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Resumo

A febre amarela (FA) é uma doenca viral zoondtica importante associada ao 6bito de primatas
humanos e ndo humanos. Nesse trabalho foram avaliadas as alteragdes histopatoldgicas de
primatas neotropicais de vida livre naturalmente infectados com o virus da FA (VFA)
comparados com grupos de primatas ndo infectados. Alteracdes hepéticas, caracterizadas por
necrose massiva com lipidose e inflamacéo discreta, foram as mais observadas nos primatas
infectados pelo VFA. Hepatite necrotizante intensa foi frequentemente observada em Alouatta
sp., enquanto Callithrix sp. quase ndo apresentaram lesdes hepaticas. A frequéncia de
infeccdo pelo VFA foi significativamente maior em Alouatta sp. quando comparada com
Callithrix sp. e Sapajus sp. Logo, esses dados dao suporte a hipdtese de que Alouatta sp. €
altamente susceptivel a infeccdo e a lesdes induzidas pelo VFA, enquanto Callithrix sp.,
apesar de susceptivel a infeccdo pelo VFA, ndo desenvolvem lesdes hepaticas induzidas pelo
VFA.

Palavras-chave: Alouatta, Callithrix, arbovirus, flavivirus, figado, primatas ndo humanos.



Abstract

Yellow fever (YF) is an important zoonotic viral disease associated with deaths of both
human and non-human primates. Here we evaluated histopathologic changes of free ranging
neotropical primates naturally infected with YF virus (YFV) as compared to uninfected
cohorts. Hepatic changes characterized by massive necrosis with lipidosis and mild
inflammation were the most commonly observed in primates infected with YFV. Importantly,
severe necrotizing hepatic lesions were often observed in Alouatta sp., whereas Callithrix sp.
had nearly no hepatic changes. Furthermore, the frequency of YFV infection was significantly
higher in Alouatta sp. when compared to Callithrix sp. or Sapajus sp. Therefore, these data
support the notion that Alouatta sp. is highly susceptible to infection and YFV-induced
lesions, whereas although susceptible to infection Callithrix sp. do not develop YFV-induced
lesions.

Keywords: Alouatta, Callithrix, arbovirus, flavivirus, liver, non-human primates.
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1. INTRODUCAO

A Febre Amarela (FA) é uma doenca viral hemorragica transmitida por artropodes e
causada por um flavivirus que acomete tanto primatas humanos quanto primatas nao
humanos (Litvoc et al, 2018). A FA ocorre nos ambientes silvestre e urbano, onde é
transmitida para hospedeiros susceptiveis por mosquitos dos géneros Haemagogus sp. e
Sabethes sp., e Aedes sp., respectivamente (Litvoc et al, 2018).

No Brasil, a regido amazo6nica € considerada endémica, porém surtos ocorrem com
frequéncia em regides ndo endémicas. O mais recente ocorreu principalmente na regido
sudeste do pais de 2016 a 2018, levando a mais de mil casos humanos confirmados e a
taxa de mortalidade de 35,1% (Duarte-Neto et al, 2019).

Primatas neotropicais sdo susceptiveis ao virus da FA (VFA) e durante o ciclo silvestre
da doenca a morte desses animais precede o0 surgimento de casos humanos
(Vasconcelos, 2003). Portanto, 0 monitoramento da ocorréncia da FA em primatas néo
humanos serve de alerta para a circulacdo do virus naquela determinada area, levando a
implantacdo de vacinacdo preventiva na populacdo humana potencialmente exposta e
susceptivel, que é a principal medida de prevencao aplicada (Bacha e Johanson, 2017;
Monath e Vasconcelos, 2015).

Apesar das alteracGes histopatoldgicas associadas a infeccdo pelo VFA em pacientes
humanos ja terem sido bem descritas, a quantidade de informacéo sobre essas alteraces
em diferentes espécies de primatas ndo humanos ainda é limitada, tanto em infeccdes
naturais como experimentais (Engelmann et al, 2014; Fernandes et al, 2017; Monath e
Vasconcelos, 2015). Apesar de existirem evidéncias na diferenca de susceptibilidade de
diferentes espécies de primatas neotropicais, tais diferencas nunca foram associadas a
padrdes de alteracdes patologicas diferentes. De forma geral, Sapajus sp. sdo resistentes
enquanto Alouatta sp. e Callithrix sp. sdo considerados susceptiveis a FA (Almeida,
2017; Litvoc et al, 2018; Monath e Vasconcelos, 2015; Vasconcelos, 2003).

O objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracBes histopatoldgicas em primatas
neotropicais de vida livre naturalmente infectados com VFA provenientes da regido de

mata atlantica, assim como comparar a intensidade e a natureza das les6es observadas
em diferentes espécies de primatas, principalmente Alouatta sp. e Callithrix sp.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Virus da Febre Amarela

O VFA, membro da familia Flaviridae, € um virus RNA do género Flavivirus, assim
como outros virus que causam doenga em seres humanos como: Dengue, Zika, virus do
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Oeste do Nilo (West Nile), virus da encefalite japonesa e virus de Saint Louis (Litvoc et
al, 2018; Vasconcelos 2003; Domingo et al, 2018). Por ser transmitido por artrépodes é
considerado um arbovirus (do inglés: artrophod borne virus) (Litvoc et al, 2018). E um
patdgeno intracelular obrigatorio que se replica no citoplasma das células infectadas
(Monath, 2001). VFA e outros membros da familia Flaviridae se enquadram no grupo
de doencas denominadas de febres hemorragicas virais, onde também s&o incluidos
virus de outras familias como Togaviridae (Chikungunya) e Filoviridae (Marburg e
Ebola) (Ferreira, 2016).

Apenas um sorotipo do VFA é reconhecido, porém existem pequenas diferencas
genéticas que caracterizam duas cepas americanas e cinco cepas africanas distintas,
entretanto ndo se sabe se existem diferencas de patogenicidade entre elas (Vasconcelos,
2003; Mutebi et al, 2001).

O genoma do virus é formado por uma fita simples de RNA ndo segmentado, de
polaridade positiva e constituida de 11 kilobases de comprimento. Possui uma unica
regido codificante (ORF), com cerca de 10.233 nucleotideos que codificam as proteinas
virais, delimitada por duas regi6es ndo codificantes (NCR), uma grande 3’NCR com
511 nucleotideos e uma pequena 5’NCR com 118 nucleotideos (Vasconcelos, 2003). O
virion mede 25-40 nm e é envolto por um envelope derivado da membrana da célula
hospedeira constituido por bicamada lipoprotéica, medindo entdo 40-50 nm
(Vasconcelos, 2003).

A regido do ORF no genoma viral € responsavel pela sintese de trés proteinas
estruturais e sete proteinas nao estruturais. As proteinas estruturais sdo responsaveis por
codificar o precursor da proteina da membrana (prM), a proteina que da origem ao
envelope (E) e a proteina do capsideo viral (C). As proteinas ndo estruturais tem como
funcdo atividades de regulacdo e expressao do virus, que incluem replicagdo, viruléncia
e patogenicidade (Vasconcelos, 2003).

A proteina E, constituinte do envelope viral, é responsavel pelas fases iniciais da
infecgdo nas celulas do hospedeiro, atuando na aderéncia a membrana das células do
hospedeiro e auxiliando na internalizacdo do virus, além de ser o principal alvo do
sistema imunoldgico do hospedeiro (Monath, 2001). Algumas proteinas ndo estruturais,
como NS1 e NS3, sdo alvos dos mecanismos de defesa do organismo que agem nas
células infectadas. A proteina NS1 é alvo do sistema complemento e a proteina NS3 é
alvo dos linfécitos T citotoxicos (Monath, 2001).

2.2. Historico

O VFA se originou provavelmente no continente africano, se disseminando pelas
Américas por meio dos navios que carregavam 0s escravos africanos e
consequentemente os vetores infectados pelo virus (Litvoc et al, 2018; Monath, 2001).
O primeiro relato de epidemia nas Américas ocorreu na Peninsula de Yucatan, no
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México em 1648, registrado em um manuscrito da civilizacdo maia que descrevia uma
epidemia de vomito negro (Litvoc et al, 2018). Em 1793, uma epidemia na Filadélfia
dizimou aproximadamente 10% da populacdo. Em 1881, o epidemiologista cubano
Carlos Finlay sugeriu que a transmissdo da doenca era através da picada de mosquitos e
foi comprovado por Walter Reed et al em 1900 que estabeleceu que o Aedes aegypti, até
entdo denominado Culex fasciatus, era capaz de transmitir a doenca depois de se
alimentar do sangue de individuos doentes (Litvoc et al, 2018; Paules e Fauci, 2017;
Reed et al, 1901).

Baseado nas descobertas de Reed et al (1901) foram instituidas campanhas de controle
do mosquito, levando a erradicacdo da doenga em Havana em 1902, e ao controle da
doenca no Panaméa em 1906, o que permitiu que a construcdo do canal fosse concluida
(Staples e Monath, 2008). Em 1918, o instituto Rockefeller, formou uma comissao que
tinha o objetivo de eliminar o Aedes aegypit do meio urbano para erradicar a doencga. As
medidas aplicadas obtiveram sucesso em controlar a forma urbana da doenga, mas com
a descoberta de que a FA se tratava de uma zoonose mantida no meio silvestre por
outros vetores infectando primatas, o objetivo de erradicacdo da doenca foi suspenso
(Soper, 1937; Staples e Monath, 2008).

