRSP because
YFV had been absent in recent decades. Hence, most of the population in the area was susceptible to YFV and
autochthonous cases were reported®**. Due to the outbreak in Sao Paulo, vaccination campaigns were initiated
for resident populations, starting in northern peri-urban settings bordering forested and rural areas, where cases
of YFV were previously reported. Subsequently, vaccination was extended to the whole urban population as well
as to all inhabitants of the Sdo Paulo state as the epidemic expanded®. As this is the first time in the 21 century
that cases of YFV have appeared in the MRSP, we sought to characterize the circulating viruses and establish their
origin by studying their evolution and phylogeography based on samples taken from patients who died during
the 2017-2018 outbreak.

Material and Methods

Ethical statement. The human autopsies analyzed in this study were performed after obtaining informed
consent of the family members and following the protocol approved by the research ethics committee of the
Clinical Hospital of the University of Sdo Paulo School of Medicine (HCFMUSP) (CAPPesq #426.643). All the
methods were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations of the ethics committee of
the HCEMUSP following the approval CAPPesq #426.643. All participating families were asked to sign a free and
informed consent form, authorizing the autopsy and all experiments performed with the collected tissues. All
laboratory procedures listed below were performed in a biosafety level (BSL)-2 laboratory, in accordance with the
Brazilian standards of the Ministry of Health for Biological Agents Risk Classification®.

Patients and samples. Overall, we analyzed 81 patients 67 of whom were confirmed to have died following
YFV infection. We successfully acquired 36 genome sequences from the 67 yellow fever deaths, with the remain-
ing samples being of insufficient quality to obtain YFV genomes at the necessary coverage. The suspected case
definition of YFV infection was established by the Brazilian Ministry of Health and the Health Department of
Sao Paulo State and included patients with sudden onset high fever associated with jaundice and/or hemorrhage
who had lived or had visited areas with YFV epizootics (i.e., clusters of infections in non-human primates (NHP)
or isolation of YFV in vectors), regardless of the vaccine status for YFV, during the preceding 15 days. Confirmed
cases had compatible clinical presentation and laboratory confirmation by at least one of the following meth-
ods: (i) serum IgM positive (MAC-ELISA); (ii) detection of YFV-RNA by qRT-PCR in blood samples; (iii) virus
isolation; (iv) histopathology compatible with YFV hepatitis with detectable antigen in tissues by immunohisto-
chemistry technique. All cases received the definitive laboratorial diagnosis of YFV by the Adolfo Lutz Institute
(TAL), the State Reference Laboratory. Previous exposure or co-infection by Hepatitis A virus (HVA), B (HBV),
C (HVC), Cytomegalovirus (CMV), Herpes virus (HSV), Dengue virus (DENV), Chikungunya virus (CHIKV),
Human Immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), leptospirosis and other non-infectious diseases etiologies for
acute hepatitis were accessed and cases were excluded following clinical diagnostic methods. Epidemiological,
clinical (including demographic data, preexisting medical conditions, clinical signs and symptoms and in-hospital
follow-up until death) and other laboratory features were collected from the medical charts.

Autopsy protocol and tissue processing. The Service of Verification of Deaths of the Capital - USP
investigated deaths due to yellow fever from December/2017 to April/2018. Autopsies were performed following
the Letulle technique, where all the organs were removed en masse (one block), requiring dissection organ by
organ to exam them individually. Briefly, the dissection was performed in the following organs: (i) heart; (ii) lung;
(#i) brain; (iv) kidney; (v) spleen; (vi) pancreas; and (vii) liver.

Molecular characterization. Nucleic acid extraction from all collected tissues was performed using the
TRIzol® reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and carried out according to the manufacturer’s instruc-
tions. Molecular detection of YFV was performed with the use of the AgPath-ID One-Step RT-PCR Reagents
(Ambion, Austin, TX, USA) with specific primers/probe previously described?. To identify cases of adverse vac-
cine response (i.e., fatal cases associated with the vaccine virus) we used specific primers/probe specific for the
vaccine virus®. qRT-PCR reactions consisted of a step of reverse transcription at 45 °C for 10 min, enzyme activa-
tion at 95 °C for 10 min, and 40 cycles at 95°C for 15s and 60 °C for 45 s for hybridization and extension using the
ABI7500 equipment (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Sequencing and viral genome assembly. Based on the RNA viral concentration, total RNA were
extracted from the liver tissues using the TRIzol® reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Subsequently,
the RNA was purified with DNase I and concentrated using the RNA Clean and Concentrator ™ kit (Zymo
Research, Irvine, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The paired-end RNA libraries were
constructed and validated using the TruSeq Stranded Total RNA HT sample prep kit (Illumina, San Diego, CA,
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USA). Sequencing was done at the Core Facility for Scientific Research — University of Sao Paulo (CEFAP-USP/
GENIAL) using the Illumina NextSeq platform. Each sample was barcoded individually, which allowed sep-
aration of reads for each patient. Short unpaired reads and low-quality bases and reads were removed using
Trimmomatic version 0.36 (LEADING:20 TRAILING:20 SLIDINGWINDOW:4:25 MINLEN:36)%*. Consensus
genomes were assembled with paired-end reads using Bowtie2 v.2.3.4.3% using default parameters.

Datasets. All full genomic sequences available from YFV that contained information on location and date
of isolation were recovered from the National Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/) website. Sequences were aligned to our 36 new YFV genomes (Supplementary Table 1)
using Clustal Omega v.1.2.4%.. A list of the sequences used is available in Supplementary Table 2. Recombinant
sequences were screened using all algorithms implemented in RDP4 program (RDP, GENECONY, BootScan,
MaxChi, Chimaera, Siscan and 3Seq) using the default settings®. No evidence for recombination was detected.
Sequences containing long contiguous stretches of undefined nucleotides were excluded. A final alignment of
complete genome sequences was manually inspected and edited using the program AliView v.1.18%. After pre-
liminary phylogenetic analyses, the master alignment comprising 135 full-length, curated sequences encoding the
complete viral polyprotein (dataset-1) (Supplementary Table 2) was subdivided into two data sets for further anal-
ysis: (i) a data set containing 98 genomes of the SA1 and SA2 genotypes from the Americas (dataset-2); and (ii) 74
sequences from 2017 and 2018 sampled from the states of Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Rio de Janeiro and
Sao Paulo (dataset-3) (Supplementary Tables 2 and 3). All alignments are available in the Supplementary Data
and on GitHub (https://github.com/MarieltonCunha/ViralDiversity/).

Phylogenetic analysis. Phylogenetic trees of YFV based on full-length, curated coding sequences for all
the data sets were estimated using the Maximum Likelihood (ML) method implemented in IQ-TREE 1.5.5* with
automatic model selection by ModelFinder and using the Bayesian Information Criterion (BIC)*. The robust-
ness of the groupings observed was assessed using 1,000 non-parametric bootstrap replicates. ML and Bayesian
maximum clade credibility (MCC) trees (see below) were visualized and plotted using FigTree v.1.4.3%. All taxon
labels for sequences used in this work are presented in the format: genotype/accession number/strain name/local
of isolation/date of isolation. We explored the temporal signal (i.e., molecular clock structure) and quality of our
data set using TempEst v.1.5.1%".

