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Resumo

A febre amarela é uma doenga viral hemorragica, endémica em regides tropicais e
subtropicais de Africa e América do Sul. O virus da febre amarela infeta humanos e primatas
nao humanos, sendo transmitido através da picada de mosquitos infetados. A infecao viral
caracteriza-se por trés periodos diferentes: periodo de infe¢ao, periodo de remissao e
periodo de intoxicagao. O diagndstico pode ser feito através de ensaios seroldgicos, detegao
do genoma viral, isolamento viral, imunohistoquimica e/ou histopatologia. A prevengao da
doenca através da vacinagao € fundamental, uma vez que nao existe tratamento especifico. A
vacina atualmente usada é uma vacina viva atenuada, denominada vacina 17D. E considerada
uma vacina eficaz, no entanto pode desencadear reagoes adversas graves, embora
raramente. Assim sendo, tém sido desenvolvidas e estudadas vacinas mais seguras e

alternativas a vacina 17D, como a vacina inativada e a vacina de DNA.

Palavras-chave: virus da febre amarela; febre amarela; vacina

Abstract

Yellow fever is a viral hemorrhagic disease, endemic in tropical and subtropical regions of
Africa and South America. The yellow fever virus affects humans and nonhuman primates
and is transmitted through the bite of infected mosquitoes. The viral infection is
characterized by three stages: period of infection, period of remission and period of
intoxication. The diagnosis may be made by serology, detection of viral genome, virus
isolation, immunocytochemistry and/or histopathology. The disease prevention through
vaccination is capital, because there is no specific treatment. The vaccine currently used is a
live attenuated vaccine, called 17D vaccine. It is considered an effective vaccine, however it
may cause serious adverse reactions, although rarely. Therefore, efforts are underway to
develop and study safer and alternatives vaccines to |7D vaccine, such as inactivated vaccine

and DNA vaccine.

Keywords: yellow fever virus; yellow fever; vaccine
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Introducao

A febre amarela é causada pelo membro protétipo do género Flavivirus e da familia
Flaviviridae. E uma doenga que afeta humanos e primatas nio humanos, sendo transmitida
através da picada de mosquitos infetados. As manifestagoes clinicas incluem disfungao
hepatica, insuficiéncia renal, coagulopatia e choque, sendo uma doenga com elevada taxa de
mortalidade. A infecao viral denomina-se febre amarela devido ao facto de poder ocorrer
ictericia, resultante da lesao hepatica que o virus provoca.

A febre amarela é endémica em areas tropicais e subtropicais de Africa e América do Sul e,
por isso, individuos residentes nessas areas e individuos que pretendam viajar para essas
areas devem ser vacinados. A vacina atualmente usada é uma vacina viva atenuada, no
entanto tém sido desenvolvidas e estudadas vacinas alternativas, uma vez que a vacina atual
pode despoletar reagoes adversas graves.

Neste trabalho realizou-se uma revisao bibliografica da informagao disponivel acerca do virus
da febre amarela, da infegao que o virus provoca, da vacina atualmente utilizada na
prevencao da doenga e das vacinas em estudo que tém mostrado ser promissoras e

possiveis alternativas a vacina atual.
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|.Virus da Febre Amarela
I.I Taxonomia Viral - nomenclatura

De acordo com a nomenclatura proposta pelo International Committe on Taxonomy of Viruses,
o virus da febre amarela (VFA) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e espécie virus

da febre amarela'.

1.2 Estrutura Viral

O VFA é um virus com genoma de RNA de cadeia simples com polaridade positiva
[(+)ssRNA — positive-sense single-stranded RNA], que contém cerca de 10760 - 1| 008
nucleétidos’.

O genoma viral possui uma unica regiao codificante (10236 - 10 239 nucledtidos), que
codifica dez proteinas virais (trés estruturais e sete nao estruturais) e é flanqueada por duas
regides nao codificantes™. (Figura |) A regidio 5 nio codificante é muito semelhante em
tamanho com a regido correspondente noutros flavivirus (aproximadamente 100
nucleotidos), enquanto a regidao 3’ nao codificante é muito varidvel em tamanho,
inclusivamente entre estirpes de diferentes genotipos do VFA (406 - 654 nucleotidos)™

O genoma viral é traduzido numa unica poliproteina que é clivada por proteases celulares e
proteases virais em trés proteinas estruturais e sete proteinas nao estruturais. As proteinas
estruturais incluem a proteina C (proteina da capside) que se liga ao RNA viral, a proteina
prM (proteina percursora da membrana) e a proteina E (proteina do envelope), que medeia
a ligagao do virus a celula hospedeira, a fusio da membrana e a montagem viral. As proteinas
nao estruturais NSI, NS2a, NS2B, NS3, NS4A NS4B, e NS5 regulam a transcricio e a

replicagio viral e interferem com as respostas do hospedeiro ao virus®.
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Figura | — Genoma do virus da febre amarela (GARDNER, Christina L. et al®).

S3o conhecidas duas formas do viriao: o viriao imaturo intracelular e o viriao maduro

extracelular. O virido imaturo intracelular contém a proteina prM, que ¢ clivada
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proteoliticamente durante a maturagao para produzir a proteina M. O virido maduro tem
um didmetro de 50 nm e as trés proteinas estruturais (proteina C, proteina M e proteina E).”
A superficie dos virides imaturos é composta por 60 proje¢oes pontiagudas constituidas por
trimeros de heterodimeros compostos pela proteina prM e proteina E. Ja a superficie dos
virides maduros é lisa (nao contem projegoes pontiagudas), sendo formada apos a clivagem
da proteina prM, e contem 90 homodimeros da proteina E, organizados em 3 dimeros

paralelos’. (Figura 2)

Immature Mature

Lipid membrane | Nucleocapsid

Figura 2 — Estrutura do virus da febre amarela (GARDNER, Christina L. et al’).