Apesar de Reed et al (1901) terem sugerido que o agente da doenca estava presente no
sangue, apenas em 1927 o virus foi isolado pela primeira vez por Adrian Stokes de um
paciente de Gana (Litvoc et al, 2018; Vasconcelos, 2003; Staples e Monath, 2008). Em
1930, Max Theiler identificou que camundongos eram susceptiveis a inoculacdo
intracerebral, o que levou ao desenvolvimento de testes para deteccdo de anticorpos
neutralizantes que foram utilizados para estudos diagnosticos e epidemioldgicos
(Staples e Monath, 2008). A partir desses testes foi possivel observar que a doenca
estava presente nas regides tropicais das Américas e da Africa mas n&o era encontrado
na Asia (Staples e Monath, 2008).

A partir de 1960, com o desenvolvimento de outros testes, como inibicdo da
hemoaglutinacdo e fixacdo de complemento, a deteccdo de anticorpos se tornou mais
facil (Staples e Monath, 2008). E a partir de 1970, com o desenvolvimento do cultivo de
células de inseto, otimizou-se o isolamento viral (Staples e Monath, 2008). Finalmente,
foram desenvolvidos testes de reacdo em cadeia de polimerase com transcriptase reversa
e ensaios imunoenzimaticos especificos (Staples e Monath, 2008).

A partir do virus isolado em 1927, ap6s 200 passagens em cultivo de células, foi
desenvolvida uma cepa atenuada capaz de induzir resposta imune em primatas humanos
e em primatas ndo humanos (Staples e Monath, 2008). Outra vacina foi desenvolvida a
partir da atenuagdo de outra cepa isolada em Dakar em 1927, denominada de Vacina
Neurotrépica Francesa que foi amplamente utilizada em algumas regides da Africa, mas
devido a sua capacidade de levar a doenca neurologica em criangas, seu uso foi
descontinuado (Staples e Monath, 2008).

No Brasil as primeiras descri¢des de epidemias sdo do seculo XVII. No Rio de Janeiro,
a FA era considerada um problema de saude publica, quando em 1903, Oswaldo Cruz,
Diretor Geral de Saude Publica, aplicou medidas de controle do vetor similares as que
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eram adotadas em Cuba, até que em 1907 a epidemia foi controlada na cidade do Rio de
Janeiro (Litvoc et al, 2018). Entre 1928 e 1929, novos casos surgiram na zona rural do
Rio de Janeiro. Nesses casos ndo havia o envolvimento do Aedes aegypti na transmissédo
da doenca, que nesse momento foi chamada de FA silvestre, que estava ligada a
transmissdo dos primatas ndo humanos para 0 homem (Breés, 1986). Em 1942, no Acre,
foram registrados os Gltimos casos de FA urbana, desde entdo todos 0s casos notificados
sdo de FA silvestre, quando humanos sdo infectados em areas proximas de florestas
onde ha circulagdo do VFA (Litvoc et al, 2018).

Nas décadas de 1950, 60 e 80, houve varias epidemias de FA na Africa e nas Américas,
com casos surgindo em paises onde ndo haviam registros da doenca ha bastante tempo,
em regides onde a populacdo ndo era vacinada ou onde ndo havia registros da doenca
(Staples e Monath, 2008). Por meio de vigilancia epidemioldgica de vetores e primatas,
foi possivel determinar que essas expansdes estavam relacionadas a amplificacdo do
ciclo no meio silvestre (Staples e Monath, 2008). Estima-se que o0 aumento dos casos de
FA na populacdo de primatas ndo humanos ocorra em intervalos de 5 a 10 anos, o que
leva a0 aumento no risco de transmisséo para 0s humanos e a ocorréncia de surtos nesse
mesmo periodo (Litvoc et al, 2018).

Nas Ultimas epizootias no Brasil, as areas de ocorréncia da doenca em primatas nao
humanos foi se expandindo da regido amazonica em direcdo as regides centro-oeste e
sudeste, assim como para a regido sul, levando a doenca para regides de alta densidade
populacional, o que é um risco para o reestabelecimento do ciclo urbano (Fernandes et
al, 2017; Litvoc et al, 2018; Monath e Vasconcelos, 2015). O ultimo surto da doenca
teve inicio em dezembro de 2016 no estado de Minas Gerais se espalhando rapidamente
para 0s outros estados da regido sudeste e para a Bahia (Fernandes et al, 2017; Litvoc et
al, 2018).

No estado do Rio de Janeiro, os casos de FA, tanto de primatas humanos quanto de
primatas ndo humanos, tiveram inicio durante o ciclo de transmissdo de 2016-17, tendo
0 maior numero de casos registrados no ciclo seguinte (2017-18). Apesar de no Gltimo
ciclo, ndo terem sido registrados casos humanos, um caso em Alouatta sp. foi
registrado. Analises filogenéticas demonstraram que o VFA identificado nesse primata
ndo humano era semelhante as cepas identificadas nos ultimos dois ciclos de
transmissdo, indicando que o virus foi capaz de sobreviver por mais de trés anos nesse
ambiente e que ha possibilidade da emergéncia de outra epidemia nos préximos ciclos
(Abreu et al, 2019).

2.3. Epidemiologia

A doenca é considerada endémica nas regides de floresta tropical da Africa e das
Américas (Litvoc et al, 2018). A Organizagdo Mundial da Satude (OMS) estima 84.000
a 170.000 casos de doenca grave nos dois continentes, respectivamente, com cerca de
29.000 a 60.000 obitos anualmente (Paules e Fauci, 2017). Apesar da presenca do vetor
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urbano, Aedes aegypti, e da populagio ser susceptivel, ndo existem casos de FA na Asia
que podem ser justificados por protecdo cruzada devido a hiperendemia de dengue ou
pela incapacidade do vetor de transmitir o virus (Monath, 2001).

N&o foram observadas diferencas de susceptibilidade de nenhuma natureza na espécie
humana (Brés, 1986; Vasconcelos, 2003), mas individuos do sexo masculino sdo 0s
mais acometidos pela doenca, compreendendo cerca de 80% dos casos, na faixa etaria
de 15 a 35 anos, devido a maior exposicdo de individuos que desenvolvem fungdes
associadas ao meio silvestre e ndo por maior susceptibilidade (Litvoc et al, 2018;
Monath, 2001; Vasconcelos, 2003). O maior nimero de casos ocorre entre 0s meses de
dezembro e maio, que coincide com o periodo chuvoso no Brasil (Litvoc et al, 2018).

O ciclo de transmissdo da doenga se baseia nos hospedeiros (primatas humanos e
primatas ndo humanos), nos vetores (Culicideos) e no local de ocorréncia. Os
hospedeiros vertebrados, tanto seres humanos como primatas ndo humanos, atuam
como amplificadores do virus, ou seja, ao serem infectados ocorre multiplicacdo do
virus que se torna disponivel para infectar os vetores apenas durante a fase virémica.
Apds essa fase a doenca pode evoluir para o 6bito ou para a cura do individuo que se
torna imune a uma nova infeccdo. J& os vetores, ao entrarem em contato com o virus,
permanecem infectados por toda a vida sendo considerados reservatérios e podem,
como no caso do Haemagogus janthinomys, transmitir o virus de forma vertical, via
transovariana (Mondet et al, 2002; Romano, 2014; Vasconcellos, 2003). Existem dois
ciclos no Brasil, o ciclo urbano e o ciclo silvestre, ja no continente africano além desses,
existe um ciclo intermediario, que ocorre em areas de transicdo de florestas (Litvoc et
al, 2018).

No ciclo silvestre, que ocorre nas regides de floresta, o virus circula na populacdo de
primatas ndo humanos susceptiveis e durante a fase virémica sdo capazes de infectar os
vetores que se alimentam do seu sangue. Logo, os vetores, principalmente dos géneros
Haemagogus sp. (H. janthinomys, H. leucocelaemus e H. albomaculatus) e Sabethes sp.
(S. chloropterus e S. albiprivus) que se infectaram com o sangue dos hospedeiros
infectados sdo capazes de infectar outros hospedeiros susceptiveis. Nesse contexto,
humanos podem se infectar nesses ambientes (Litvoc et al, 2018; Vasconcelos, 2003).
Na Africa, os vetores envolvidos no ciclo silvestre sdo principalmente os mosquitos do
género Aedes sp. (A. africanus, A. furcifer e A. simpsoni), porém o virus ja foi isolado
de carrapatos da espécie Amblyoma variegatum na Africa (WHO, 1986).

O ciclo urbano ocorre quando a transmissdo do virus se da de humano para humano
pelo Aedes aegypti. A introducdo do virus geralmente ocorre quando um individuo
humano se infecta no meio silvestre e desenvolve a fase virémica no meio urbano e
infecta o vetor, que a partir disso pode infectar outros hospedeiros. Dessa forma o virus
permanece circulando enquanto houver individuos susceptiveis, 0 que pode ser
resolvido com imunizacdo em massa da populagdo com o objetivo de bloquear a
transmisséo (Litvoc et al, 2018; Vasconcelos, 2003). No Brasil a Gltima epidemia (ciclo
urbano) ocorreu na cidade do Rio de Janeiro em 1929 e os ultimos casos foram
registrados em Sena Madureira, no Acre, em 1942, mas na Africa ela ainda ocorre
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(Franco, 1969; Vasconcelos, 2003). Ja o ciclo intermediario, ocorre nas regides de
savana africana, a transmissdo do virus ocorre entre humanos e primatas por meio de
Aedes spp. (Litvoc et al, 2018).