Phylodynamics and phylogeographic analysis. The spatio-temporal evolution of YFV spread was
inferred within a Bayesian framework as implemented in BEAST v.1.10.1%. An initial descriptive summary of
the demographic history of YFV was approximated using the Bayesian SkyGrid coalescent model® and revealed
no significant variation in genetic diversity (a marker of population size) during the period of our analysis. Based
on previous estimates of evolutionary dynamics of related YFV'74, we tested uncorrelated relaxed molecular
clocks assuming a log-normal distribution, in combination with constant size, exponential and logistic growth
demographic models (Supplementary Tables 4 and 5). Phylogeographic patterns and parameters were estimated
using the Bayesian inference through Markov chain Monte Carlo (MCMC) run for 50 million states, sampling
every 5,000 states with a 10% burn-in. Convergence and the effective sample size (ESS) > 200 were examined
using Tracer v.1.7.1*!. Likewise, the maximum clade credibility tree (MCC) was visualized and edited in FigTree
v.1.4.3%. We recorded the time to the most recent common ancestor (tMRCA) and their 95% Bayesian credible
intervals (HPD) for the MCC tree. To calculate the log marginal likelihood for molecular clock and demographic
model selection, we used the path sampling (PS) and the stepping-stone (SS) sampling approaches by running
100 path steps of 1 million iterations each*’. The spatiotemporal spread of YFV was visualized and plotted with
SPREAD3*. XML input files for BEAST are available in the Supplementary Data and on GitHub (https://github.
com/MarieltonCunha/ViralDiversity/).

Geopositioning of samples. To analyze the geographical proximity among fatal human and NHP cases we
calculated the spatial distances between all cases using available geoposition information. We geopositioned only
those fatal human and NHP YFV cases that occurred in the MRSP (47.0-46.2 S, 23.9-23.1 W), using the available
data on patient residence and day of death. NHP cases were included only for those were coordinates for the place
of where carcasses were found was available. For fatal NHP cases, the date the carcass was found was assumed to
be the day of death, although death may have taken place a few days before. Distances between the human and
NHP fatal YEV cases were calculated based on the available coordinates. Geographic pairwise distance matrices
among all YFV cases (in kilometers) were clustered using the neighbor joining algorithm available in the PHYLIP
v.3.695 package*, this enabled us to produce a dendogram based on geoposition information.

Results

Epidemiological surveillance of YFV in Sdo Paulo, 2017-2018. From January to August 17, 2018,
the State of Sao Paulo reported 3028 suspected cases of yellow fever, 537 (17.7%) of which were confirmed, with
498 (92.7%) autochthonous cases and 35 (6.5%) imported from other states**. Of the 498 autochthonous cases,
176 died, resulting in a mortality frequency of 35.4%™*. Despite the magnitude of the outbreak in So Paulo, little
is known about the epidemiological, genetic and evolutionary characteristics of the virus circulating in the state.
Accordingly, among all patients who died with suspected YFV infection between December 2017 and April 2018,
we focused on 81 cases identified through the service of verification of deaths of the capital - USP (SVOC-USP) in
the city of Sdo Paulo (Fig. 1A). Our qRT-PCR results indicated that 67/81 (82.7%) individuals had been infected
by YFV, while five were shown by qRT-PCR to only carry the vaccine strain YFV-17DD alone, suggesting that
their death was associated with an adverse response to the vaccine as previously reported**-*, and nine were
negative for YFV infection in all tissues tested (Fig. 1B,C). All 67 confirmed YFV deaths were due to complica-
tions of fulminant yellow fever hepatitis, with hepatic encephalopathy, severe coagulopathy, bleeding (mainly
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Figure 1. The current outbreak of yellow fever virus in Brazil (2016-2018). (A) Brazilian states with YEV
cases recorded and sequenced in humans, non-human primates (NHP) and mosquitoes between 2017-2018.
A grey circle marks the metropolitan region of Sdo Paulo (MRSP). (B) Cycle threshold according to each of the
7 tissues analyzed for positive patients. Boxplots represent the 75th percentile, median, 25th percentile and the
whiskers extend to the highest and lowest value in the 1.5x interquartile range. The different colors represent the
different tissues analyzed. (C) Total cases recorded represented sylvatic cases of YFV (qRT-PCR positive cases)
during the epidemiological weeks covered by the study (week 52 of 2017 to week 17 of 2018). (D) Relationship
between the average coverage and the Ct values obtained for each sequenced sample. The data indicate that

we obtained the expected direct inverse relationship between Ct and coverage parameters, as indicated by the
trend line. (E) Combined coverage (normalized by the sample average) along all 36 sequenced YFV genomes
generated in this study.

gastrointestinal, pulmonary and/or cerebral hemorrhages), renal dysfunction and secondary infections. We were
able to successfully sequence the full YFV genome from 36 of these patient samples.

All of our cases were sampled in 17 localities in the Sdo Paulo state, from which 16 localities had fatal cases
due to YFV (Supplementary Table 6). Our molecular diagnostics indicated a peak of cases during the first epi-
demiological weeks of 2018, particularly at the end of January, coinciding with official cases notifications data
(Fig. 1C). The median age of people with confirmed infection was 49.12 years (range 16-87) and were mainly
male (82.09-55/67).

Genomic surveillance. Because detailed spatio-temporal resolution of viral evolution often relies on a few
nucleotide differences among otherwise closely related viruses, complete genomes with high coverage for each
base position are a prerequisite for robust inference. Therefore, to select the appropriate clinical specimens for
viral sequencing, we analyzed cycle threshold (Ct) data from qRT-PCR from viral RNA in seven distinct tissues/
organs (heart, lung, brain, kidney, spleen, pancreas and liver) to choose samples with the lowest possible Cts.
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Figure 2. Time-stamped, MCC tree of YFV South American genotype I in Brazil recovered under the logistic-
lognormal demographic model. The different colours indicate samples from different locations. The black circles
represent posterior support upper than 0.7. The single synapomorphic change observed in Clade II [N1646T
(NS3)] is shown in the box over the branch leading to Clade II-D. The three distinct introductions in the
metropolitan region of Sao Paulo (MRSP) are shown (See also Fig. 3).