1.3 Replicagdao do virus

A ligacao do virus a superficie da célula hospedeira é mediada pela proteina E e o virus entra
na célula por endocitose mediada por recetor. O pH baixo no compartimento endossomal
desencadeia a fusio do virus com a membrana da célula hospedeira por reorganizagao
estrutural da proteina E, que conduz a libertagao da nucleocapside e do RNA viral no
citoplasma*. (Figura 3)

A regiao codificante do genoma viral é traduzida numa Unica poliproteina, que
subsequentemente é clivada por enzimas da célula hospedeira e por um complexo
enzimético de origem viral, constituido pelas proteinas nao estruturais NS2B e NS3?,

A montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso, levando a formagao de
particulas virais imaturas nao infecciosas que sao transportadas através da via exocitica da
célula. O pH acido na rede trans do complexo de Golgi provoca um rearranjo das proteinas
E e a clivagem proteolitica da proteina prM em péptido pré-transmembranar e proteina M
por agao da furina, uma protease celular. O péptido pré-transmembranar permanece ligado a

particula viral até a saida do virus para o espago extracelular, onde o pH é neutro. O
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processamento da proteina prM e a libertagao do péptido pré-transmembranar sao
necessarios para que o virus seja infeccioso. A proteina nao estrutural NSI é a unica

proteina nao estrutural que é libertada das células infetadas®’.

Mature Virion
O NS1
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{ e Fusion -
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Figura 3 - Ciclo de replicagdo do virus da Febre Amarela (HEINZ, Franz; STIASNY, Karin’).
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2.Febre Amarela - infecdo viral

2.1Enquadramento histérico

A FA surgiu em Africa e foi importada para a Europa e América como consequéncia do
trifico de escravos para esses continentes®.

A primeira evidéncia definitiva de FA acredita-se ter sido em 1648 em Yucatan e Guadalupe.
Nos anos seguintes, foram relatados surtos de FA na costa leste dos EUAS,

Em 1700 a FA espalhou-se para a Europa e em 1730 foi descrita uma das primeiras
epidemias em Espanha, seguida de surtos em portos franceses e britanicos. No século
seguinte, foram registadas epidemias em areas tropicais e subtropicais da América®.

Até meados de 1800, os cientistas acreditavam que a FA era transmitida por contacto direto
com individuos infetados ou objetos contaminados. No final dos anos de 1800 foi
descoberto pelo cientista cubano Carlos Finlay que os responsaveis pela disseminagao da FA
eram mosquitos®.

Em 1898 foi formada a Comissao da Febre Amarela liderada por Walter Reed, que provou
em 1900 a teoria de Carlos Finlay®.

Em 1915 a Comissao da Febre Amarela estabeleceu como objetivo principal eliminar o
mosquito que transmitia a doen¢a em areas onde a FA era predominante. Em alguns locais,
isso foi possivel, ja noutros a FA manteve-se e durante muitos anos nao foi possivel explicar
tal situacio’.

Mais tarde ficou claro que o reservatério natural do virus eram os macacos. O virus foi
transmitido ocasionalmente de macacos infetados a seres humanos por uma variedade de
vetores diferentes’.

Foram desenvolvidas duas vacinas vivas atenuadas na década de 1930: a vacina 17D e a vacina
neurotropica francesa. A primeira foi desenvolvida por Max Theiler, tendo este recebido o
prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina. Foram realizadas campanhas utilizando a vacina
7D na América do Sul e a vacina neurotrépica francesa em Africa. No entanto, devido as
elevadas taxas de encefalite pds-vacinal, a vacina neurotrépica francesa foi abandonada em
1982 e a vacina |7D tornou-se o padrao para uso na imunizagao para a FA em todo o
mundo’.

Na primeira década de 2000 foram relatados a WHO casos de febre amarela de paises

endémicos da América do Sul e Africa®,
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2.2 Epidemiologia atual

A FA é endémica nas areas tropicais e subtropicais de Africa e América do Sul'®. A maioria
dos casos e mortes ocorre na Africa subsaariana, onde ocorrem epidemias de FA'".
Atualmente, trinta e dois paises africanos sao considerados paises em risco de FA. Segundo a
WHO, “o risco de surtos grandes e incontrolaveis em areas urbanas de Africa é mais
provavel do que nunca”, devido ao aumento acelerado da urbanizagao que se tem verificado
nos ultimos tempos''.

No que diz respeito a América do Sul, paises como a Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador,
Peru e Venezuela sao considerados os paises de maior risco de FA. Esta doenga provoca
geralmente casos esporadicos e pequenos surtos nos paises sul-americanos, no entanto
quase todos os grandes centros urbanos nas regides tropicais da América do Sul tém sido
reinfestados com o mosquito vetor e a maioria da populagao que ai reside é susceptivel a
doenca devido a baixa cobertura de vacinagio''.

De acordo com a WHO, estima-se que a cada ano existam 200 000 casos de FA, causando
30 000 mortes em todo o mundo, sendo que 90% deles ocorre em Africa?.

Apesar da circulagao do VFA se ter mantido dentro das fronteiras de paises historicamente
endémicos, pode espalhar-se rapidamente e causar epidemias em areas com elevada
densidade de vetores e uma populagao nao imune. Isto porque atualmente a maioria das
cidades estao ligadas através de meios de transporte rapidos e o virus pode ser importado e

propagar-se a nivel internacional'’.