Outros animais, como marsupiais e preguigas, podem ter participacdo na manutengéo do
VFA, principalmente em areas onde 0s primatas ndo estejam presentes ou a populagédo
simia seja imune ao virus. Na decada de 40, durante uma epidemia na Coldmbia, néo
ocorreram casos de primatas acometidos pelo virus, mas os marsupiais apresentavam
anticorpos anti-VFA (Vasconcelos, 2003).

2.4. Sinais clinicos

A FA ¢é uma doenca viral aguda de curta duracdo com gravidade variada, desde casos
assintomaticos ou oligossintomaticos até formas mais graves da doenca (Almeida, 2017,
Monath, 2001; Vasconcelos, 2003). Humanos e primatas ndo humanos desenvolvem a
doenca de forma semelhante, diferindo apenas no tempo de evolugdo da doenga que, em
primatas ndo humanos experimentalmente infectados, leva a morte em até uma semana
(Romano, 2014). Estima-se que metade dos humanos infectados sdo assintomaticos
(Litvoc et al, 2018), e que dos individuos que apresentam sinais clinicos, pelo menos
90% dos casos sejam leves ou oligossintomaticos e que apenas 10% apresentam as
formas mais graves da doenca levando ao ébito (Vasconcelos, 2003).

Segundo Romano (2014), as manifestacfes clinicas da FA em primatas ndo humanos é
semelhante ao que ocorre em humanos, incluindo amplitude de apresentacdes clinicas e
intensidade de doenca, portanto as informacdes sobre os aspectos clinicos descritas sao
compativeis para ambos, humanos e ndo humanos.

O periodo de incubacdo, que compreende o intervalo da picada do mosquito infectado
até o inicio dos sinais clinicos, varia de 3 a 6 dias, chegando até 10-15 dias (Litvoc et al,
2018). Apos esse periodo, os individuos infectados apresentam trés fases clinicas
distintas: a fase virémica, a fase de remisséo e a fase toxémica (Litvoc et al, 2018).

A fase virémica é caracterizada por febre alta, durando em média 3 dias, mialgia,
cefaleia, falta de apetite e nausea. Em casos de doenca discreta ou moderada,
aproximadamente 20-30% dos individuos infectados, esses sinais desaparecem dentro
de 2 a 4 dias (Litvoc et al, 2018). Durante essa fase o0 virus se encontra no sangue em
titulos de até 10° — 10° particulas infecciosas/mL, que servem de fonte de infeccéo para
os vetores (Monath, 2001; Quaresma et al, 2013). Apds a fase virémica o individuo
passa por uma fase de melhora clinica, a fase de remissdo, que dura aproximadamente
24 horas. Durantes esse periodo o0s virus circulantes sdo eliminados da corrente
sanguinea por meio de resposta imune celular e humoral (Monath, 2001).

Em seguida se inicia a fase toxémica que acomete cerca de 15% dos infectados. Durante
essa fase, ha o retorno da febre com piora da mialgia e da cefaleia, acompanhadas de
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calafrios e acometimento de outros Orgdos e sistemas. Com o desenvolvimento da
doenca, surge a ictericia e podem ocorrer hemorragias, disfuncdo renal com oliguria,
disfuncdo do sistema cardiovascular e acometimento neuroldgico, representado por
convulsdes (Litvoc et al, 2018). Metade dos individuos que chegam nessa fase evolui
para o Obito, e 0s demais se recuperam sem sequelas significantes (Litvoc et al, 2018).

A principal alteragdo hematoldgica mais caracteristica é a leucopenia, com leucocitos
entre 1.500 e 2.500 células/mL e neutropenia relativa (Litvoc et al, 2018). Entretanto
em alguns casos pode-se observar leucocitose em fases mais tardias (Litvoc et al, 2018).
Geralmente ndo sdo observadas alteracdo dos parametros da série vermelha, exceto nos
individuos que apresentam hemorragia, onde pode ser observada reducdo do
hematocrito e de hemoglobina, além da diminui¢do do numero de plaquetas, que podem
chegar a menos de 20.000/cm?® de sangue (Vasconcelos, 2003). Além das alteracoes
plaquetarias, também ocorre a reducdo de outros fatores de coagulacdo, principalmente
os fatores I, V, VII, VIII, IX e X, com aumento dos tempos de coagulacdo e de
protrombina, reducdo de fibrinogénio e coagulacdo intravascular disseminada (Monath,
2001; Vasconcelos, 2003).

Entre as alteracBes bioquimicas observadas, destaca-se: baixos niveis de proteina C
reativa; hiperbilirrubinemia, mais intensa no final da primeira semana, variando de 10
mg% até 20-30 mg%; aumento de ALT e AST, em casos graves chegando a 5.000 Ul/L
até mais de 20.000 UI/L, frequentemente é observado um aumento maior de ALT,
devido ao efeito citopatico que o virus pode apresentar em células musculares cardiacas
e esqueléticas; e aumento de ureia e creatinina (relacionados a piora do quadro do
paciente) (Litvoc et al, 2018; Vasconcelos, 2003). Quando h& acometimento renal, além
do aumento de ureia e creatinina, também pode ser observado o aumento de proteina na
urina, que pode chegar até 500 mg/100 mL, além da presenca de bilirrubina e de
hemaécias (Vasconcelos, 2003).

Baseado nos sinais clinicos e nas alteracdes hematoldgicas e bioquimicas, o quadro
clinico pode ser classificado em leve, moderado, grave ou maligno. O quadro leve é
caracterizado por sinais clinicos e alteracbes hematoldgicas e bioquimicas menos
intensas que duram até dois dias e logo o individuo se recupera (Litvoc et al, 2018;
Vasconcelos, 2003). Tais caracteristicas podem ser comuns a outras doencas infecciosas
como malaria, outras hepatites virais, febre tifoide e mononucleose, tornando o
diagnostico dificil até mesmo durante as epidemias, se fazendo necessario o uso de
métodos especificos de diagndstico (Vasconcelos, 2003).

Nos casos moderados os sinais clinicos se intensificam e algumas alteracfes mais
especificas podem aparecer, como ictericia, epistaxe e albuminudria. Nesses casos 0sS
sinais clinicos persistem até trés dias seguidos de recuperacdo completa (Vasconcelos,
2003). Nas formas graves, os sinais clinicos tem inicio abrupto caracterizados por febre
elevada e cefaleia intensa, acompanhados de sinal de Faget evidente, ou seja, febre
elevada acompanhada de bradicardia (Vasconcelos, 2003). Os sinais classicos da
doenca, como hemorragias, ictericia e albuminuria, sdo bem evidentes e a doenga
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persiste por até 7 dias. Nessa forma o diagndstico clinico é mais facil devido a presenca
evidente dos sinais clinicos classicos (Vasconcelos, 2003).

Ja os casos considerados malignos sdo caracterizados por insuficiéncia hepatica e renal,
com ictericia intensa, elevagéo de bilirrubina e aminotransferases, e aumento de ureia e
creatinina, que pode ndo ser tdo elevado. Ha também trombocitopenia intensa, e nos
casos onde ha coagulacdo intravascular disseminada também pode ser observado
consumo de fibrinogénio e acimulo de D-dimeros (Litvoc et al, 2018).

A intensidade da hemorragia nem sempre esta relacionada a reducdo do ndmero de
plaguetas. O que ocorre durante a infeccdo pelo VFA é o consumo dos fatores de
coagulacao, principalmente os fatores Il, V, VII, VIII, IX e X, com aumento dos tempos
de coagulacdo e de protrombina, reducdo de fibrinogénio e coagulagdo intravascular
disseminada (Monath, 2001; Vasconcelos, 2003).

Nos casos graves e malignos as fases de desenvolvimento da doenca se tornam mais
evidentes. Nos casos leves e moderados, os individuos passam pela fase virémica e se
recuperam na fase de remissdo dos sinais clinicos, 0 que ndo acontece com 0S €asos
graves e malignos onde hd o retorno dos sinais clinicos durante a fase toxémica
(Vasconcelos, 2003).

A insuficiéncia renal é observada clinicamente através de oliglria, que evolui para
anuria, em individuos bem hidratados. Geralmente se manifesta do quinto ao sétimo dia
de infeccdo, e é durante esse periodo que ha a maior frequéncia de 6bitos acometendo
cerca de 20 a 50% dos pacientes que apresentam esse quadro (Monath, 2001;
Vasconcelos, 2003).

Até entdo ndo existem drogas antivirais especificas para o tratamento de FA, logo todo
o tratamento realizado objetiva controlar os sinais clinicos, evitar hemorragias, observar
e tratar insuficiéncia renal, manter hidratagdo e volemia, evitando drogas com efeito
hepatotdxico e acompanhando as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas do paciente
(Litvoc et al, 2018; Monath, 2001).