In general, all tissues had normally distributed Ct values, with the exception of the liver, which had a moder-
ately asymmetrical distribution and a deviation to lower Ct values, and hence generally inferior to other tissues
(Fig. 1B). In total, we obtained 36 complete YFV genomes from the 67 positive patients (Fig. 1D,E). All sequences
of the current outbreak belonged to the South American I genotype (Supplementary Fig. 1), and were related with
sequences previously isolated in neighboring states in 2017 (Fig. 2) with no evidence of recombination. Based on
the phylogenetic analysis, we could infer at least three distinct introductions of YFV in the MRSP: (i) A major
clade (34 genomes) in the northwest of the MRSP coming from Minas Gerais due to NHP movement, and likely
emerging between April 2017-October 2017 (95% HPD; mean - July 2017) (Fig. 3 and Supplementary Tables 4
and 5), (ii) one virus lineage from a case from Espirito Santo (Patient 16), and (iii) one from a case from Rio de
Janeiro (Patient 48) (Fig. 2). Importantly, our patient’s records indicated the two single introductions were due
to people visiting enzootic locations in these states and did not appear to have caused detectable additional cases
in the MRSP.

Origin of the 2016-ongoing Yellow Fever virus outbreak. Phylogenetic (Supplementary Figs. 1 and 2)
and phylogeographic (Figs. 2, 3 and Supplementary Tables 4 and 5) analyses of samples from the 2017-2018 YFV
outbreak allowed us to reveal the origin and spread of YFV in the Southeast and Northeast region of Brazil. In
particular, there was evidence of two distinct zoonotic clades (Clade I and IT) that likely separated in Minas Gerais
(location posterior support of 0.8) between November 2013-June 2016 (95% HPD; mean date of June 2015). The
mean rate of Clade I and II migration during the whole sampled period 2017 to 2018 was approximately 3.3 km/
day (95% HPD = 2.25-4.37 km/day) with a mean evolutionary rate of 9.85 x 10~* nucleotide substitutions per
site, per year (subs/site/year) (95% HPD =6.52 x 10~*— 1.35 x 107 subs/site/year). We now describe these two
clades in more detail.

Cladel. CladelI divided into two smaller clades (CI-A and CI-B) in 2016 (95% HPD of divergence time = July
2015 - September 2016) and likely in Minas Gerais (location posterior support of 0.82) (Fig. 2). CI-A then
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Figure 3. Highest posterior probability migration paths for the YFV Clades I and II from 2016 to 2018 towards
the metropolitan region of Sdo Paulo (MRSP), based on the analysis of 74 complete genomes. Although the
sample size is small such that inferences should be made with caution, three distinct introductions in the MRSP
are shown and strongly supported. The spatiotemporal spread was visualized with SPREAD?3.

diversified and moved and into peri-urban and forested regions in the state of Minas Gerais, causing an outbreak
after January 2017, then moving onto Bahia. In contrast, Clade CI-B likely diversified in the forest region in the
border between Minas Gerais and Espirito Santo, also in 2016, and then moved to Espirito Santo and Rio de
Janeiro, causing in both states an outbreak during the first part of 2017. Two YFV patients who died in 2018 and
resided in the MRSP had visited Espirito Santo (Patient 16) and Rio de Janeiro (patient 48). Fittingly, the virus
phylogeny showed that their posthumous viral samples were nested among isolated viruses from the areas they
visited (Fig. 2). These results indicated that CI-B was circulating until early 2018.

Cladell. This clade caused the majority of the deaths in the MRSP (Fig. 2). It diverged into Clades CII-C and
CII-D in the state of Minas Gerais, with a location posterior support of 0.87, near the border with Sao Paulo
between June 2016 - January 2017 (95% HPD; mean - December 2016) (Fig. 3). Subsequently, CII-D moved
towards the MRSP, causing epizootics beginning between April 2017-October 2017 (95% HPD; mean - July 2017)
(Supplementary Fig. 3) in forest parks (Horto Florestal and Cantareira State Park) that form a belt around the
Northern part of the MRSP (Fig. 4). It is noteworthy that our inferred dates correspond well with the reported
official cases of YFV cases in NHP and humans (Fig. 4). It is also notable that CII-D is also defined by a unique
synapomorphic substitution (N1646T) in the NS3 gene that is not present in CII-C and Clade I viruses (Fig. 2).

Geopositioning analysis. In total, 230 NHP carcasses were collected in the MRSP. Of these, 136 were mem-
bers of the genus Alouatta (howler monkeys), 14 were Callithrix genus (marmosets), and five were Cebus genus
(capuchin monkeys). The species identity of the remaining 75 carcasses were not determined (Fig. 4) (data pro-
vided by the Adolfo Lutz Institute). Analysis of spatio-temporal data showed that the YFV outbreak progressed in
different directions in humans and NHPs (Figs. 4 and 5). While the outbreak in NHPs had a tendency to move in
a south-southwest direction, in humans the outbreaks in a southeast direction (Figs. 4 and 5).

Several geographically well-defined clusters can be observed in the dendogram inferred from the pairwise
geographic distances matrix among all YFV cases (Fig. 5). Two areas of intense epizootics were inferred in the
north and southwest forested areas around the MRSP. We also inferred a large cluster of cases of NHP and humans
in the northern region, Cantareira and Horto Florestal State parks, spreading to the nearby towns of Mairipora
and Guarulhos, where most of the human and NHP cases were reported. Another cluster represents NHP cases
from the southwestern of the MRSP, around Cotia, where the second most affected NHP population was present.
Hence, the most striking finding of this analysis was that most human cases occurred close to both the NPH cases
and the forested belt around the MRSP.

Discussion

We describe the outbreak of YFV in the MRSP, Brazil, in 2016-2018, particularly its origin and how the virus
diversified and moved around the largest conurbation in the southern hemisphere carried by NHP, killing 176
people during 2018 in the process*. All the isolates from Sdo Paulo belonged to the South American I genotype
and formed a single monophyletic group along with viruses (comprising Clades I and II) that also circulated in
2016-2017 in the states of Minas Gerais, Bahia, Rio de Janeiro and Espirito Santo!”!%#0, Several synapomorphic
mutational changes in different genes were previously reported by our group’®, and here we report a synapomor-
phy (N1646T) in the protease NS3 gene shared by all CII-D. The mean evolutionary rate for all the YFV sequences
of the Brazilian outbreak (2017-2018) was 9.85 x 10~* subs/site/year, and hence compatible with those previously
estimated for YFV and for other flaviviruses*>*.
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Figure 4. Spatial distribution of YFV deaths through time in non-human primates (NHP) and humans. Arrows
indicate the general trend of movement around the metropolitan region of Sdo Paulo (MRSP) estimated from
distance matrices (see Fig. 5). The earliest cases in NHP are shown in the north, and later in the south and
northeast of the MRSP. Most human cases are near sites with reported deaths of NPH, confirmed to be caused
by YFV. The outbreak appears to have been confined mostly near the forested belt around the MRSP, contrasting
with the almost empty, heavily urbanized center. Cardinal points are aligned according to the main axis of

the page, (e.g., top being north, etc.). The figure was created by plotting the coordinates of reported cases to a
satellite image available from Google Maps (google.com/maps) as background.