2.3 Ciclos de transmissao do virus

Diferentes espécies de mosquitos dos géneros Aedes e Haemogogus podem transmitir o
VFA'?, Os mosquitos adquirem o virus através da alimentagdo em primatas infectados (nao-
humanos ou humanos) e, em seguida, podem transmitir o virus a outros primatas (nao
humanos ou humanos)'*.

Existem trés tipos de ciclos de transmissao da FA: silvestre, intermediario e urbano (figura
4)'*. Todos eles existem em Africa, no entanto na América do Sul apenas existe FA silvestre
e urbana'’.

O ciclo de transmissao silvestre ocorre em florestas tropicais, onde macacos infetados por
mosquitos transmitem o virus para outros mosquitos e esses mosquitos, por sua vez, picam
e infetam os seres humanos que vao a floresta, maioritariamente homens que trabalham em

zonas florestais, sendo por isso casos esporadicos'>'.
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O ciclo intermediario de transmissio da FA ocorre em zonas selvagens humidas ou semi-
himidas de Africa e pode produzir epidemias de pequena escala em aldeias rurais. Os
mosquitos infetam tanto macacos como hospedeiros humanos. Esta drea é muitas vezes
chamada "zona de emergéncia”, em que o aumento do contacto entre o Homem e os
mosquitos infetados leva a doenga'>'*,
A FA urbana ¢ iniciada quando o virus é introduzido em areas de elevada densidade
populacional, resultando em epidemias de larga escala. Neste ciclo, os hospedeiros primarios

sio os humanos e os vetores sio os mosquitos Aedes aegypti'>"*.

Primata Néo » Humano --= = =m-mow. —
/ Humano \/ Humano

Mosquito SILVESTRE Mosquito Mosquito URBANO Mosquito
: K Primata Néo Humano
Africa: Aedes africanus Humano R Aedes ocornt
América do Sul: Haemagogus spp. Primata Ndo =~ - EYP!
Humano ou
Humano

Mosquito INTERMEDIARIO Mosquito

e \\ st o

Humano ou
Humano

Figura 4 - Ciclos de transmissao do virus da Febre Amarela (Adaptado de Centers for

Disease Control and Prevention'?).

2.4 Etapas clinicas da infecdao pelo virus

A infecdo pelo VFA apresenta um amplo espectro de severidade, com uma apresentagao
clinica que varia de infecao assintomatica a doenca fatal. Trata-se de uma doenca aguda, de
duragao breve e com trés periodos diferentes: periodo de infegao, periodo de remissao e
periodo de intoxicagao. Na maioria dos casos € uma doenga febril auto-limitada, mas em
alguns casos pode progredir para ictericia, sindrome hemorragico, doencga renal e culminar

em morte>”.
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O VFA é introduzido por via subcutinea no hospedeiro primata, por injegao da saliva do
mosquito infetado. O periodo de incubagao apds a picada do mosquito é geralmente de 3 a
6 dias e é seguido pelo aparecimento abrupto de sintomas, como febre e dores de cabega.
Em alguns casos, os doentes podem sentir febre, calafrios, mal-estar, dor de cabega, mialgias,
vomitos e, por vezes, sinal de Faget (aumento da temperatura com diminui¢ao do pulso).
Neste periodo a virémia é elevada’.

O segundo periodo da doenga (periodo de remissao) comega 3-4 dias apds o inicio dos
primeiros sintomas e caracteriza-se por uma rapida redugao da febre e dos outros sintomas
durante 24 horas. Nesta fase, muitas infe¢oes resolvem-se sem mais sintomas e o virus deixa
de estar presente na circulagao sanguinea. No entanto, noutros casos (cerca de 20 %) pode
haver evolugao para o periodo de intoxicagao. Este periodo caracteriza-se por febre alta,
vomitos, dor epigastrica, prostragao. Surgem manifestagdes hemorragicas severas,
nomeadamente equimoses, epistaxe e vomito escuro (devido a hematemeses e hemorragias
intestinais). Como consequéncia da lesio a nivel hepdtico, ocorre o aparecimento de
ictericia. A lesao nos rins leva frequentemente a insuficiéncia renal aguda. 7 a 10 dias apds o
inicio da doenga ocorrem tipicamente manifestagoes tardias do Sistema Nervoso Central,
tais como confusdao, convulsio e coma e o doente morre. Neste periodo, podem ser

detetados anticorpos, no entanto a virémia estd normalmente ausente?”.

2.5 Patogénese da infecao pelo virus

Apos a inoculagao do virus na pele a partir da picada de um mosquito infetado, o VFA
replica nos tecidos locais e é detetado pelas células dendriticas nesses tecidos. Estas células
levam o virus até aos nodulos linfaticos drenantes, onde o virus replica e é apresentado aos
linfécitos T CD4+. Depois da replicagao, o virus é libertado nos ductos linfaticos, resultando
em virémia. O virus dissemina-se e replica-se nos tecidos periféricos, como o figado, rins,
bago, coragao e outros tecidos. Nestes tecidos o virus causa lesdes, como consequéncia do
efeito citopatico que provoca ou devido a alteragoes resultantes da resposta imune do
hospedeiro, desencadeada pelos linfécitos T CD4+'>'¢,

O figado é o orgao mais afetado pela infegao causada pelo VFA. As lesoes hepaticas ocorrem
principalmente na regiao médio-zonal do lobulo do figado. Pensa-se que o VFA tem elevado
tropismo para esta zona, o que explica que as lesOes se processem maioritariamente nessa
area'. O figado apresenta-se normal ou ligeiramente aumentado em tamanho e ictérico’. A
presenga de corpuUsculos de Councilman, resultantes da apoptose dos hepatocitos, € tipica

da FA e a sua morfologia varia muito, desde células pleomorficas a células bizarras
10
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distribuidas em todo o tecido hepatico, mas mais intensas na regiao médio-zonal do lobulo
hepatico. Em paralelo com a apoptose ocorre necrose litica dos hepatocitos, sendo estas
lesGes irreversiveis. Ja a micro e macroesteatose que comummente ocorrem em doentes
com FA sio lesdes reversiveis'®.