Em 2019, os casos malignos com progressao para insuficiéncia hepatica foram tratados
com transplante hepatico. Presenca de encefalopatia hepética e fator V menor que 20 a
30% que os limites de referéncia tem sido discutidos como critérios para realizacao do
transplante (Litvoc et al, 2018). O Sofosbuvir, droga utilizada para o tratamento de
hepatite C, ja foi testada com sucesso contra outros flavivirus como Zika e Dengue, esta
sendo estudada como medicamento antiviral para o tratamento de FA, tendo efeitos
satisfatorio in vitro e in vivo, quanto testada em células e camundongos, e quando
testada em dois pacientes resultou melhora do quadro geral com diminuicdo de viremia
e melhora dos parametros laboratoriais (Freitas et al, 2019; Mendes et al, 2019).
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2.5. Diagndstico

Como os sinais cinicos iniciais da FA sdo indistintos de outras doencas virais, a suspeita
deve ser investigada em casos com sinais clinicos compativeis e com epidemiologia
suspeita, ou seja, individuos com acesso a areas de risco nos ultimos 15 dias ou
individuos com vacinagdo com menos de 30 dias (Litvoc et al, 2018). O aumento rapido
de transaminases, com predominio de AST sobre ALT, é um indicio de FA, ja que essa
alteracdo ndo € observada em outras hepatites virais (Litvoc et al, 2018).

A confirmagdo do diagndstico pode ser feita por métodos virolégicos, moleculares ou
soroldgicos. O isolamento viral pode ser realizado a partir de amostras de sangue ou
tecidos de individuos suspeitos. Para tal podem ser utilizados camundongos recém
nascidos ou cultivo celular, com células provenientes de primatas (MA-104,Vero, LL-
MK2), coelhos (MA-111), hamsters (BHK) e mosquitos (AP-61 e C6/36) (Domingo et
al, 2018; Vasconcelos, 2003). Na cultura de células o efeito citopatico do virus pode ser
observado a partir do quinto dia. Para identificacdo do virus nas células cultivadas pode
ser realizado teste de imunofluorescéncia indireta ou fixacdo do complemento
(Vasconcelos, 2003; Monath, 2001). Devido a necessidade do uso de animais de
laboratério e a disponibilidade de testes mais rapidos e mais simples, 0s testes
viroldgicos ndo séo indicados como teste de rotina (Domingo et al, 2018).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) de amostras de sangue é outro método de
diagnostico disponivel, entretanto deve ser realizado durante o periodo de viremia, que
dura até o quinto dia de infeccdo, mas pode chegar ao décimo dia em alguns pacientes
(Litvoc et al, 2018). Dependendo da especificidade da técnica empregada, é possivel
diferenciar o virus selvagem da cepa vacinal (Domingo et al, 2018). Outras amostras
bioldgicas podem ser utilizadas para o diagnostico molecular, como urina e sémen, de
onde o RNA viral ja foi identificado até 20 dias apds o inicio da doenca (Domingo et al,
2018).

A partir do quinto dia de doenca, testes soroldgicos sdo recomendados para detec¢do de
IgG e IgM. Porém, pode ocorrer reacdo cruzada com outros flavivirus ou a presenca de
IgM pode indicar resposta recente a vacinagdo (Litvoc et al, 2018). Rea¢bes cruzadas
com outros flavivirus podem ocorre principalmente em regifes endémicas para
maultiplos flavivirus, dificultando o diagndstico soroldgico (Monath, 2001). O principal
método soroldgico empregado é o ELISA, mas testes de inibi¢cdo de hemoaglutinagdo e
neutralizacdo podem ser utilizados (Monath, 2001).

A avaliagédo histopatoldgica associada a confirmacgéo de antigenos virais por meio de
imuno-histoquimica é uma alternativa diagnostica nos casos de ébito ou de transplante
hepatico (Domingo et al, 2018). As alteracbes histopatoldgicas sdo caracteristicas da
acdo do VFA e os antigenos podem ser detectados por imuno-histoquimica nas células
de Kupfer e nos hepatocitos. Outros locais de identificacdo de antigenos incluem:
epitélio dos tubulos renais e cardiomidcitos (DeSilva et al, 2015; Domingo et al, 2018).
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Durante periodos de epidemias, 0 aumento do numero de casos de FA resulta em alerta,
que torna mais facil o diagnostico da doenga (Vasconcelos, 2003). Entre as doencas
infecciosas, devem ser incluidas como diagnosticos diferenciais: leptospirose, malaria,
dengue, mononucleose, influenza, hepatites virais (por exemplo, hepatite E e hepatite
delta), rickettsia, zika, chikungunya, sepse e febre tifoide (Litvoc et al, 2018; Monath,
2001). Entre as causas ndo infeciosas, os principais diferenciais sdo a purpura
trombocitopénica idiopatica e formas de envenenamento que cursam com hemorragia,
como alguns acidentes ofidicos com serpentes peconhentas (Vasconcelos, 2003). Nesses
casos, o histérico clinico, os aspectos epidemioldgicos e exames complementares sao
fundamentais para o diagndstico definitivo (Vasconcelos, 2003).

2.6. Patogenia

Varios aspectos da patogenia da infeccdo pelo VFA séo provenientes de estudos com
primatas ndo humanos, hamsters, camundongos, e casos de Obitos de seres humanos
(Bearcroft, 1957; Tesh, et al, 2001; Vasconcelos, 2003; Xiao et al, 2001). De forma
geral, camundongos sdo resistentes a infec¢do por flavivirus. E embora seja um animal
amplamente utilizado como modelo experimental e exista grande quantidade de
reagentes comerciais disponiveis e padronizados para a espécie, eles ndo desenvolvem a
doenga de forma similar aos primatas (Julander, 2016). Em camundongos inoculados
experimentalmente, o virus apresenta comportamento neurotrépico, resultando em
encefalite 0 que ndo faz dele um bom modelo ja que esse tipo de apresentacdo ndo é
compativel com o que ocorre em primatas humanos e ndo humanos (Vasconcelos 2003).

Hamsters (Mesocricetus auratus) tem sido utilizados como modelo experimental, pois
nesses animais o virus tem comportamento viscerotrépico. Além disso, ha vantagens
econémicas em relacdo ao uso de primatas ndo humanos e maior facilidade no manejo
em laboratdério (Tesh et al, 2001; Vasconcelos, 2003; Xiao et al, 2001). Quando
inoculado experimentalmente em hamsters jovens, o virus pode ser encontrado na
corrente sanguinea a partir de 48 horas pds infeccdo (Tesh et al., 2001). As lesbes
observadas no figado desses animais se iniciam no segundo dia apds infeccdo,
caracterizadas por necrose dos hepatécitos, inicialmente discreta e se disseminando pelo
Orgdo, e muitas vezes associada a esteatose (Xiao et al, 2001). Apesar de desenvolverem
lesbes muito semelhantes as que ocorrem em primatas, ainda existem limitacGes para o
uso desse modelo experimental como a escassez de reagentes padronizados para essa
especie e a necessidade de se adaptar isolados primarios antes de seu uso experimental
(Julander, 2016).

Em 1928, macacos Rhesus foram inoculados experimentalmente pela primeira vez com
sangue de humanos doentes ou com mosquitos que haviam se alimentado de individuos
também doentes (Stokes et al, 1928). Apds a inoculacdo, esses primatas desenvolveram
sinais clinicos semelhantes ao que ocorre nos humanos com tempo de desenvolvimento
da doenca também semelhante (Stokes et al, 1928). Essas caracteristicas fazem do
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modelo simio o modelo experimental ideal para o estudo da FA. Além dos aspectos
éticos, alguns pontos sdo criticos para 0 uso de macacos Rhesus experimentalmente,
principalmente envolvendo custos elevados, quantidade pequena de animais e a
dificuldade de trabalhar com esses animais nas condi¢des de nivel 3 de biosseguranca
(Julander, 2016).

Na infeccdo experimental de macacos Rhesus infectados, o virus infecta o figado nas
primeiras 24 horas ap0s a inoculacdo, atingindo primeiro as células de kupfer que
sofrem degeneracao e necrose até os 3 dias pos infec¢do. Apoés o terceiro dia de infeccéo
é possivel observar necrose dos hepatocitos com preferéncia para a regido medio-zonal
(Bearcroft, 1957; Tigertt et al., 1960). Apds infectar o figado, o virus pode ser
encontrado em outros 6rgdos como rim, baco, medula e linfonodos (Vasconcelos,
2003).

No homem, ap6s a picada pelo vetor infectado, o virus é drenado para os linfonodos
regionais e fica ausente da circulacdo sanguinea por 24 horas. Nas células linfoides e
nos macréfagos, o virus se replica e apds ser liberado das células atinge a circulagdo
sanguinea e se inicia a fase de viremia. Durante essa fase os sinais clinicos se iniciam e
0 virus se torna disponivel na circulagdo sanguinea para infectar outros vetores. E
também durante essa fase que o virus infecta o figado e os outros 6rgdos do corpo
causando lesGes por efeito citopatico direto ou por consequéncia da resposta
imunoldgica do individuo (Monath, 2001; Quaresma et al, 2013; Vasconcelos, 2003).

Resposta imune especifica se desenvolve rapidamente apos a infec¢cdo pelo virus da FA.
A resposta humoral foi melhor caracterizada por meio de ELISA. IgM surgem a partir
da primeira semana apés a infec¢do, chegando a maxima concentracdo na segunda
semana, posteriormente declinando com o passar dos meses. J& 0s anticorpos
neutralizantes, mais importantes para combater o virus e evitar a reinfeccdo, surgem
rapidamente e persistem por muitos anos. Ndo existem relatos de casos de reinfeccao
pelo VFA. Aparentemente, a infeccdo prévia com outros flavivirus como dengue, Zika e
Wesselsbron, podem ajudar a modular a expressao e a severidade da doenca, conferindo
protecéo cruzada contra FA (Monath, 2001).