The current Brazilian outbreak began in the state of Minas Gerais in June 2015, with all viruses sampled from
2017 belonging to a single monophyletic group that diverged into two main clades (Clade I and II), and indicative
of a single introduction of the virus in the region. These observations are supported by other molecular epidemi-
ological studies conducted in Brazil from 2016'7194%_ Although previous evolutionary studies point to an origin
of the virus in Venezuela®, epidemiological monitoring carried out by the Brazilian Ministry of Health suggest
a likely origin of the Brazilian outbreak in 2014, with confirmed epizootics in the transitional area between the
Amazon and the Cerrado biomes (with most of the confirmed cases occurring in the states of Goids and Mato
Grosso do Sul)!>1%2L This region was the probable link between the Amazon basin and the state of Minas Gerais,
located in southeastern Brazil. It is likely that the numbers of human cases in this region were not high due to the
vaccine coverage there®'. The viral invasion into southeast Brazil, associated with the rapid spatial spread of the
virus (estimated here at a mean of rate 3.3 km/day), caused the virus to circulate in important fragments of the
Atlantic Forest near the peri-urban areas of the main Brazilian megacities (notably Sao Paulo and Rio de Janeiro),
and led to a marked increase in the number of cases during the outbreak. In the MRSP, the virus (Clade CII-D)
was introduced, maintained and spread in the sylvatic transmission cycle, with occasional cases of infection in
humans between April 2017 and October 2017, with the interstate border between Sao Paulo and Minas Gerais as
the route of introduction. In Sdo Paulo state, the routes of viral dispersion included only interconnected forested,
corridors linked to peri-urban regions. The patients studied here were mainly unvaccinated adult males that had
contact with the sylvatic environment or lived nearby. No autochthonous cases were documented in the central
region of the city of Sdo Paulo. Importantly, the MRSP cases reduced in numbers as the populations of NHP col-
lapsed and with vaccination campaigns in areas classified as at risk®.

SCIENTIFIC REPORTS |

(2019) 9:20418 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56650-1


https://doi.org/10.1038/s41598-019-56650-1

www.nature.com/scientificreports/

125 10 20km

@ Human cases

O NHP cases Mairipora

Cantareira and
Horto Florestal
State Parks

Southwestern
Sao Paulo

Figure 5. Neighbor joining tree calculated from pairwise geoposition distances among all the non-human
primates and human cases available from the metropolitan region of Sao Paulo (MRSP).

The introduction and establishment of the YFV Clade II-D in the state of Sdo Paulo can be further explained
by environmental factors, including: (i) mosquitoes of the genus Haemagogus are abundant in the forested areas
of the state of Sio Paulo®*** and were the primary vectors in the YFV outbreak occurred in Brazil, 2016-2018;
(i) NHPs are found in areas of the Atlantic Forest and are susceptible and responsible for the maintenance of the
virus in the sylvatic cycle®®-%%; and (iii) the regions affected by the current outbreak had low vaccine coverage®!.
Our findings support previous work indicating that the outbreak of 2016-2018 (sampled in the states of Minas
Gerais, Bahia, Espirito Santo and Rio de Janeiro), occurred in a sylvatic environment with occasional infections
in humans".

Importantly, we also recorded two introductions of YFV Clade I-B detected in patients who travelled to
Espirito Santo and Rio de Janeiro - both states that experienced significant circulation of this virus lineage in
2018. In both these states an increase in the number of YFV notifications was reported in 2017 across succes-
sive epidemic periods, showcasing the maintenance of epizootic YFV. In addition, we highlighted the extent of
viral movement, such as observed in cases imported from Brazil by other countries®, largely facilitated by rapid
human movement such as those resulting from air travel®.

In contrast to other arboviruses in Brazil such as dengue virus, in which continuous reintroductions are
responsible for keeping the virus circulating in the urban cycle®-%, YFV is dependent on epizootics to cause
cases in humans. The South American I genotype belongs to a “modern lineage”, that has been circulating in
America since 1995 and that perhaps originated in Trinidad and Tobago™. It is believed that from there the virus
spread to South American countries, especially Venezuela and Brazil®’, carried mainly by NHP and sylvatic mos-
quitoes, moving along forested corridors and perhaps promoted by a series of interlocked epizootics involving
the exchange of viruses among infected and susceptible individuals®*®*. Epizootics among social animals, such
as New World arboreal primates, may be reduced by self-exclusion of infected individuals®. For instance, it is in
theory possible that social avoidance, changes in group size, group isolation and several other behaviors may have
evolved due to reduce pathogen transmission. Nevertheless, in the case of vector-borne diseases any isolation
mechanism is efficient only at distances that minimize transmission®. Howlers were the most affected monkey
species in the forested belt around the MRSP*2. As in several other previous YFV epizootics®, the high overall
fatality rate in howlers led to almost the complete extinction of these monkeys in most areas around Sao Paulo.

It has been assumed that the decline in the numbers of howler monkeys and the severe reduction of several
species of NHP from around the MRSP had a significant effect on ending the outbreak. Although perhaps due to
poor sampling of monkeys in that locality, it is possible that Clade II-D could have caused a limited number of
human-to-human transmission cases, as suggested by a cluster of human cases in Guarulhos (Fig. 5). Critically,
however, a key factor that differentiates the current outbreaks of YFV in the Americas and Africa is that there
is no clear evidence for urban cycles of YFV in the Americas has been observed since the first half of the 20"
Century. A possible, although untested, explanation is that the former A. aegypti colonizing the Americas was
from Africa (Senegalese strain), while the A. aegypti reintroduced in the early 1970’ is Asiatic, where no urban
spread of YFV is observed®’.
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Abstract

From 2016 to 2019, the largest outbreak caused by the Yellow Fever virus (YFV) in the 215
century in the Americas occurred in southeastern Brazil. A sylvatic cycle of transmission
was reported near densely populated areas, such as the large metropolitan area of the city
of Sdo Paulo. Here, we describe the origin, spread, and movement of the YFV throughout
the state of S&o Paulo. Whole-genome sequences were obtained from tissues of two
patients who died due to severe yellow fever, during 2018—2019. Molecular analysis indi-
cated that all analyzed tissues were positive for YFV RNA, with the liver being the organ with
the highest amount of viral RNA. Sequence analysis indicates that genomes belonged to
the South American genotype | and were grouped in the epidemic clade I, which includes
sequences from the states of Goids, Minas Gerais, and S&o Paulo of previous years. The
analysis of viral dispersion indicates that the outbreak originated in Goias at the end of 2014
and reached the state of Sao Paulo through the state of Minas Gerais after 2016. When the
virus reached near the urban area, it spread towards both the east and south regions of the
state, not establishing an urban transmission cycle in the metropolitan region of Sao Paulo.
The virus that moved towards the east met with YFV coming from the south of the state of
Rio de Janeiro, and the YFV that was carried to the south reached the Brazilian states
located in the south region of the country.