Os rins podem apresentar necrose tubular aguda, esteatose e edema>’. No coragio pode
ocorrer inflamagio do miocardio (miocardite)'.

As hemorragias que ocorrem em casos severos sio sobretudo resultado da sintese
diminuida dos fatores de coagulagio pelo figado e da coagulagdo intravascular disseminada®".

Os eventos terminais da doenga ocorrem precipitadamente e sao caracterizados

clinicamente por choque cardiovascular e faléncia de multiplos orgaos'.

2.6 Diagnostico

Um diagnoéstico presuntivo da FA é baseado nas caracteristicas clinicas do doente, historia
de viagens, estado de vacinagao, atividades e histéria epidemioldgica do local onde a suposta
infecio ocorreu'®. O diagnéstico clinico de um caso isolado de FA é particularmente dificil,
pois os sintomas sao semelhantes aos sintomas de outras doengas, como por exemplo,
dengue, ébola, malaria, hepatite viral, febre tifoide, entre outras. Assim sendo, a confirmagao
laboratorial é essencial para o diagnéstico diferencial da FA>'%.

O diagnostico laboratorial da FA é geralmente realizado recorrendo a testes serologicos
para detegao da imunoglobulina M (IgM) especifica para o VFA e da imunoglobulina G (IgG).
No entanto, torna-se aqui importante ter conhecimento da historia da vacinagao do doente
para interpretagao do resultado destes testes, uma vez que os niveis de IgM podem persistir
durante anos apés a vacinagao contra a FA. Para além disso, a confirmagao do diagnéstico é
dificultada pela possibilidade de reatividade cruzada com outros flavivirus. Como tal,
resultados positivos devem ser confirmados com outros testes'®"”.

O RNA do VFA pode ser detetado no sangue ou tecidos recorrendo a testes de
amplificagdo de acidos nucleicos, como o Reverse-Transcription — Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR). No entanto, um resultado negativo em amostras de sangue nao significa que o
doente nao esteja infetado com o VFA, uma vez que quando se manifestam os sintomas o
RNA viral é normalmente indetetavel®.

A detegao do antigénio do VFA por coloragao imunohistoquimica de tecidos pode fornecer

um diagnéstico definitivo. Contudo, uma bidpsia ao figado durante a infe¢ao aumenta o risco

de complicagdes hemorragicas™.
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Mudangas histopatoldgicas no figado, como necrose, esteatose e corpusculos de
Councilman, podem ser observadas e ajudar no diagndstico da FA™.

Ainda como meio de diagnéstico pode ser feito o isolamento do VFA'®.

De acordo com a WHO, um caso é classificado como suspeito quando se caracteriza por
inicio agudo de febre, seguido de ictericia dentro de duas semanas apds o inicio dos
primeiros sintomas, enquanto um caso confirmado é um caso suspeito que € confirmado
laboratorialmente ou epidemiologicamente ligado a um surto®'.

E exigido pelo Regulamento Sanitirio Internacional que todos os casos de FA sejam

relatados 8 WHO no prazo de 24 horas ap6s a sua detegao”'.

2.7. Tratamento

Nao existe tratamento especifico para a infecao causada pelo VFA. O tratamento é apenas
sintomatico, destinado a reduzir os sintomas do doente. Os analgésicos e antipiréticos
podem ser usados para aliviar a dor e a febre, no entanto deve evitar-se usar acido
acetilsalicilico e outros anti-inflamatérios nao esteroides, pois aumentam o risco de
hemorragia®.

Ainda assim, ao longo dos anos tém sido descritos varios compostos com atividade antiviral,
incluindo a ribavirina e o interferao-alfa. A ribavirina tem tido sucesso no tratamento em
hamsters, quando administrada em doses elevadas até dois dias apos a infecao pelo virus
(antes do aparecimento do virus no figado), contudo nao mostrou ser um tratamento
promissor em primatas nio humanos. O interferio-alfa e outros imunomoduladores
administrados antes do inicio da infegdo (ou pouco tempo apos a picada do mosquito
infetado) em macacos tém-se mostrado eficazes ao reduzir o inicio da virémia e a doenga,
mas nao se tém mostrado eficazes quando administrados apos a infecao ja estar
estabelecida®"”.

Uma terapia efetiva para a FA deve ser eficaz apos o aparecimento da doenga clinica, deve

ser relativamente barata, ter boa estabilidade e baixa toxicidade e deve poder ser

administrada oralmente ou através de injecao”.

2.8. Prevencao da Febre Amarela

Como nao existe tratamento especifico para a FA, a prevengio é fundamental. Esta é

realizada evitando a picada do mosquito e através da vacinagio™.
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2.8.1 Prevencao da picada do mosquito

O risco de transmissao da FA pode ser reduzido através do uso de inseticidas. Os inseticidas
passiveis de uso sao os registados na Environmental Protection Agency e, para o efeito, sao por
exemplo DEET, icaridina, IR3535 e o dleo de eucalipto. Para além disso, a pulverizagao da
roupa com um repelente confere protegao extra, uma vez que os mosquitos podem picar
através de roupa fina. O uso de mangas compridas, calgas compridas e meias e ter o
conhecimento dos momentos do dia em que o mosquito mais ataca (para muitas espécies de
mosquitos € ao amanhecer e anoitecer, mas para Aedes aegypti é durante todo o dia) sao

também uma mais-valia para evitar a picada do mosquito®.