Apesar da vacina viva atenuada utilizada para prevencéo da FA ser considerada segura,
existem casos raros de desenvolvimento de FA secundaria a vacinacdo em diversos
paises. Em todos os casos o virus foi detectado por isolamento, PCR ou imuno-
histoquimica e as lesdes observadas foram semelhantes as observadas nos casos de
doenca natural. Através de avaliagdo molecular ndo foram observadas diferencas no
genoma dos isolados em relacdo a cepa vacinal que indicassem alguma reversdo de
atenuacdo que pudesse justificar a ocorréncia de doenca. Logo, os casos foram
atribuidos a resposta individual dos acometidos (Chan et al, 2001; Galler et al, 2001;
Martin et al, 2001; Vasconcelos et al, 2001; Vasconcelos, 2003).
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2.7. LesbBes macroscopicas

As alteragdes macro e microscopicas observadas tanto em primatas humanos quanto
primatas ndo humanos foram semelhantes em individuos com desenvolvimento natural
da doencga quanto em macacos rhesus inoculados experimentalmente (Hudson, 1928c).

Stokes (1928) e Hudson (1928a/b) inocularam macacos Rhesus com o VFA e
descreveram as alteracfes observadas na necropsia desses animais. A ictericia foi uma
caracteristica marcante, sendo observada nas mucosas externas (conjuntival, oral,
prepucial e vaginal), na pele da face, no tecido subcutaneo e no tecido adiposo, na
intima da aorta e na traqueia. Hudson (1928a) também observou ictericia na serosa dos
6rgdos da cavidade abdominal e nos liquidos cavitérios (pericardicos e peritoneais).
Hudson (1928a) também observou ictericia mais intensa em individuos com curso
clinico mais longo.

Hemorragias foram observadas principalmente na mucosa gengival proximo a insercao
dos dentes, particularmente dos incisivos, e no trato gastrointestinal, principalmente
estomago e intestinos, onde foi observado grande quantidade de sangue no limen, por
vezes digerido, e hemorragias na mucosa (Hudson, 1928a). No coracdo, apenas dois
animais apresentaram hemorragias no endocardio (Hudson, 1928a; Stokes et al, 1928).
Nos pulmdes podem ser observadas petéquias tanto na pleura visceral como na
superficie de corte (Stokes et al, 1928).

O figado, principal 6rgdo afetado, apresenta coloragdo amarelada com consisténcia
friavel, muitas vezes com aspecto gorduroso (Hudson, 1928a; Stokes et al, 1928). Na
superficie também podem ser observados varios pontos vermelhos (Engelmann et al,
2014).

2.8. Lesdes microscopicas

As principais lesbes microscopicas observadas em casos de FA sdo as leses hepaticas
(Hudson, 1928b; Vasconcelos, 2003). S&o observadas principalmente necrose de
hepatocitos e degeneracdo vacuolar, compativel com lipidose, tanto em seres humanos
como em primatas ndo humanos (Hudson, 1928b; Monath, 2001; Vasconcelos, 2003).

A necrose dos hepatdcitos ocorre primariamente na regido mediozonal do lobulo
hepético, se estendendo nos casos mais graves em direcdo a veia central e ao espacgo
porta, onde & observada uma quantidade pequena de hepatdcitos ndo necrético que
podem estar degenerados (Stokes et al, 1928). O padréo de distribuicdo mediozonal da
necrose é caracteristico da infeccéo pelo VFA e justificado pela replicagdo do virus nos
hepatdcitos dessa regido (Monath et al, 1989).
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Inicialmente a necrose dos hepatocitos ocorre de forma individual, que se inicia na
regido médio zonal, acomete os outros hepatocitos dessa regido e depois se estende para
as outras zonas do l6bulo hepéatico (Bearcroft, 1957). Os hepatocitos perdem a
organizacao de colunas dentro do I6bulo, porém o arcabouco de reticulina permanece
integro (Domingo et al, 2018; Hudson, 1928b; Monath, 2001). Os ndcleos dessas
células podem estar picnéticos ou carriorréticos e o citoplasma se encontra intensamente
eosinofilico (Stokes et al, 1928). Essa morfologia dos hepatdcitos € compativel com
corpos apoptdticos, amplamente conhecidos como corpusculos de Councilman-Rocha
Lima, e seu surgimento é considerado um evento tardio no curso da doenga, surgindo
nas 24 a 48 horas que antecedem o o6bito (Vasconcelos, 2003).

Outras lesGes observadas no figado incluem lipidose e inflamacdo. A degeneracdo
geralmente é acentuada, e sua intensidade geralmente acompanha a intensidade da
necrose (Quaresma et al, 2013; Stokes et al, 1928; Vasconcelos, 2003). J4 0 processo
inflamatorio geralmente ndo é observado, mas quando esta presente é formado por
células mononucleares, linfécitos e histidcitos, mas poucos neutrofilos podem ser
observados nas areas de necrose (Quaresma et al, 2013; Vasconcelos, 2003). Nas areas
mais extensas de necrose 0 processo inflamatorio se torna menos evidente
(Vasconcelos, 2003). Também podem ser observadas células inflamatérias nos
sinusoides e areas de hemorragia (Stokes et al, 1928).

As principais lesdes renais observadas incluem degeneracdo das células epiteliais
tubulares, por vezes com necrose e nucleos picnoticos, restos celulares nos limen dos
tubulos, assim como cilindros hialinos e granulares. Processos inflamatérios geralmente
ndo sdo observados e em casos de 6ébitos humanos podem ser observados antigenos
virais no epitélio tubular (Fernandes et al, 2017; Hudson, 1928b; Monath, 2001; Stokes
et al, 1928). A necrose tubular é um achado considerado terminal que coincide com
quadros de insuficiéncia renal de pacientes que desenvolvem oliglria e andria
(Vasconcelos, 2003).

Nos tecidos linfoides, seja no baco, nos linfonodos ou em agrupamentos linfoides de
outros 6rgdos como pulmdo e trato gastrointestinal, podem apresentar reducdo do
tamanho dos foliculos linfoides com centro germinativos pouco evidentes que
frequentemente estdo necréticos (Hudson, 1928b; Monath, 2001; Stokes et al, 1928).
No baco, além das alteracdes do tecido linfoide j& mencionadas, pode haver aumento
difuso e moderado da quantidade de neutréfilos na polpa vermelha e congestdo
(Hudson, 1928b; Stokes et al, 1928).

Hemorragias podem ser observadas em diversos 6rgédos, principalmente no pulmao,
onde surgem como focos discretos atingindo grupos pequenos de alvéolos ou na regido
subpleural, e no trato gastrointestinal, onde também sdo discretas e encontradas nas
mucosas (Hudson, 1928b; Stokes et al, 1928).

Lesdes cardiacas sdo pouco frequentes, mas quando presentes sdo caracterizadas por
degeneracdo das fibras musculares, muitas vezes associadas a acumulo de lipideos
(Hudson, 1928b; Stokes et al, 1928). Apoptose dos cardiomiocitos pode ser observada
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em alguns casos, e nessas células a lesdo € induzida pela acdo direta do virus e
antigenos virais podem ser encontrados (Monath, 2001).

Um achado interessante descrito em macacos Rhesus experimentalmente infectados é a
necrose da regido cortical da adrenal, acometendo células individuais ou grupos de
células. Frequentemente ha infiltrado neutrofilico associado as areas de necrose
(Hudson, 1928b; Stokes et al, 1928). Esse achado ndo é observado em pacientes
humanos (Hudson, 1928c).

2.9. Susceptibilidade de Primatas ndo humanos

Os primatas ndo humanos, tanto de Velho Mundo quanto das Américas, sdo 0S
hospedeiros silvestres primarios do VFA. Os primatas africanos sdo resistentes a
infecgdo pelo virus, provavelmente por terem evoluido junto com o virus e se adaptado
a ele, consequentemente ndo desenvolvendo doenca (Almeida, 2017; Vasconcelos,
2003). Ja nas Américas, todos os primatas ndo humanos sdo susceptiveis a infecgdo pelo
virus, sendo os géneros Alouatta, Aotus, Ateles, Brachyteles, Callithrix, Sapajus,
Lagothrix, Pithecia, Saguinus, e Saimiri hospedeiros em potencial (Almeida, 2017).
Enquanto algumas espécies sdo altamente sensiveis, como as do género Alouatta, e
desenvolvem quadros fulminantes ap6s infeccdo, servindo como sentinelas para a
circulacdo do virus (Almeida, 2017; Vasconcelos, 2003). Além de Alouatta sp., em
Calithrix sp., Leontopithecus sp. e Chiropotes sp. ha ocorréncia de doenca espontanea e
morte, enquanto outras espécies sdo altamente resistentes, como as do género Sapajus
sp., Ateles sp. e Saimiri sp., que raramente desenvolvem doenca grave (Holzman et al,
2010; Moreno et al, 2001; Moreno et al, 2013; Rawlins et al, 1990; Vasconcelos 2003).

E importante ressaltar que primatas nio humanos ao terem contato com o VFA tem
comportamento clinico semelhante a pacientes humanos. Portanto, quando infectados
podem desenvolver a doenca em niveis diferentes, variando de acordo com a espécie,
com periodo de viremia geralmente curto, de 2 a 5 dias. Essas caracteristicas fazem
desses individuos hospedeiros do virus no meio silvestre, entretanto ndo devem ser
considerados reservatdrios, pois ap0s exposi¢cdo ao Vvirus 0s animais que nao morrem
devido a doenca desenvolvem imunidade protetora para toda vida (Romano, 2014).