Author summary

The Yellow Fever virus (YFV) has caused serious public health issues in Africa and the
Americas. YFV infections can vary from asymptomatic to severe clinical conditions,
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which may culminate in death. In Brazil, the main viral origin of YFV outbreaks is the
states located in the Amazon Basin. In the present study, we detected YFV RNA in several
tissues, including the heart, lung, brain, kidney, spleen, pancreas, liver, and testicle in two
human cases. The YFV characterized in the present study belong to the South American
genotype I, clade II, and they are associated with viral spread throughout the state of Sao
Paulo after intense viral circulation in the metropolitan region in 2018. Future investiga-
tions are necessary for a better understanding of the complex ecological factors involved
in viral dispersion from the Amazon Basin.

Introduction

The Yellow Fever virus (YFV) is an enveloped arbovirus of the family Flaviviridae, genus Flavi-
virus, with a single-stranded, positive-sense RNA virus of approximately 11 kb genome encod-
ing a single polyprotein that is cleaved into three structural, including capsid (C), membrane
(M) and envelope (E), and seven non-structural (NS) proteins named NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, and NS5 [1]. Based on the genetic characteristics, the YFV comprises a single
serotype with four genotypes: (i) East Africa, (ii) West Africa, (iii) South American I (SA-I),
and (iv) South American II (SA-II) [2-4] that may have diverged hundreds of years ago [2,5]
following a potential West African origin [2,6]. The infection is naturally initiated by mosqui-
toes. At the endothelial system, virions are carried by dendritic cells to regional lymph nodes
for antigen presentation. This process of onset of infection is followed by the viraemic phase
when the virus also migrates to multiple organs. In some cases, a toxaemic phase follows.

YFV is maintained in sylvatic cycles of transmission involving non-human primates (NHP)
and sylvatic mosquito species such as Haemagogus spp. and Sabethes spp. in the Americas, and
Aedes africanus in Africa. Urban and intermediate cycles of transmission involving humans
and Aedes spp. have also been reported in Africa [7]. The main urban vector of YFV in Africa,
the Aedes aegypti mosquito, also transmits Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV), and
Zika (ZIKV) viruses to humans in tropical and subtropical areas [8-10]. In both cycles, clinical
manifestations range from asymptomatic to fatal conditions [11]. In Brazil, the South Ameri-
can genotype I circulating in a sylvatic environment in the Amazon Basin, including countries
such as Brazil, Peru, Bolivia, Colombia, Ecuador, Venezuela, French Guiana, Suriname, and
Guyana and is the main group involved in yellow fever epidemics [12,13].

Recently, YFV reemerged in southeast Brazil with intense circulation in the four states of
the region, including Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, and Espirito Santo, followed by
cases in the northeast and south regions of the country [14-19]. In Brazil, yellow fever (YF)
cases are being related to forested environments, and more recently reaching peri-urban areas
at the city-forest interface, as the metropolitan region of Sdo Paulo (MRSP) [18,20]. Despite
the proximity to urban areas, only sylvatic cycles of transmission have been reported for the
last decades in the country [18].

From January to August 17, 2018, 537 fatal cases were reported in the state of Sao Paulo
[21]. Since the beginning of the 21*' century, YFV enzootic areas have expanded from the
north and central regions to the east coast of Brazil. The advance of yellow fever in the east,
which is the most populated region of the country, has led the Ministry of Health to recom-
mend nationwide vaccination for yellow fever [22]. While eradication is not feasible due to the
sylvatic cycles of transmission, large-scale vaccination coverage is believed to provide consider-
able protection against a potential re-urbanization of YFV transmission [23].

Since 2016, an epidemic and several epizootics of yellow fever affecting mainly howler mon-
key populations, have occurred in regions with low vaccination coverage [18,24]. Here, we
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described the whole-genome sequencing of two yellow fever cases that occurred in late 2018
and early 2019, in two different locations of the state of Sdo Paulo. The main objective of the
present study was to analyze and compare YFV sequences from recent cases to sequences
available on GenBank since 2015 (all from clade II of the outbreak) in the states of Goias,
Minas Gerais, and Sdo Paulo, to better estimate the routes of introduction, dispersion, and
escape of the virus during the entire period of the outbreak.

Material and methods
Ethical statement

The human autopsies reported in this study were performed after obtaining the written con-
sent of the family members and following the protocol approved by the research ethics com-
mittee of the Clinical Hospital of the University of Sdo Paulo School of Medicine (HCFMUSP)
(CAAE protocol number: 18781813.2.0000.0068). All the methods were performed following
the relevant guidelines and regulations of the ethics committee of the HCFMUSP following
the approved protocol. All laboratory procedures listed below were performed in a biosafety
level 2 laboratory (BSL-2), under the Brazilian standards of the Ministry of Health for Biologi-
cal Agents Risk Classification [25].

Patients and samples

From November/2018 to February/2019, we investigated three patients suspected of yellow
tever, all of which were later diagnosed as fatal cases of YFV infection. The suspected case defi-
nition of yellow fever was established by the Brazilian Ministry of Health in consonance with
the Health Department of the state of Sdo Paulo. Suspected yellow fever cases are defined as ill-
ness presenting sudden onset high fever associated with jaundice and/or haemorrhage who
had lived or had visited areas with evidence of YFV circulation (i.e., epizootics in NHP or isola-
tion of YFV from vectors), regardless of the vaccine status, during the preceding 15 days.

Confirmed cases had compatible clinical presentation and laboratory confirmation by at
least one of the following methods: (i) Seropositive by Immunoglobulin M antibody capture
enzyme-linked immunosorbent assay (MAC-ELISA); (ii) detection of YFV RNA by Real-time
quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) in blood samples;
(#ii) virus isolation; (iv) histopathology compatible with yellow fever hepatitis with detectable
antigen in tissues by immunohistochemistry technique. All cases received the definitive labo-
ratory diagnosis of yellow fever by the Adolfo Lutz Institute, the state Reference Laboratory.
Previous exposure or co-infection by Hepatitis A virus (HVA), B (HBV), C (HCV), Cytomega-
lovirus (CMV), Herpes virus (HSV), DENV, CHIKV, Human Immunodeficiency virus type 1
(HIV-1), Leptospira, and other non-infectious diseases aetiologies for acute hepatitis were
accessed and cases were excluded following clinical diagnostic methods.

Epidemiological data, including demographic aspects, clinical data, including pre-existing
medical conditions, clinical signs and symptoms, and in-hospital follow-up until death, as well
as laboratory data, including diagnostic tests, were collected from all patients.

Autopsy protocol and tissue processing

The Service of Verification of Deaths of the Capital —USP (SVOC-USP) investigated deaths
due to yellow fever from November/2018 to February/2019. Autopsies were performed follow-
ing the Letulle technique, where all the organs were removed en masse (one block), requiring
dissection organ by organ to examine them individually. Briefly, the dissection to all the
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patients were performed in the following organs: (i) heart; (ii) lung; (iii) brain; (iv) kidney; (v)
spleen; (vi) pancreas; (vii) liver; and (viii) testicle.