2.8.2 Vacinacao

A vacinagdo é a medida mais importante para prevenir a FA'>*, Isto porque protege as
populagdes que habitam nas areas endémicas da FA, protege os individuos que viajam para
essas mesmas areas e impede a propagagao internacional do virus®.

Em zonas de alto risco de transmissao da FA e onde a cobertura vacinal é baixa, controlar
surtos através da vacinagdo torna-se importante para evitar epidemias. A cobertura da
vacinagao deve atingir pelo menos os 60 a 80 % de uma populagdo em risco para que se
consiga evitar surtos. No entanto, segundo a WHO, alguns paises endémicos africanos que
recentemente tiveram campanhas de vacinagio nio tém este nivel de cobertura'”.

Em zonas de risco de transmissao da FA, a vacinagao pode ser disponibilizada sob a forma de
campanhas de vacinagio em massa e campanhas de vacinagio de rotina em criangas'?.

As vacinas contra a FA disponiveis atualmente sao vacinas vivas atenuadas, sendo produzidas

com base na estirpe 17D, das quais se falara a seguir mais detalhadamente”.
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3. Vacinas aprovadas para uso humano: vacina 17D-204 e vacina 17DD
3.1 Origem e desenvolvimento

Em 1927, o virus da FA foi isolado pela primeira vez de uma amostra de sangue de Asibi, um
individuo africano infetado com o VFA®>’. O sangue de Asibi foi injetado em Macacus Rhesus e
estes ficaram infetados, conseguindo-se pela primeira vez infetar animais em laboratério®.
Em 1930, Theiler e seus colaboradores da Fundagao Rockefeller descobriram que o VFA
crescia bem em tecido cerebral de ratos e que, apos varias passagens nesses tecidos, havia
aumento de neurotropismo, mas diminuicado da lesio hepdtica e de doenga sistémica
(viscerotropismo), quando feita inoculagdo em macacos. A primeira estirpe atenuada tinha
sido entao criada, no entanto com aumento de neurotropism05’3'. Para tentar contornar o
problema, Theiler e seus colaboradores usaram doses minimas do virus, no entanto a
tentativa falhou. Perceberam que doses baixas de virus faziam aumentar a frequéncia de
encefalites em macacos’.

Foram realizadas varias centenas de passagens do virus em diferentes tipos de culturas de
tecidos e repetidamente testadas para a sua atividade neurotropica’.

Quandoa estirpe Asibi foi sujeita a passagens repetidas em embrides de galinha desprovidos
de Sistema Nervoso Central, observou-se que entre passagens ocorreu uma mutagao na
estirpe. Esta mutagiao ao acaso que tinha surgido mostrou nao ter efeitos viscerotrépicos e
neurotropicos, sendo segura e capaz de conferir imunidade. A esta estirpe foi dado o nome
| 7D>*,

As subestirpes 17D-204 e 17DD sao derivadas de 204 passagens e 195 passagens da estirpe
I 7D, respetivamente, e sao as estirpes usadas atualmente para a produgao de vacinas contra
a FA28'29.

A vacina 17DD ¢é produzida e usada no Brasil, enquanto a vacina 17D-204 ¢ usada no resto

do Mundo®.

3.2 Eficacia da vacinagdo e resposta imune

A vacina é administrada por via subcutianea num volume de 0,5 ml*. Produz niveis elevados
5 5 : o : 3

de protegao, com uma taxa de seroconversao superior a 95 % em adultos e criangas’.

A vacina estimula a resposta imune inata e adaptativa. A resposta imune inata é forte, rapida

e precede a resposta imune adaptativa. Esta ultima é também rapida, extremamente forte e

duradoura, com formagao de anticorpos neutralizantes (AN), considerados os principais

32,33

agentes correlacionados com a prote¢ao da doenga**. Devido ao papel da proteina E na
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entrada do virus na célula — ligagio aos recetores celulares e fusio da membrana — a
proteina E é o alvo dos AN, que vido inibir estas fungdes e assim prevenir a infegio’.
Aproximadamente 90 % dos individuos que foram vacinados desenvolvem AN nos 10 dias

seguintes a vacinagio e 99 % desenvolve dentro de 30 dias>’'.

3.3 Indica¢6es, Contraindicacoes e Precaucoes

A vacina é recomendada para residentes nas areas endémicas da FA e individuos que
pretendam viajar para areas endémicas®. Estes ultimos devem ser vacinados pelo menos 10
dias antes da viagem.’' A vacinagio é também indicada a profissionais de satide que trabalham
em laboratérios onde ha manipulagio de material infeccioso®.

A vacina nao deve ser administrada nas seguintes condigoes: idade menor que 6 meses,
alergia a um componente da vacina, infegao por HIV sintomatica ou contagem de linfécitos T
CD4+ inferior a 200 células/mm?®, doencas do timo com fungio imunoldgica anormal,
imunodeficiéncias primarias, neoplasias malignas, transplantagio de orgaos e terapias
imunossupressoras e imunomoduladoras™.

As condigoes em que a vacina pode ser administrada mas com precaugao incluem: idades
dos 6 aos 8 meses, idade superior a 60 anos, infegao por HIV assintomatica e contagem de

linfécitos T CD4+ entre 200 e 499 células/mm?’, gravidez e amamentagao®.

3.4 Certificados de Vacinagao

Alguns paises exigem que todos os viajantes mostrem o Certificado Internacional de
Vacinagao (CIV), muitas vezes chamado “Cartao Amarelo”, como prova da vacinagdao contra
a FA antes da entrada nesses paises. Outros paises exigem o certificado apenas a individuos
que tenham viajado recentemente para dreas endémicas®.