2.10. Medidas de controle

Todos os casos de FA, inclusive os suspeitos com investigagdo em andamento, devem
ser notificados imediatamente para as autoridades sanitarias (VVasconcelos, 2003). Além
da notificacdo nacional, surtos de FA, assim como de célera e de peste, estdo sujeitos ao
Regulamento Sanitario internacional e devem ser notificados aos paises vizinhos para
que as medidas de prevencao sejam devidamente aplicadas (Vasconcelos, 2003).
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A identificacdo de primatas ndo humanos positivos para FA (epizootias) serve como
alerta para a circulagdo do virus, e nas areas onde elas ocorrem devem ser iniciadas
medidas de prevencdo e controle da doenca (Bacha e Johanson, 2017). Para o
diagnostico de epizootias, devem ser coletados durante a necropsia fragmentos de
figado, baco, coracdo, rim e sistema nervoso, conservados em solucdo de formalina a
10%, para avaliacdo histopatologica e imuno-histoquimica, e refrigerados/congelados
para exames Virologicos (Brasil, 2017).

A principal forma de prevencdo da doenga no homem é a vacinagdo, com a cepa vacinal
17D desenvolvida por Max Theiler em 1937, considerada segura e altamente efetiva,
conferindo imunogenicidade de 90 a 98% depois de 10 dias e gerando efeitos adversos
graves em 1255 de 333 milhdes de doses aplicadas (Litvoc et al, 2018; Staples et al,
2015). Dos individuos que adoecem apds a vacinagdo, alguns desenvolvem o quadro
visceral tipico da FA e outros a forma neuroldgica da doenca (Staples et al, 2015).
Individuos vacinados apresentam titulos baixos do virus na corrente sanguinea nos
primeiros dias apds a vacinacgdo, porém esses virus ndo oferecem risco de transmissédo
para 0s vetores ja que a cepa vacinal perdeu a capacidade de infectar os mosquitos e a
carga viral é baixa (Monath, 2001).

Atualmente, segundo a OMS, é recomendada uma Unica dose da vacina, modificando a
recomendacdo anterior de revacinacdo ap6s 10 anos (Litvoc et al, 2018). A vacina é
contraindicada em individuos imunossuprimidos, que passaram por transplante de
6rgdos h& menos de dois anos, histérico de doenca timica, com lUpus eritematoso
sistémico, artrite reumatoide ou infeccdo pelo HIV avancada, individuos com menos de
9 meses de idade ou com histdrico de hipersensibilidade a algum componente da vacina
(Litvoc et al, 2018; Staples et al, 2015).

Durante a epidemia que ocorreu em Angola e no Congo entre 2015 e 2016, foi utilizada
uma dose fracionada da vacina para imunizar maior nUmero de pessoas e a contencdo da
epidemia foi adequada (Litvoc et al, 2018). Em 2018, durante a epidemia no Brasil,
estados como Sao Paulo, Rio de Janeiro e Bahia, adotaram a mesma medida. Estudos
sugerem que a dose fracionada confere os mesmos niveis de anticorpos que a dose
completa, entretanto ainda ndo se sabe sobre a durabilidade dos mesmos (Litvoc et al,
2018; WHO, 2017). Baseado nesses estudos, a OMS recomenda a utilizagdo de doses
fracionadas apenas em casos de emergéncia, quando os estoques de vacina ndo forem
suficientes para toda a populacdo e ndo como modificacdo permanente do protocolo
vacinal (WHO, 2017).

Outras medidas para o controle da doenca incluem o controle dos vetores no ambiente,
0 que € inviavel no meio silvestre, e aplicacdo de métodos de protecdo individual
(Vasconcelos, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

De 2016 a 2018, o setor de patologia no Instituto Municipal de Medicina Veterinaria
Jorge Vaistman (1JV, Rio de Janeiro, Brasil) recebeu 1.304 primatas neotropicais de
vida livre que foram encontrados mortos em todas regifes do estado do Rio de Janeiro
(Brasil). Espécie, sexo, e idade estimada foram registrados antes da necropsia. Amostras
de figado, baco, coracdo e encéfalo foram coletados e submetidos para o laboratério
oficial de diagnostico de Febre Amarela, Fiocruz (Rio de Janeiro, Brasil).

3.2. Histopatologia

Amostras de figado, baco, coragdo, encéfalo, rim e pulmao foram fixadas em solugéo de
formol tamponada a 10% e processadas para avaliagdo histologica. Os tecidos foram
desidratados em concentracdes crescentes de alcool etilico, seguidas de imersdo em
xilol e embebicdo em parafina histoldgica. Os blocos foram encaminhados ao
laboratério de Histopatologia da UFMG. Cortes com 3 a 4 um de espessura foram
montados em lamina histologica e corados com hematoxilina e eosina, e quando
necessario corados com Acido Periodico de Schiff (PAS) e azul da Prassia.

3.3. Imuno-histoquimica

A distribuicdo dos antigenos virais nos tecidos hepaticos foi determinada por meio de
imuno-histoquimica realizada no laboratério de histopatologia da UFMG. Cortes com 3
a 4 um de espessura foram desparafinizados e hidratados em xilol e concentracdes
decrescentes de alcool etilico. A recuperacdo antigénica foi feita em panela de pressao
por 10 min com uma solucdo de pH alto (9,0) a base de EDTA (EnVisionTM Flex
Target Retrieval Solution, High pH, Dako, EUA). Em seguida foi feito blogueio de
peroxidase enddgena com solucdo de perdxido de hidrogénio e blogueio de proteinas
inespecificas com solucdo de leite desnatado a 3%. Foi utilizado como anticorpo
primario policlonal, soro hiperimune anti-FA produzido em coelho (dilui¢cdo 1:3000). A
reacdo foi desenvolvida com o polimero do kit Novolink Polymer Detection System
(Leica, UK), revelada com o cromogeno AEC (Dako, USA) e contracorada com
hematoxilina. Como controles positivos foram utilizados cortes de figados de humanos
previamente diagnosticados com febre amarela.
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3.4. Escore histopatoldgico

Baseado nos resultados de RT-PCR provenientes do laboratdrio oficial de diagndstico,
dois grupos foram definidos: um formado por 57 primatas neotropicais positivos para o
VFA, e outro de 51 animais negativos para o0 VFA e sem lesdes sugestivas de FA ou
outras doencas infecciosas. Os animais do grupo controle negativo foram selecionados
de forma que as espécies, sexo e idades aproximadas coincidissem com o grupo controle
positivo. As laminas foram avaliadas de forma cega por dois patologistas veterinarios e
escores histopatologicos foram estabelecidos para lesdes especificas de cada 6rgéo. Os
critérios para definicdo do escore de cada leséo nos diferentes 6rgaos estdo descritos no
Apéndice 1.

3.5. Anélise estatistica

As frequéncias de lesdes observadas entre os grupos foram comparadas utilizando o
teste Qui-quadrado. O escore histopatolégico foi comparado usando o teste nao
paramétrico Mann Whitney e o teste de correlagdo de Spearman. As analises estatisticas
foram feitas com o programa Graphpad Prism versao 7.0.

4. RESULTADOS

4.1. Frequéncia de primatas neotropicais positivos para febre amarela

Dos 1.304 primatas neotropicais encontrados mortos e necropsiados no estado do Rio de
Janeiro no periodo de 2016 a 2018 as espécies mais comuns foram Callithrix sp. (n =
1.219), seguido de Alouatta sp. (n = 48), Sapajus sp. (n = 26), Leontopithecus sp. (n =
7) e Callicebus sp. (n = 4). No total, 57 primatas foram considerados positivos para FA
pelo laboratério oficial de diagndstico. Todas as espécies incluidas nesse trabalho
apresentaram pelo menos um individuo positivo para FA, sendo Alouatta sp. e
Callithrix sp. as que apresentaram maior numero de individuos positivos, 42% e 2,54 %,
respectivamente (Figura 1). N&o foram observadas diferencas estatisticas nas
frequéncias de animais positivos quanto a sexo e idade dos animais (Figura 2A e B).
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Figura 1. Frequéncia de primatas neotropicais positivos para o virus da febre amarela por
espécies. As frequéncias foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado. *p < 0,0001, ns = ndo
significativo, nr = ndo realizado. O nimero de amostras de Callicebus sp. e Leontopithecus sp.
foi insuficiente para analise estatistica.
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Figura 2. Frequéncia de primatas neotropicais positivos para o virus da febre amarela por sexo e
idade. A) Frequéncia de primatas neotropicais positivos para o virus da febre amarela por sexo.
As frequéncias foram comparadas pelo teste de Chi-quadrado. p = 0,2099. B) Frequéncia de
primatas neotropicais positivos para o virus da febre amarela por idade estimada. As frequéncias
foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado. p = 0,6785.
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4.2. Avaliacdo histopatologica

Para avaliar a intensidade das lesbes observadas, foi definido um sistema de escore
histopatolégico (Apéndice 1). Figado, rim, baco, coracdo, pulmao e encéfalo foram
incluidos na avaliacdo histopatoldgica, mas apenas as lesdes hepaticas apresentaram
resultados estatisticamente significantes quando primatas infectados pelo VFA foram
comparados com os primatas do grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1. Medianas, limites superiores e inferiores dos escores de lesdes histopatoldgicas
hepéticas de primatas neotropicais positivos e negativos para o virus da febre amarela.