Molecular characterization

Nucleic acid extraction from all collected tissues using 50 mg of the material was performed
using the TRIzol reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and carried out according to
the manufacturer’s instructions. Molecular detection of YFV was performed by AgPath-ID
One-Step RT-PCR Reagents (Ambion, Austin, TX, USA) with specific primers/probe, as previ-
ously described [26]. To identify cases of rare adverse events from yellow fever vaccination we
used specific primers/probe for the detection of the attenuated viral strain 17D, the vaccine
virus [27]. To quantify the genomic viral concentration in each tissue, we used a double-
stranded DNA fragment containing the amplification region (Exxtend, SP, Brazil), which from
several known molecules, was diluted and used to estimate the viral RNA concentration by lin-
ear regression. RT-qPCR reactions were run in ABI7500 equipment (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). To visualize the spatial location of the positive patients, we used R soft-
ware, geobr package, (MIT license https://ipeagit.github.io/geobr/) [28] to create the maps.

Sequencing and viral genome assembly

Based on the RNA viral concentration and in our previous protocol to obtain viral complete
genomes from human tissues [18,29], positive samples had the total RNA re-extracted by the
abovementioned procedure. RNA samples were then purified and concentrated with DNase I
and RNA Clean and Concentrator -5 kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). The paired-end
RNA libraries were constructed and validated using the TruSeq Stranded Total RNA HT sam-
ple prep kit (Illumina, San Diego, CA, USA). Sequencing was done at the Core Facility for Sci-
entific Research—University of Sdo Paulo (CEFAP-USP/GENIAL) using the Illumina MiSeq
platform. Each sample was barcoded individually, which allowed the separation of reads for
each patient. Short unpaired reads and low-quality bases and reads were removed using Trim-
momatic version 0.39 (LEADING:20 TRAILING:20 SLIDINGWINDOW:4:25 MINLEN:36)
[30]. Consensus genomes were assembled with paired-end reads using Bowtie2 version 2.4.1
using default parameters [31]. To access the coverage and generate the consensus genome (Fig
A in S1 Text), we used UGENE v.33.0 [32].

Data sets

All the complete genomic sequences available for YFV (until August 20, 2020), and their asso-
ciated information, such as location and year of detection were recovered from the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) web-
site in GenBank format. All sequences were converted into FASTA format, and to avoid dupli-
cated and low-quality sequences with many unknown nucleotides (N), we set an exclusion
threshold for sequences that had more than 1% of “N” concerning their total length (https://
biopython.org/wiki/Sequence_Cleaner). These sequences were grouped with the sequences
isolated from patients in Sdo Paulo 2018-2019, the FASTA sequences were aligned using Clus-
tal Omega [33] and recombinant sequences were screened using all algorithms implemented
in RDP5 Beta 5.05 program (RDP, GENECONV, MaxChi, BootScan, and Siscan) using the
standard settings [34]. The alignment of recombinant free sequences was manually inspected
and edited using the program AliView v.1.18 [35].

To determine which genotypes and lineages circulated in the state of Sdo Paulo during the
outbreak, two datasets were constructed: (i) the first (dataset-1) included all the sequences
deposited at GenBank (before August—2020), with the sequences determined in our study
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(n =264 sequences) (Table A in S1 Text); (ii) the second (dataset-2), based in the phylogenetic
analysis of the dataset-1, included all sequences deposited at GenBank (before August—2020)
belonging to the genotype SA-I, clade II of the outbreak (sequences isolated from 2015 in the
states of Goias, Minas Gerais, and Sdo Paulo states) (n = 91 sequences) (Table B in S1 Text),
according to our previous publication [18].

Phylogenetic analysis

Phylogenetic inference was performed with all the curated datasets. The phylogenetic tree was
reconstructed based on the full-length, curated coding sequences using the Maximum Likeli-
hood (ML) method implemented in IQ-TREE 1.5.5 [36]. The robustness of the groupings
observed was assessed using an ultrafast bootstrap approximation (UFboot) during 1,000 repli-
cates. The ML tree was visualized and plotted using FigTree v.1.4.3 [37]. Taxon labels for
sequences used in this work had the format: genotype/accession number/local of isolation/
date of isolation.

Phylogeographic analysis

All the sequences characterized as clade II were used to reconstruct the viral origin and to
trace the movement of the C-II sequences (dataset-2). We explored the temporal signal (i.e.,
molecular clock structure) and the quality of our data set using TempEst v.1.5.3 [38]. The spa-
tiotemporal spread was reconstructed under a Bayesian framework implemented in BEAST
v.1.10.4 [39], using the general time-reversible model incorporating invarjant sites with
gamma-distributed rate variation substitution model (GTR+I+G), as described by the Bayes-
ian information criterion (BIC) using jModelTest 2.1.10 [40]. Based on previous estimates of
evolutionary dynamics of related YEV [17,41], we tested uncorrelated relaxed molecular clocks
assuming a log-normal distribution, in combination with non-parametric population growth
models: (i) the standard Bayesian skyline plot (BSP; 10 groups) [42], (ii) the Bayesian skyride
plot [43], and (iii) the Bayesian skygrid model [42] (Tables C and D in S1 Text). Phylogeogra-
phy patterns and parameters were estimated by running a Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) for 200 million states and sampling every 200.000 states with 10% burn-in. The effec-
tive sample size (ESS) and convergence were examined with Tracer v.1.7.1 [44]. The maximum
clade credibility (MCC) tree was also visualized with FigTree v.1.4.3 [37]. To calculate the log
marginal likelihood for demographic model selection, we used the path sampling (PS) [45,46]
and the stepping-stone (SS) sampling [47] approaches by running 100 path steps of 1 million
iterations each. The spatiotemporal spread was visualised with spreaD3 v.0.9.7.1 [48].

Data sequences

The new sequences here characterized were deposited in GenBank under the accession num-
bers MW308134 and MW308135.

Results

YFV epidemiological surveillance in Sao Paulo, 2016-2019

YFV emerged in the state of Sao Paulo and was first recognized in early 2016, through the
detection of two human cases. The monitoring of epizootics revealed an ongoing occurrence
of yellow fever in NHP. In 2016 and 2017, the number of NHP cases reported was higher than
in humans. Since the end of 2017, YFV was reported in an extensive area where there was no
recommendation for vaccination, mainly in the MRSP. In late 2018, a specific case was
observed in the Atlantic Forest in the eastern region of the state, near the border with the state
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of Rio de Janeiro. In early 2019, some cases were observed in the south of the state, close to the
border with the state of Parana, and in the last two years of the epidemic (2018 and 2019), the
number of human cases has suppressed the number of reported NHP cases (Fig 1A-1C).

From October 2018 to February 2019, three patients suspected of fatal yellow fever entered
the SVOC-USP in the city of Sdo Paulo. All patients had organs that tested positive for RT-
qPCR. Two patients (patient 084 and patient 085) were confirmed positive for sylvatic YFV,
and one of them tested positive for the vaccine strain YFV-17DD.