De acordo com o Portal da Saude, “ O Regulamento Sanitirio Internacional em vigor
estipula que a Unica vacina que podera ser exigida aos viajantes na travessia das fronteiras ¢ a
vacina contra a FA.” Assim sendo, os Centros de Vacinagao Internacional devem administrar
a vacina contra a FA aos utentes que a eles se dirijam e que apresentem prescrigio médica®.
O CIV é vilido a partir de 10 dias apds a data da vacinagao. Os viajantes que cheguem a
esses paises sem a prova da vacinagao podem ser impedidos de entrar no pais, podem ser
postos em quarentena até 6 dias ou serem vacinados no local®.

Um individuo com contraindicagao para a vacina da FA deve, antes de embarcar, solicitar

uma declaragdo médica que contenha a razao da nao vacinagao®.
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Desde 2007, o CIV foi substituido pelo Certificado Internacional de Vacinagao ou Profilaxia
(CIVP). Os individuos que receberam a vacina contra a FA apds |5 de dezembro de 2007,
devem apresentar o CIVP, no entanto para os individuos que receberam a vacina antes de |5
de dezembro de 2007, o CIV original ainda é valido, desde que a vacina tenha sido
administrada ha menos de dez anos”.

De acordo com a WHO, em junho de 2016, o periodo de protegao conferido pela vacina e
o prazo de validade do CIVP passarao de 10 anos para a duragao da vida do individuo

vacinado®.

3.5 Efeitos Adversos

As reagoes a vacina contra a FA siao geralmente suaves e ocorrem em 5 a 30 % dos
individuos vacinados. Os efeitos adversos suaves incluem dores de cabega, mialgias e febre
baixa, que comeg¢am alguns dias apds a vacinagao e duram cerca de 5 a |0 dias. Podem
também incluir inflamagao no local da injegao | a 5 dias apds a vacinagio®*. No entanto, ha
relatos de efeitos adversos graves apos a vacinagao contra a FA, que incluem reagdes de
hipersensibilidade graves, doenga neurotrépica associada a vacina contra a febre amarela
(DNAV) e doenga viscerotrépica associada a vacina contra a febre amarela (DVAV)*.

Idade avangada, doengas do timo e imunossupressao sao considerados fatores de risco para
o desenvolvimento de efeitos adversos graves, no entanto ha relatos de efeitos adversos
graves em casos com fatores de risco desconhecidos. Os mecanismos subjacentes a estes
acontecimentos nao sao ainda conhecidos. Embora ja se tenham levantado varias hipoteses,
pensa-se que fatores do hospedeiro, como a resposta imune, possam estar na origem destes
eventos™.

As reagdes de hipersensibilidade graves podem incluir reagoes anafilaticas e até mesmo
choque anafildtico®. Estas podem ocorrer como resposta a proteinas do ovo, proteinas de
galinha, gelatina ou outro componente utilizado na produgao das vacinas®.

A DNAV (antigamente conhecida como “encefalite pos vacinal”) foi no passado o evento
adverso grave mais comum associado a vacina contra a FA, sobretudo em crianc;as“.E um
evento adverso grave, mas raramente fatal. Foi relatado na maioria dos casos apés vacinagao
primaria, ocorrendo entre o 3° e 28° dia apds a vacinagio®.

Existem trés sindromes neurologicos associados a vacina contra a FA: a meningoencefalite, a

encefalomielite disseminada aguda e a sindrome de Guillain-Barré**'.
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A meningoencefalite € uma doencga neurotrépica, secundaria a infegao do virus da vacina no
Sistema Nervoso Central, que se pode manifestar com febre, dores de cabega, sintomas
neurologicos focais, alteragoes do estado mental e convulsdes®'.

A encefalomielite disseminada aguda e a sindrome de Guillain-Barré siao doencgas
neurologicas autoimunes em que os anticorpos induzidos pela imunizagao e/ou as célula T
reativas reagem com proteinas dentro do Sistema Nervoso Central ou Periférico. Podem
manifestar-se por fraqueza muscular, anormalidades do nervo craniano, auséncia de reflexos
tendinosos, estado mental alterado e ataxia®'.

A DVAV caracteriza-se por proliferagao do virus da vacina em multiplos érgaos, causando
disfungao ou insuficiéncia de multiplos 6rgaos e morte em pelo menos 60% dos casos. Os
sintomas iniciais sao inespecificos e incluem febre, mal-estar, cefaleias, mialgias, vomitos e
diarreia. Em certos casos pode haver progressio para dor abdominal grave, ictericia,

341 Os casos relatados sio

insuficiéncia hepatica e renal, hemorragias, dispneia e hipotensao
em individuos vacinados pela primeira vez contra a FA e ocorreram nos primeiros 8 dias
seguintes a vacinagao®.

O Centers for Disease Control and Prevention indica que a incidéncia de reagdes de
hipersensibilidade graves é de cerca de | caso em 55 000, de DNAYV é de cerca de | caso
em 125 000 e de DVAV ¢ de cerca de | caso em 250 000, sendo que mais de metade dos
individuos que tém este Ultimo efeito morrem®.

Para cada individuo, é necessirio que os profissionais de salde equilibrem os riscos de
eventos adversos associados a vacina e os beneficios da vacinagao antes da decisio da

administracio da vacina*.
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4. Vacinas em estudo

4.1 Vacina inativada

A ocorréncia de efeitos adversos graves causados pela vacina 17D estimulou o
desenvolvimento de uma alternativa mais segura, uma vacina inativada®.