LesBes hepaticas FA ESC.O re L|m|_te _L|m|_te
(mediana) superior inferior
+ 3**** 4 0
Necrose - 0 5 0
Infiltrado linfo- + 1 3 0
histioplasmocitico - 1 3 0
) . + 0,75 2,50 0
Infiltrado neutrofilico . 0.50 > 0
. + 2* 5 0
Infiltrado total . 1 5 0
L. + 1**** 3 0
Lipidose . 0 > 0
Glicogenose * 0 3 0
g _ 1** 3 0

Medianas dos escores foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney: *
P <0,05; ** P < 0,005; **** P < 0,0001.

Necrose hepética intensa (Figura 3A) foi a alteracdo associada a FA mais comum e
significativa, afetando 71,43% dos primatas neotropicais infectados. Essa lesdo com
muita frequéncia se estende para todas as zonas do lobulo hepético (Figura 3B).
Hepatite foi observada tanto no grupo de animais positivos como nos negativos, porém
significativamente mais intensa nos primatas positivos para FA. Nesses casos 0
infiltrado inflamatdrio encontrado é formado por linfécitos, plasmacitos e histiocitos,
mas em alguns casos também podem ser observados neutréfilos (Figura 4). Processos
degenerativos hepéaticos também foram observados nos dois grupos de primatas
avaliados. Primatas positivos para FA tiveram frequéncias maiores de lipidose (64,29%)
e frequéncias menores de degeneracdo glicogénica (35,71%) (Figura 5A e B) quando
comparados com o grupo de primatas negativos, que tiveram 32,79% de lipidose e
66,67% de degeneracdo glicogénica.



Figura 3. Figado de Alouatta sp. positivo para febre amarela. A) Necrose massiva dos
hepatdcitos e degeneracdo vacuolar (lipidose) dos hepatécitos ndo necréticos. Hematoxilina e
eosina, 400x. B) Necrose massiva dos hepatdcitos afetando todas as regides do I6bulo hepatico.
Hematoxilina e eosina, 50x.

Figura 4. Figado de Callithrix sp. positivo para febre amarela. Necrose massiva e hepatite linfo-
histiocitica. Espaco porta com infiltrado inflamatério moderado composto de linfécitos e
macrofagos com alguns neutrofilos, necrose massiva dos hepatdcitos. Hematoxilina e eosina,
400x.
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Figura 5. Figado de Callithrix sp. positivo para febre amarela. A) Degeneracdo glicogénica,
caracterizada por hepatdcitos com degeneracdo microvacuolar morfologicamente compativel
com glicogenose. Hematoxilina e eosina, 200x. B) Degeneragdo glicogénica intensa com
acumulo abundante de material PAS-positivo intracitoplasmatico, compativel com glicogénio.
Acido Peridico de Schiff (PAS), 200x.

Para comparar a intensidade de lesGes entre diferentes espécies de primatas
neotropicais, foram comparados os escores histopatoldgicos de Alouatta sp. e Callithrix
sp. positivos e negativos para FA (Tabela 2). Baseado nessa avaliacdo, primatas do
género Alouatta sp. tiveram escores histopatolégicos maiores para necrose, hepatite e
lipidose quando comparados com Callithrix sp. Especificamente, 91,3% dos Alouatta
sp. positivos para FA apresentaram escores elevados de necrose hepatica (de 2 a 4)
contrastando com os Callithrix sp., dentre os quais apenas 34,5% dos individuos
apresentaram escores elevados. De forma similar, a hepatite também foi mais intensa
nos Alouatta sp. quando comparados com Callithrix sp.

Lipidose foi uma lesdo observada de forma mais intensa em Alouatta sp. positivos para
FA, sendo que 95,6% desses animais apresentaram algum grau de degeneracdo lipidica,
e os escores de lipidose tendem diminuir a medida que os escores de necrose aumentam,
como demonstrado pelo teste de correlacdo de Spearman (Figura 6A). Ja nos Callithrix
sp., lipidose ndo foi um achado tdo frequente (37,9%), porém sua corregdo com a
necrose foi o0 oposto do observado em Alouatta sp. Para esse grupo de animais, quanto
maior 0 escore de necrose, maior o escore de lipidose (Figura 6B). Degeneracdo
glicogénica, confirmada pela coloragdo histoquimica de PAS (Figura 5B), foi
identificada tanto em Callithrix sp. positivos como negativos (62% e 81,25%,
respectivamente).
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Tabela 2. Medianas, limites superiores e inferiores dos escores histopatoldgicos das lesGes
hepéticas de Alouatta sp. (n = 40) e Callithrix sp. (n = 61) positivos e negativos para o virus da
febre amarela.

~ " s Escore Limite Limite
Lesdes hepaticas Especies FA (mediana)  superior inferior

Eax x x
Alouatta sp. + 4 0 g 8
necrose Callithrix sp. ——— %2> 4 0
- 0 2 0
+ 1,50%** 3 0
Infiltrado linfo- Alouatta sp. —— 1 2 0
histioplasmocitico Callithrix sp. + 1 g 8

*
Alouatta sp. + 0’25 2’150 8

Infiltrado neutrofilico
Callithrix sp. + 828 2’250 8
*hkx

Alouatta sp. + 2’251 g 8
Infiltrado total - 150 4 0
Callithrix sp. — ’2 5 0

*kkk
Alouatta sp. + L 0 g 8
Lipidose - 0 5 0
Callithrix sp. — 0 5 0
Alouatta sp. + 8 O’fo 8

Glicogenose

Callithrix sp. i ;;g g 8

Medianas dos escores foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.*
P <0,05; ** P <0,005; *** P < 0,0005; **** P < 0,0001.

Pigmentos intracelulares em hepatdcitos foram observados tanto em primatas positivos
como negativos para FA (30,35% e 29,41%, respectivamente), mas apenas uma parte
desses casos (17,64% e 26,66% dos primatas positivos e negativos, respectivamente) foi
positiva na coloracéo histoquimica Azul da Prussia. Portanto, hemossiderose néo foi um
achado relevante nesses animais.
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Figura 6. Correlagdo entre necrose hepatica e lipidose em Alouatta sp. e Callithrix sp. A)
Correlacdo entre necrose hepatica e lipidose em Alouatta sp. Teste de correlacdo de Spearman (r
= -0,06823; ***p = 0,0001). B) Correlagdo entre necrose hepatica e lipidose em Callithrix sp.
Teste de correlacdo de Spearman (r = 0,6785; ****p = 0,0003).

4.3. Imuno-histoquimica

Imuno-histoquimica foi utilizada para determinar a localizacdo do VFA no figado de
animais positivos para FA. Foi utilizado um anticorpo policlonal anti-FA produzido em
coelho e antigenos foram observados no citoplasma de hepatdcitos, principalmente
aqueles localizados na regido mediozonal do 16bulo hepético (Figura 7).
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Figura 7. Figado de Alouatta sp. positivo para febre amarela, imuno-histoquimica para febre
amarela. Hepatdcitos com marcacgdo de antigenos (em vermelho) no citoplasma de hepatécitos
da regido mediozonal. Imuno-histoquimica anti-febre amarela, 400x.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo, foram avaliadas diversas espécies de primatas neotropicais naturalmente
infectados pelo VFA, porém Alouatta sp. e Callithrix sp. foram os mais frequentes na
populacdo estudada, incluindo 23 e 30 individuos positivos para FA, respectivamente.
Enquanto em outras espécies como Callicebus sp., Sapajus sp., e Leontopithecus rosalia
apenas 2, 1 e 1 individuos positivos para FA foram identificados, respectivamente. O
espectro de espécies avaliadas incluiu primatas neotropicais de vida livre de uma vasta
regido geografica de mata atlantica, fornecendo informagbes preciosas sobre o padrédo
de alteragdes histopatoldgicas e de susceptibilidade a infeccdo pelo VFA.

Os resultados demonstram diferencas claras no padrdo de lesdes hepéticas entre
espécies diferentes de primatas neotropicais infectados pelo VFA que nunca foram
estudadas antes. Existem relatos de diversas espécies de primatas ndo humanos
susceptiveis a infeccdo pelo VFA, e presumidamente existem diferencas de
susceptibilidade entre essas espécies (Almeida, 2017; Litvoc et al, 2018; Monath e
Vasconcelos, 2015; Vasconcelos, 2003). Alouatta sp. e Callithrix sp., espécies que
compdem a maior parte da populacdo avaliada nesse trabalho, s&o consideradas
susceptiveis a FA, enquanto as outras espécies avaliadas, com excecao de L. rosalia sdo
consideradas resistentes (Almeida, 2017; Litvoc et al, 2018; Monath e Vasconcelos,
2015; Vasconcelos, 2003).