Clinical and demographic features associated with the sylvatic YF cases

The first case (patient 084) was a 26-year-old man, from the city of Cunha, a peasant, without
any medical condition. He travelled one week before symptoms onset to Caraguatatuba, a
region of Atlantic Forest, to work on a farm. He had no YF vaccination. His disease started on
October 20™, 2018, presenting asthenia, generalized myalgia, intense headache, fever, oliguria,
nausea, vomits, abdominal pain, and developed icterus in the following days. He was trans-
ferred to Sao Paulo to the intensive care unit of the Infectology Institute “Emilio Ribas”, on the
7t day. The initial clinical hypothesis was: YF, leptospirosis, dengue, or Brazilian spotted
fever. At admission, he was in a severe clinical condition, with torpor, bradycardia, and ure-
mic, and was put under mechanical ventilation. During hospitalization fulminant hepatitis
was diagnosed, with gastrointestinal haemorrhages, convulsions, and acute kidney injury,
needing dialysis and multiple hemocomponents transfusion. He died on the 9™ day of disease
onset. The diagnosis of YF was done by a positive anti-YFV IgM in serum (collected on the 7"
day); detectable YFV RNA in the blood by RT-PCR (7™ day), and autopsy findings. Based on
the demographic history that preceded this patient’s fatal condition, we decided to consider
the probable site of infection as Caraguatatuba in the viral spread reconstruction.

The second case (patient 085) was a 58-year-old male, peasant, resident of Iporanga, close
to areas with confirmed cases of YF epizootics and other human cases. He had a medical history
of high blood pressure and was treated for prostate cancer. His symptoms started on January
15" 2019, with intense headache, fever, malaise, nausea, vomiting, and jaundice. The patient
was transferred to IIER ICU with clinical suspicion of yellow fever. He evolved with fulminant
hepatitis with coma and multiple organ dysfunction, treated with mechanical ventilation, hemo-
components transfusion, antibiotics, and other intensive measures. The patient died on the 5
day of illness. The diagnosis of YF was done by a positive anti-YFV IgM in serum (collected on
the 5th day); detectable YFV RNA in the blood by RT-PCR (4th day), and autopsy findings.

Both cases had mid-zonal hepatitis, with steatotic and apoptotic hepatocytes, sinusoidal
congestion and Kupffer cells hyperplasia; diffuse gastrointestinal haemorrhages; pulmonary
haemorrhages, lymphoid hypoplasia, and acute tubular necrosis. Liver tissues presented high
levels of viral RNA when compared to other tissues (Fig 2).

Phylogenetic analysis

Based on our previous work that showed the efficiency in recovering quality viral YFV
sequences from liver autopsy material of patients with clinical outcomes of death [18], we sub-
mitted the total RNA obtained from the patients’ liver to total genomic RNA sequencing. In
both, quality sequences were obtained, one with the complete coding region, and the other
almost complete, having 20 contiguous bp that were not sequenced, that was assumed as “N”
from the 6315-6334 site of the coding sequence (Fig A in S1 Text). However, we chose to keep
this sequence in our analysis, since no nucleotide substitution in that region was observed in
these positions in all clade I sequences (n = 91 sequences), which were assumed as possibly
non-informative sites.
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Fig 1. Epidemiological situation of the YFV outbreak in Sao Paulo, 2016-2019. (A) The number of YFV positive NHPs in Sdo Paulo, from 2016-2019. (B)
The number of YFV-positive human cases in Sao Paulo, from 2016-2019. (C) Location of the two fatal human cases studied in the transition from 2018 to
2019. We used R software, geobr package, (MIT license https://ipeagit.github.io/geobr/) to create the maps produced in this Fig to visualize the spatial location.
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Phylogenetic characterization

The phylogenetic characterization of the two viruses sequenced here, compared to sequences
previously characterized and deposited in the GenBank indicated that both sequences grouped
within the South American genotype I, within the group of sequences associated with the out-
break identified in Brazil between 2016-2019, including sequences of midwest, southeast and
northeast Brazil (Fig 3). The coding region of the two genomes sequenced here was grouped
into a multi-Fasta file with another dataset of 89 non-redundant genomes recovered from
GenBank (n = 91 sequences), previously filtered to exclude incomplete genomes, sequences
with low quality, and sequences without information on location and date of collection. This
alignment, with 91 sequences, was generated producing a file with 10.236 nucleotide sites, with
10.073 constant and invariant (constant or ambiguous constant) sites (98.41% of all sites).
Among the variant sites, 60 sites were considered informative under parsimony and 202 sites
had distinct site patterns. A root-to-tips analysis showed that the virus accumulated genetic
diversity over time (r = 0.55) (Fig 4).

N w B [&)]
1 1 1 1

Viral RNA copies/ng of total RNA (Log10) (Patient 085)

T T T

0 1 2 3
Viral RNA copies/ng of total RNA (Log10) (Patient 084)

Brain Kidney Lung Spleen
Tissue

Heart Liver Pancreas Testicle

Fig 2. Molecular characterization of the sequenced yellow fever cases, showing the number of YFV RNA copies
according to each of the 8 tissues analyzed for positive YFV-sylvatic patients. The different colors represent the
different tissues analyzed. The results indicate that both patients present a positive correlation for the quantification of
genetic material.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705.g002

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705 September 23, 2022 8/16


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705.g002
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Phylogeographic of the YFV in Sao Paulo, Brazil, 2016-2019

A

0.08 s/s
Outbreak sequences (2015-2019)

EAfr WATfr SA2 SAl

Fig 3. Maximum likelihood phylogenetic trees for YFV based on full-length polyprotein sequences (n = 264)
indicate that the sequences associated with the outbreak in Brazil between 2016-2019 grouped within the
genotype South American I. The tree is midpoint-rooted and the black circles on the main nodes represent bootstrap
support values greater than 0.7. The distinct colors represent distinct genotypes: (i) EAfr—East African; (ii) WAfr—
West African; (iif) SA1—South American I; (iv) SA2—South American II.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705.g003
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Fig 4. Correlation between genetic divergence and sampling time was obtained by a root-to-tips analysis using the
YFV sequences. Root-to-tips distances were inferred using a maximum likelihood phylogeny for the genotype South

American I, Clade II, (dataset-2).
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Gerais

Fig 5. Highest posterior probability migration paths for the YFV Clade II from 2015 to 2019 towards and beyond
the MRSP, based on the analysis of 91 complete genomes (dataset 2). (A) Migration on the full map of Brazil, and
(B) migration being viewed up close. The spatiotemporal spread was visualized with spreaD3 v.0.9.7.1, using a
GeoJSON file, (MIT license https://www.kaggle.com/datasets/moiseslima/majson?resource=download) to visualize the
spatial YFV spread.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705.g005

Phylogeographic characterization

The comparison between some of the different models of viral propagation and diffusion
(Tables C and D in S1 Text) allowed us to estimate the pattern of viral dispersion with greater
accuracy. According to the inferential results (Fig 5), the outbreak began in the state of Goias
in December/2014 (95% HPD = February/2014 —August/2015), and subsequently reached the
state of Minas Gerais in September/2015 (95% HPD = November/2014 -May/2016), also
reaching the state of Sdo Paulo. In Sdo Paulo, the virus was introduced a single time in Febru-
ary/2016 (95% HPD = September/2015 -July/2016), and since then it has spread to several
locations throughout the state reaching back to the state of Minas Gerais after 2016.