XRX-001 é uma vacina inativada inteira contra a FA, fabricada por Xcellerex a partir da
estirpe |7D do VFA, sendo produzida em culturas de células Vero. O virus inteiro é
purificado a partir de fluido da cultura, inativado com [-propiolactona, adsorvido a 0,2% de
hidréxido de aluminio e formulado com estabilizantes*. A inativacio do virus é feita com B-
propiolactona, que alquila residuos de purina de acidos nucleicos de modo a destruir a
infectividade do virus. Esta possui vantagens em relagao a formalina®.

A patogénese da DVAV e da maioria dos casos de DNAYV envolve a replicagao do virus da
vacina |7D em orgaos viscerais como o figado, rins e coragao (em DVAYV) ou invasao do
Sistema Nervoso Central via corrente sanguinea (em DNAV). A principal vantagem da vacina
inativada é a sua incapacidade de replicar em tecidos do hospedeiro, o que se traduz numa
maior seguranca®.

Esta vacina ndo contém proteinas, como a ovalbumina e outras proteinas derivadas do ovo,
nem gelatina, usadas na produgao da vacina |7D*.

Relativamente a seguranga nao clinica da vacina, constatou-se em estudos em ratos que
apenas ocorreu inflamagao ligeira no local da injegao, elevagao transitoria de interleucina 6 e
hiperplasia linfoide, fenémenos relacionados com a estimulagio do sistema imunitario®.

A vacina provou ser muito imunogénica em modelos animais, como hamsters e macacos,
proporcionando protegio contra o VFA®,

Num estudo em hamsters, trés grupos de dez hamsters foram vacinados com trés doses
diferentes da vacina XRX-00| (dose elevada, dose média e dose baixa), através de injegcoes
intramusculares, nos dias 0 e 21. Outro grupo recebeu uma Unica injegao de dose elevada da
vacina XRX-001 no dia 2I|. Dois outros grupos receberam a vacina 17D, sendo que um
desses grupos recebeu a vacina 17D diluida dez vezes (1:10). A um outro grupo foi injetado
placebo (0,2 % de hidréxido de aluminio em 0,9 % de cloreto de sédio)”. No dia 49 foi
administrado a todos os grupos uma estirpe do VFA, mas antes dessa administragao foram
medidos os niveis de AN,

Aquando dessa medigao, verificou-se que todos os hamsters a quem foi dada uma Unica
injegao de dose elevada da vacina (dia 21) e duas injegoes de dose elevada da vacina (dias 0 e
21) desenvolveram niveis elevados de AN. Uma unica inoculagao da vacina XRX-001

desenvolveu niveis de AN semelhantes aos niveis observados depois da inoculagao da vacina
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I 7D. Duas inoculagdes resultaram em niveis muito elevados de AN, niveis estes maiores do
que os niveis de AN observados apés inoculagio da vacina |7D*.

Constatou-se que ha uma relagdo entre a resposta de AN a vacina XRX-00| e a dose
administrada, na medida em que a seroconversao e o Titulo Médio Geométrico (TMG) de
anticorpos diminuem com a diminuigao da dose. A dose média foi moderadamente efetiva,
ocorrendo 80 % de seroconversao e o TMG é reduzido comparado com a dose elevada. A
dose baixa foi fracamente imunogénica®.

Depois da administragao de uma estirpe do VFA (depois de dia 49) nos grupos do estudo,
verificou-se que 78% dos hamsters inoculados com placebo morreram. Por outro lado,
todos os animais a quem se deu uma ou duas inoculagées de XRX-001 ou da vacina 17D
(ndo diluida ou diluida) sobreviveram®,

Em primatas nao humanos (Cynomolgus macaques) também foi testada a vacina XRX-001.
Dois grupos de macacos receberam injecao intramuscular de XRX-001 de uma determinada
dose, sendo que um grupo recebeu inoculagao nos dias 0 e 2| e o outro recebeu nos dias
0,10 e 21. A um grupo de controlo de macacos foi inoculada a vacina 17D no dia 0%,
Verificou-se que os titulos de AN estavam elevados 21 dias apés inoculagao da vacina XRX-
001 e da vacina 17D*.

Duas doses de vacina XRX-001| nos dias 0 e 10 desenvolveram uma resposta imune similar a
uma dose da vacina |7D*.

A maioria dos macacos nao apresentaram aumento significativo de AN ap6s uma segunda ou
terceira dose da vacina XRX-00I. Isto levou a pensar que uma dose Unica de XRX-00I|
poderia fornecer niveis suficientes de imunidade, no entanto esta teoria tinha de ser
confirmada em estudos em humanos®.

Foi realizado um estudo clinico de fase |, com 60 individuos saudaveis, para investigar a
imunogenicidade e a seguranga da vacina XRX-001. Tratou-se de um estudo duplo-cego,
com escalada de doses e controlado por placebo™.

Os 60 individuos foram divididos em dois grupos, cada um com 30 individuos. Em cada
grupo, os individuos foram distribuidos aleatoriamente para receber injegoes
intramusculares da vacina XRX-001 com dose baixa de antigénio (0,48 mg), com dose
elevada de antigénio (4,8 mg) ou placebo™.

Os niveis de AN foram medidos no inicio do estudo (dia 0) e nos dias 2| (antes da segunda
injegao), 31 e 42*.

Uma unica inje¢ao da vacina XRX-001 induziu o desenvolvimento de AN em 46 % dos
individuos do grupo a quem foi inoculada a vacina com dose elevada de antigénio e |3 % dos

individuos do grupo que recebeu a vacina com dose baixa de antigénio. A resposta de AN
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apos a segunda injegao foi rapida, com anticorpos presentes em 100% dos individuos no
grupo que recebeu dose elevada e 88% dos individuos no grupo que recebeu dose baixa,
dentro de |0 dias. Portanto, foram necessarias duas injegdes para uma imunizagao eficaz.
Concluiu-se que as respostas imunes contra a vacina XRX-00| foram dependentes da dose,
sugerindo que maiores TMG e respostas imunolégicas mais duradouras podem ser
conseguidos com doses mais elevadas de antigénio. No entanto, esta hipotese necessita ser
estudada em ensaios clinicos de fase 2*.

