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RESUMO 

A infecção pelo vírus da febre amarela (YFV; Orthoflavivirus flavi) pode resultar em febre 

amarela (FA). O vírus é transmitido por um vetor artrópode hematófago durante o repasto 

sanguíneo e sua manutenção pode ocorrer em três ciclos: silvestre, urbano e intermediário/rural, 

envolvendo primatas não humanos (PNHs), vetores e humanos. No Brasil, onde há grande 

diversidade de PNHs, o ciclo de manutenção da FA é o silvestre, com vetores Haemagogus sp. 

e Sabethes sp.. Entre 2017 e 2018, o país enfrentou um grande surto de FA, com casos humanos 

e de epizootias confirmados, sobretudo na região sudeste e em Minas Gerais (MG). Desde então 

casos em humanos e epizootias associadas à infecção por YFV são reportados. A morte de 

PNHs é investigada e sua notificação é obrigatória devido à sua importância como sentinelas 

da FA. No entanto, a utilização de amostras de carcaças pode limitar algumas metodologias de 

diagnóstico. Neste estudo, os objetivos foram investigar a infecção por YFV em amostras de 

PNHs de MG por meio de técnicas de biologia molecular, e otimizar um teste de neutralização 

viral utilizando amostras de tecido hepático macerado em substituição ao soro. Para isso foi 

realizada a extração de RNA total de amostras provenientes de carcaças de PNHs. 

Posteriormente, o RNA foi submetido a protocolo de RT-qPCR utilizando iniciadores e sonda 

específicos para região 5’UTR do genoma do YFV. Para adaptar os ensaios de neutralização 

viral utilizou-se fragmentos de 50mg de tecido hepático de camundongos experimentalmente 

infectados com YFV 17DD (n=6) e amostras de um grupo MOCK (n=6) macerados em meio 

MEM (200µL) e clarificados. Em seguida foram feitas diluições seriadas e adição de vírus 

(YFV 17DD) para inóculo em triplicata (diluições 1:20 a 1:160) em monocamada de células 

VERO em placas de 12 poços. Foi detectado por RT-qPCR o genoma de YFV em rins e 

cérebros (15/144 e 6/58, respectivamente) provenientes de carcaças de PNHs de 2017 cujos 

fígados eram negativos para detecção do YFV por RT-qPCR e em amostras provenientes de 

PNHs coletados nos anos 2021 e 2022 (18/124). Com o teste de neutralização viral adaptado 

foi observada diferença significativa entre as reduções dos grupos MOCK e infectados.  Os 

resultados aqui gerados aumentam o número de PNHs infectados por YFV no ano de 2017 e 

corroboram a circulação continuada de YFV em PNHs do estado de Minas Gerais em 2021 e 

2022, também demonstram a viabilidade da adaptação proposta à técnica de neutralização viral 

por redução de placa, utilizando uma amostra alternativa a soro.  

Palavras-chave: Arbovírus; Diagnóstico; MG (Minas Gerais); Neutralização viral; Primatas não 

humanos; RT-qPCR; Saúde pública; Vírus da febre amarela.  



 
 

 

ABSTRACT 

Infection with yellow fever virus (YFV; Orthoflavivirus flavi) can result in yellow fever disease 

(YFD). The virus is transmitted by a hematophagous arthropod vector during blood repast. 

Maintenance of YFV can occur in three cycles: sylvatic, with nonhuman primates (NHPs) as 

primary hosts and humans as incidental hosts; urban and intermediate/rural, with humans as 

primary hosts. In Brazil, where there is a great diversity of NHPs, the maintenance cycle of 

YFD is the sylvatic one, with vectors Haemagogus sp. and Sabethes sp.. Between 2017 and 

2018, the country faced a major outbreak of YFD, with confirmed human and epizootic cases, 

especially in the southeast region and in Minas Gerais (MG). Since then, cases in humans and 

epizootics associated with YFV infection continue to be reported. The death of NHPs is 

investigated and their notification is mandatory due to their importance as sentinels of YFD. 

However, the use of carcass samples may limit some diagnostic methodologies. In this study, 

the objectives were to investigate YFV infection in samples of NHPs from MG by means of 

molecular biology techniques and to optimize a viral neutralization test using macerated liver 

tissue samples in place of serum. To this end, total RNA was extracted from samples of NHPs 

carcasses. Subsequently, the RNA was submitted to RT-qPCR protocol using primers and probe 

specific for the 5'UTR region of the YFV genome. To adapt viral neutralization assays, 50mg 

fragments of liver tissue from mice experimentally infected with YFV 17DD (n=6) and samples 

from a MOCK group (n=6) macerated in MEM medium (200µL) and clarified were used. Serial 

dilutions were then made and virus (YFV 17DD) was added for inoculation in triplicate 

(dilutions 1:20 to 1:160) in a monolayer of VERO cells in 12-well plates. YFV genome was 

detected by RT-qPCR in kidneys and brains (15/144 and 6/58, respectively) from 2017 NHPs 

carcasses whose livers were negative for YFV detection by RT-qPCR and in samples from 

NHPs collected in the years 2021 and 2022 (18/124). For the results of the adapted viral 

neutralization test, a significant difference was observed between the reductions of the MOCK 

and infected groups. The results generated here increase the number of NHPs infected by YFV 

in the year 2017 and corroborate the continued circulation of YFV in NHPs in the state of Minas 

Gerais in 2021 and 2022, they also demonstrate the feasibility of the proposed adaptation to the 

viral neutralization technique by plaque reduction using an alternative sample to serum. 