Discussion

Since the last urban cases of yellow fever reported in the Americas in the early 1950s, YFV has
been maintained in forested areas through sylvatic cycles of transmission. The largest yellow
fever outbreak in the 21* century in the Americas began in 2016 passing through all states of
southeast Brazil reaching the south and northeast regions of the country [14,18,19,49]. To
reach the state of Minas Gerais, the virus possibly was carried across the state of Goias, located
in the west-central region, as the bridge from its natural maintenance area, the Amazon basin.
Goias is located in a dry savannah area (cerrado), which is a biome physically linked to the
Amazon and Atlantic Forest [49,50]. In recommended areas for YF vaccination, the virus cir-
culated silently causing epizootics in NHP. In areas with low vaccination coverage, YEV
affected human populations causing a high number of deaths from 2017 to 2018 [18,22].

In the MRSP, the virus began its circulation in 2017, reaching the region from the south
Minas Gerais, moving slowly and causing infections in NHP and humans along with its spread
[18,24]. Despite circulating in forested regions close to densely inhabited areas in the MRSP
during 2017-2018, YFV only infected susceptible people who had reported exposure to for-
ested environments [15,16,18]. In the following epidemiological period (2018-2019), no cases
were reported in NHP or humans in the MRSP. This can be explained by two factors: (i) YFV
collapsed many populations of NHP in the region and (i) the human population adhered to
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mass vaccination during the outbreak. During 2018-2019, the YF cases were reported mainly
in the Vale do Ribeira (south), but also in the east of the state of Sio Paulo. In the case of the
patient who lived in the city of Cunha, he visited a neighboring city (Caraguatatuba) at a time
compatible with the viral incubation period, which is about 3 to 6 days before the onset of
symptoms [51,52], which is located in the same region in a distance of 76 km away.

Multiple organs were positive for the presence of YFV RNA, as we have shown recently for
other cases [15,16,18]. The liver was the organ with a high viral load in both patients. These
findings reinforce the well-established evidence that the liver tissue is a replication site of YFV
and the notion of multiple tissue compartmentalization in severe cases of infection. In some
severe and non-fatal cases, hepatic tissue infection is seen months after the clinical outcome of
the disease, causing late hepatitis, with positive molecular detection and evidence of lesions in
pathological analyses [53].

In experimental models using NHP, the genome and viral antigens are found in multiple
organs with a greater amount of virus, when compared to serum, between one to 30 days post-
infection. Interestingly, neutralizing antibodies are found after the seventh day of infection, in
consonance with the reduction of viremia and subsequently reduction of virus levels in tissues
[54]. Our findings shown in Fig 2 support a model for YFV infection in humans based on
autopsy and molecular findings, characterized by hepatitis, nephropathy, coagulopathy, and
haemorrhagic vasculopathy that can lead to a fatal condition [16].

The viral sequences recovered from both patients reported here are grouped within the
South American genotype I, alongside sequences previously characterized in previous years in
Séo Paulo and neighboring states [14,18,49]. Within the group of outbreak sequences, they
were grouped within clade II, which are sequences corresponding to viral isolates that circu-
lated in the states of Sdo Paulo, Minas Gerais, and Goias [18,49].

The pattern of viral spread observed in the transition from 2018 to 2019 suggested that the
densely urbanized area of the MRSP acted as a barrier to viral dispersion, deflecting the virus
to spread to the east and south of the state. When comparing the transmission network of the
2015-2019 outbreak with other well-noted outbreaks from the past, we noticed that a very sim-
ilar pattern of viral movement was observed in Brazil during outbreaks between 1932 and 1942
[50,55,56]. During those outbreaks, YFV reached the state of Sdo Paulo from the Amazon
Basin, also through the state of Goias. Possibly, the maintenance of the viral spread pattern is
associated with biological variables associated with virus-host interaction, including vectors
and NHP, and geo-environmental variables, such as altitude, annual rainfall, and temperature
[57]. As occurred between 1932-1942, YFV reached the MRSP and spread to the east and
south regions of the state. Two possible hypotheses can explain the recent virus siege of the
MRSP: (i) when the first cases of YFV were identified in NHP and human populations close to
urban areas in the MRSP, the Department of Health of the state of Sio Paulo started mass cam-
paigns for vaccination in peri-urban regions, causing an immunological protection belt
around the densely populated area of the MRSP, and (ii) since the first half of the 20" century,
outbreaks in urban environments in Brazil caused by YFV are not documented, and one of the
hypothesis is the lack of vector competence of the current Aedes aegypti populations in Brazil.
However, a recent study demonstrated that different populations of Aedes aegypti in Brazil are
competent for urban transmission of YEFV [58]. Thus, vaccination associated with the circula-
tion of other closely related flaviviruses in urban areas, as well as other ecological and epidemi-
ological factors is believed to be involved in the continuous absence of urban cycles of
transmission of YFV in the Americas.

In 2019, the YFV circulation decreased considerably compared to previous years, but with
the circulation of the virus associated with clade I in the state of Rio de Janeiro with few cases
[59], and in Sdo Paulo associated with the clade II, some cases were reported. After 2019, NHP

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705 September 23, 2022 11/16


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010705

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Phylogeographic of the YFV in Sao Paulo, Brazil, 2016-2019

and human cases of YFV were reported in south Brazil, including the states of Parana, Santa
Catarina, and the Rio Grande do Sul [60-62]. Considering the limited number of YFV
sequences available for better evaluation of the movement of YFV in these states, our analysis
suggests that YFV that arrived in the state of Parana moved to the southern region of the state
of Sdo Paulo, as they are border states.

Supporting information

S1 Text. Fig A in S1 Text. Combined coverage (normalized by the sample average) along the
two sequenced Yellow Fever virus (YFV) genomes generated in this study. The genomic posi-
tion reflects the genomic organization of the YFV, which is organized as follows: a single poly-
protein cleaved into three structural, including capsid (C), membrane (M), and envelope (E),
and seven non-structural (NS) proteins named NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and
NS5. The polyprotein is flanked by the 5’ and 3’ ends, which are non-coding. Table A in S1
Text. Complete YFV polyprotein sequences used in the phylogenetic analysis (dataset-1)

(n =264). Table B in S1 Text. Complete YFV polyprotein sequences used in the phylogeo-
graphic analysis (dataset-2) (n = 91). Table C in S1 Text. Model comparison of the relaxed
molecular clock and demographic growth models through path sampling (PS) and stepping
stone (SS) methods. Bold numbers indicate the best fitting model. Table D in S1 Text. Com-
parison among continuous diffusion models for Brazilian sequences.
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