Dor local e sensibilidade foram mais frequentes nos dois grupos que receberam a vacina
XRX-001 do que no grupo placebo, mas a frequéncia destes acontecimentos nao diferiu de
acordo com a dose. As reagoes locais foram ligeiras e menos frequentes apos a segunda
injegao do que apos a injegao inicial. Reagdes moderadas foram raras e nao foram relatadas
reagdes graves. Nio houve reacdes febris*.

O préximo passo para o desenvolvimento da vacina XRX-00| tem como objetivo avaliar a

durabilidade da resposta imunoldgica, num ensaio clinico de fase 2%,

4.2 Vacina de DNA

As vacinas de DNA sao potenciais candidatas a substituir as vacina vivas atenuadas. Uma vez
que nao sao de natureza infecciosa, ndo desencadeiam efeitos adversos graves, sendo por
isso consideradas seguras. Para além disso, sao mais facilmente manipuladas e nao necessitam
de baixas temperaturas para o seu acondicionamento e distribuigio®.

Tém sido desenvolvidas vacinas baseadas em sequéncias de DNA que codificam proteinas
especificas do VFA e que podem ser alternativas a vacina 17D,

Tendo em conta que a proteina E do VFA é a principal proteina da superficie do VFA e o
principal alvo para os AN, foram desenvolvidas vacinas baseadas neste antigénio, isto é,
vacinas que consistem em constru¢oes de DNA que contém sequéncias que codificam a
proteina E do virus®.

Antigénios codificados por vacinas de DNA s3ao expressos no meio intracelular e
preferencialmente apresentados ao sistema imune através de moléculas do Complexo Maior
de Histocompatibilidade Classe | (CMH I). A apresentacao do antigénio por esta via é
geralmente associada a uma resposta celular citotdxica e, muitas vezes, nao provoca uma
resposta humoral satisfatéria. Para induzir niveis satisfatorios de AN, pode direcionar-se o
antigénio codificado pelas vacinas de DNA para o Complexo Maior de Histocompatibilidade
classe Il (CMH II). A apresentacao antigénica via CMH Il induz a ativagao das células T

CD4+, que por sua vez é fundamental para induzir resposta das células T CD8+, o
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desenvolvimento de células de memoria e a expansao clonal das células B*. Assim sendo,
para direcionar o antigénio para a via CMH Il, pode utilizar-se uma estratégia que consiste
em expressar o antigénio fundido com a Proteina de Associagio a Membrana Lisossomal
(LAMP)®,

Fez-se um estudo em ratos para comparar as propriedades imunoldgicas de duas
construgoes de DNA distintas e da vacina |7D. Uma construgao consiste apenas numa
sequéncia de DNA que codifica a proteina E do VFA e outra consiste na sequéncia de DNA
que codifica a proteina E do VFA mas com o dominio transmembranar da proteina E
substituido por uma sequéncia que codifica a porgio C-terminal da LAMP*.

Verificou-se que ambas as constru¢oes de DNA foram capazes de induzir respostas muito
fortes de células T e de magnitude semelhante as respostas induzidas pela vacina |7D.
Constatou-se também que a construgao de DNA que continha a porgao C-terminal da
LAMP fundida com a sequéncia codificadora da proteina E induziu niveis mais elevados de
AN do que a vacina 17D. Para além disso, esta construgao conferiu 100 % de protegao
contra o VFA aquando da sua inoculagdo via intracerebral em ratos**.

A vacina de DNA formada pela fusio da sequéncia codificadora da proteina E com a
sequéncia codificadora da LAMP mostrou ser bastante promissora. Os resultados obtidos
encorajam estudos noutros modelos animais, nomeadamente em primatas nao humanos. A
duracao da protegao € um ponto importante e que se pretende estudar em estudos

posteriores®.
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Conclusao

A febre amarela é uma doenga infecciosa que ocorre em Africa e América do Sul, mas
devido a facilidade com que se viaja atualmente de pais para pais, o virus responsavel por
esta infecio pode propagar-se a nivel mundial. E necessario implementar medidas preventivas
para que o virus nao se dissemine, nomeadamente aumentar a cobertura vacinal em areas de
risco com baixa cobertura, como é o caso de alguns paises africanos, e dar continuidade a
vacinagao de individuos que pretendam viajar para areas endémicas. Para além disso,
respostas rapidas com campanhas de vacinagao de emergéncia sao essenciais para controlar
surtos e evitar epidemias.

A vacina atualmente usada é uma vacina viva atenuada, denominada vacina 17D. E uma vacina
eficaz mas que apresenta algumas limitacdes. E contra-indicada em individuos com idade
inferior a 6 meses, alergia a um componente da vacina, neoplasias malignas, transplantagao
de orgaos, entre outros casos e deve ser dada com precaugao a individuos com mais de 60
anos, na gravidez, amamentagao, entre outras situagoes. Para além disso, embora raramente,
pode desencadear reagoes adversas graves, como doenga neurotropica, doenga
viscerotropica e reagoes de hipersensibilidade. Assim, tém sido desenvolvidas novas vacinas,
através da inativagao do virus inteiro e através de construgoes de DNA. Estas tém mostrado
ser tao ou mais eficazes e mais seguras que a vacina atual, revelando-se por isso promissoras
na prevengao da febre amarela, podendo constituir potenciais alternativas a vacina 17D, a

Unica atualmente usada em todo o Mundo.
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