Comparando as alteracGes histoldgicas entre Alouatta sp. e Callithrix sp. foi possivel
indicar dois padrdes claramente distintos de lesdo: 1) necrose hepatica massiva com
infiltrado inflamatoério discreto a moderado e lipidose ocasional, indicando uma
manifestacdo grave da doenca, que foi mais observada no individuos do género Alouatta
sp. (com excecdo de um individuo); e 2) auséncia de necrose com inflamacéo discreta e
degeneracdo glicogénica ocasional e ndo especifica, mais observado em Callithrix sp.
Esses achados suportam a hipdtese de que Alouatta sp. sdo altamente susceptiveis a
lesdo hepética severa induzida pelo VFA, enquanto Callithrix sp. sdo resistentes. Entre
as outras espeécies avaliadas, os dois Callicebus sp. e o Unico L. rosalia positivos para
FA apresentaram lesGes compativeis com o padréo de lesdo hepatica grave, enquanto o
unico Sapajus sp. infectado apresentou degeneracdo glicogénica difusa com infiltrado
inflamatorio discreto sem sinais de necrose, 0 que corrobora com os relatos prévios da
resisténcia dessa espécie (Almeida, 2017; Litvoc et al, 2018; Monath e Vasconcelos,
2015; Vasconcelos, 2003).

Né&o foram observadas diferencas significativas na frequéncia de primatas positivos com
relacdo a sexo e idade. Em seres humanos, individuos adultos do sexo masculino séo 0s
mais frequentemente infectados, ndo devido a uma maior susceptibilidade, mas devido a
uma maior exposicdo ao ambiente silvestre (Litvoc et al, 2018), um padréo de
comportamento que, obviamente, ndo altera o risco de primatas ndo humanos.

Necrose/apoptose hepatica foi a lesdo hepatica mais importante observada nos figado de
primatas positivos para FA, que também é a leséo descrita mais relevante em humanos
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infectados pelo virus (Quaresma et al, 2013). A necrose geralmente € grave e se estende
da regido mediozonal para as regies centrolobulares e portais, onde sdo observados
apenas alguns hepatocitos ndo afetados. Esse e o padrdo classico de lesdes previamente
descritas em pacientes humanos (Quaresma et al, 2013), e também é compativel com
lesbes descritas em macacos Rhesus experimentalmente infectados pelo virus (Stokes et
al, 1928). Esse padrdo € associado ao tropismo do virus pelos hepatécitos (Monath,
2001), cuja localizacdo foi demonstrada por meio de imuno-histoquimica.

Lipidose foi outra lesdo observada frequentemente nesse trabalho e também descrita em
figados humanos explantados de pacientes submetidos a transplante (Duarte Neto et al,
2019; Quaresma et al, 2013; Song et al, 2019; Vieira et al, 2019). Alouatta sp.
apresentaram escores menores de lipidose quando comparados com 0s escores de
necrose, 0 que pode ocorrer devido a maior perda de hepatécitos associados a
intensidade da doenca nessa espécie.

A resposta inflamatdria hepatica observada nesse trabalho foi discreta e composta
principalmente de linfocitos e macrofagos. Nos casos de FA geralmente ndo se observa
um processo inflamatdrio evidentes, mas quando presente é discreto e formado pela
mesma populacdo de células observadas neste estudo (Monath e Vasconcelos, 2015;
Quaresma et al, 2013; Vasconcelos, 2003). A intensidade discreta da resposta
inflamatoria durante a infeccdo pelo VFA ¢é associada a acdo do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), que induz apoptose enquanto age como uma citocina anti-
inflamato6ria (Monath e Vasconcelos, 2015).

Surtos de FA ocorrem em intervalos de 5 a 10 anos, e 0s casos humanos sao precedidos
por um aumento de casos na populacdo de primatas ndo humanos, associado ao
aumento de susceptibilidade dos individuos dessa populacao (Litvoc et al, 2018). Nesse
contexto, individuos resistentes a infeccdo, apds contato com o virus desenvolvem
imunidade prolongada, levando a um aumento da populacdo de primatas imunes ao
virus com consequente diminuicdo das epizootias e um menor risco de transmissao para
0 homem. Nesse grupo podem ser incluidos os membros dos géneros Sapajus sp. e,
como demonstrado nesse trabalho, Callithrix sp.

Em pacientes humanos infectados pelo VFA, insuficiéncia renal secundaria a necrose
tubular aguda é um complicacdo importante em casos fatais (Monath e Vasconcelos,
2015). Entretanto, nesse trabalho, as lesGes tubulares ndo foram observadas em nenhum
dos animais positivos, em concordancia com Monath (2001) que descreve que em
primatas ndo humanos a funcédo renal ndo é alterada, mas contrasta com relatos prévios
de degeneracdo e necrose tubular discreta em macacos Rhesus experimentalmente
infectados (Hudson, 1928; Stoked, 1928). VFA € um virus viscerotrépico e a cepa
vacinal é capaz de produzir encefalite em seres humanos jovens (Monath, 2001).
Entretanto lesdes neurologicas ndo foram observadas em nenhum dos primatas jovens
avaliados.
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6. CONCLUSAO

Esse estudo resultou na identificacdo de padr@es histopatolégicos distintos em casos de
infeccdo natural pelo VFA assim como respostas variaveis de hospedeiros de diferentes
espécies, com Alouatta sp. sendo altamente susceptivel a lesdo hepatica induzida pela
acdo do VFA, enquanto Callithrix sp., considerada uma espécie susceptivel é
claramente mais resistente as lesdes hepaticas associadas ao VFA.
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APENDICE 1

Critérios de escore histopatoldgico para infecgdo pela Febre Amarela no figado, rim, baco,
coragdo, pulmdo e encéfalo.

Lesao Escore Critério
Figado
Necrose/apoptose 0 Ausente

Discreta, hepatocitos individuais

Moderada, restrita a regido mediozonal

Moderada a intensa, acometendo a reigao
3 mediozonal e parcialmente as outras
zonas.

Intensa, apenas alguns hepatécitos
4 normais nas zonas periportal e
centrolobular.

Infiltrado Ausente

linfohistiocitico Discreto, focal ou multifocal.

Moderado, multifocal.

Intenso, multifocal.

Infiltrado neutrofilico Ausente

Discreto, focal ou multifocal.

Moderado, multifocal.

Intenso, multifocal.

Lipidose Ausente

Menos de 30% dos hepatdcitos.

30 a 70% dos hepatdcitos.

Mais de 70% dos hepatécitos

Glicogenose Ausente

Menos de 30% dos hepatdcitos.

30 a 70% dos hepatdcitos.

Mais de 70% dos hepatécitos

Pigmento Ausente

intracitoplasmatico

P O WINIPIOIWIN|IPIOIWINIPIOW|N|FL|O

Presente

Rim
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Necrose tubular

Ausente

Tubulos isolados, focal ou multifocal.

Grupos discretos ou moderados de tubulos,
multifocal.

Grupos moderados a intensos de tubulos,
coalescente a difuso.

Degeneracao tubular

Ausente

Tubulos isolados, focal ou multifocal.

Grupos discretos ou moderados de tubulos,
multifocal.

Grupos moderados a intensos de tubulos,
coalescente a difuso.

Pigmento
intracitoplasmatico

Ausente

Tubulos isolados, focal ou multifocal.

Grupos discretos ou moderados de tubulos,
multifocal.

w

Grupos moderados a intensos de tubulos,
coalescente a difuso.

Cilindros hialinos

Ausente

Presente

Infiltrado intersticial
linfohistiocitico

Ausente

Discreto, focal ou multifocal.

Moderato, multifocal.

Intenso, multifocal.

Infiltrado intersticial
neutrofilico

Ausente

Discreto, focal ou multifocal.

Moderato, multifocal.

Intenso, multifocal.

Glomerulopatia

Ausente

Menos de 30% dos glomérulos

30 a 70% dos glomérulos

WIN PO WIN|IPIOW|INMN|P|O|F,|O

Mais de 70% dos glomérulos

Baco

Hiperplasia linfoide

Ausente
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Discreta

Moderada

Intensa

Deplecéo linfoide

Ausente

Discreta

Moderada

Intensa

Congestéao

Ausente

PO WIN|IPIOWIN|F

Presente

Coracao

Necrose

Ausente

Discreto, focal ou multifocal.

Moderado, multifocal.

Moderado a intenso, coalescente a difuso.

Fibrose

Ausente

Discreto, focal ou multifocal.

Moderado, multifocal.

Moderado a intenso, coalescente a difuso.

Infiltrado
linfohistiocitico

Ausente

Discreto, focal ou multifocal.

Moderato, multifocal.

WINFPIOWIN|IPIOW|N|FL|O

Intenso, multifocal ou coalescente.

Pulmao

Congestéao

Ausente

Presente

Hemorragia

Ausente

Menos de 30% dos alvéolos

30 a 70% dos alvéolos.

Mais de 70% dos alvéolos.

Edema

Ausente

Menos de 30% dos alvéolos

N FRPIOWIN|P|O|FL|O

30 a 70% dos alvéolos.
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Mais de 70% dos alvéolos.

Pneumonia intersticial

Ausente

Discreta, focal ou multifocal.

Moderada, multifocal ou coalescente.

WIN|P|O|lW

Intensa, multifocal ou difusa.

Encéfalo

Hemorragia

Ausente

Discreta, focal ou multifocal

Moderada, multifocal

Intensa, focal, multifocal ou difusa.

Edema

Ausente

Presente

Meningite
linfohistiocitica

Ausente

Discreta, focal ou multifocal

Moderada, multifocal

Intensa, focal, multifocal ou difusa.

Encefalite
linfohistiocitica

Ausente

Discreta, focal ou multifocal

Moderada, multifocal

WINFPIOWIN|IP|IO|P| O|WIN|F|O

Intensa, focal, multifocal ou difusa.