Keywords: Arbovirus; Diagnosis; MG (Minas Gerais); Viral neutralization; Non-human 

primates; RT-qPCR; Public health; Yellow fever virus.  
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1. INTRODUÇÃO: 

 

O termo Arbovírus (cunhado a partir da abreviação da frase em inglês arthropod-borne virus) 

se refere aos vírus transmitidos por vetores artrópodes. Estes vírus são ecologicamente distintos 

de muitos patógenos devido ao envolvimento de vetores artrópodes e reservatórios animais em 

seu ciclo de transmissão. A emergência e reemergência de arbovírus resulta em grandes surtos 

e têm distribuição mundial, tornando-os de grande importância à saúde pública. As doenças 

causadas por arbovírus são difíceis de diagnosticar devido à presença de sintomas inespecíficos 

além da necessidade de laboratórios e profissionais especializados para o diagnóstico 

(HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019; PIANTADOSI; KANJILAL, 2020). As 

seguintes famílias virais contêm arbovírus envolvidos em diferentes ciclos ecológicos de 

transmissão responsáveis por causar doenças em humanos e animais: Peribunyaviridae, 

Phenuiviridae e Togaviridae, e Flaviviridae (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019).  

 

1.1 Flaviviridae 

 A família Flaviviridae é composta por quatro gêneros: Hepacivirus, Orthoflavivirus, 

Pegivirus e Pestivirus e 97 espécies. O gênero Orthoflavivirus é composto por 53 espécies de 

vírus descritas (RICO-HESSE, 2017). Este gênero possui espécies que representam alguns dos 

arbovírus de maior importância à saúde pública e economia mundial, visto que são responsáveis 

por altas taxas de morbidade e mortalidade. Dentre os membros do gênero Orthoflavivirus 

destacam-se as espécies Orthoflavivirus denguei (dengue virus ou DENV), Orthoflavivirus 

zikaense (ZIka virus ou ZIKV), Orhtoflavivirus nilense (west Nile virus ou WNV), e 

Orthoflavivirus flavi (vírus da febre amarela ou YFV) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013; 

ICTV, 2020; INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2023). Os 

vírus anteriormente citados são agentes etiológicos de doenças com quadros clínicos que 

incluem sintomas gastrointestinais, febres, febres hemorrágicas, encefalites e hepatites 

(FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013; ICTV, 2020; MACKENZIE; GUBLER; PETERSEN, 

2004; PIANTADOSI; KANJILAL, 2020). 

Os vírus pertencentes à família Flaviviridae apresentam partícula envelopada. O 

envelope viral é formado por uma bicamada lipídica, circundando a membrana que envolve o 

nucleocapsídeo. Este por sua vez, é formado em conjunto ao genoma, que é composto por uma 

fita simples de RNA com polaridade positiva (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013). O vírion 

dos flavivírus apresenta aproximadamente 50 nm de diâmetro e tem simetria icosaédrica. As 
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proteínas que formam o vírion são as proteínas de: envelope (E), membrana (prM), e capsídeo 

(C).  

O genoma dos flavivírus é constituído por uma fita simples de RNA com polaridade 

positiva (ssRNA +) formado por 11.000 nucleotídeos (nt), e possui uma estrutura cap na porção 

5’. O genoma apresenta uma única janela de leitura (ORF, do inglês: open reading frame) 

flanqueada por regiões não codificantes (NCRs, do inglês: noncoding regions) nas 

extremidades 5’ e 3’, que além de ser infeccioso, também tem função de mRNA. Esta ORF 

produz uma única poliproteína que posteriormente é clivada em três proteínas estruturais (E, 

prM, C) e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 

1) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013). 

 

 

Figura 1: Representação esquemática do genoma de Orthoflavivirus. A) Genoma de ssRNA (+) linear 

de cerca de 11kb, presença de estrutura cap na porção 5’ e porção 3’ não poliadenilada. B) Poliproteína 

clivada em três proteínas estruturais (E, prM ,C) e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5). 

Adaptado de: Flavivirus https://viralzone.expasy.org/24 

 

A multiplicação dos flavivírus se inicia com a adsorção (figura 2[1]).  A proteína E viral 

liga-se aos receptores celulares, ainda pouco elucidados, e a penetração inicia-se por endocitose 

mediada por clatrinas (figura 2[2]) seguida pelo transporte em endossomos (figura 2[3]). Com 

a acidificação dos endossomos as membranas celular e viral sofrem fusão, o que leva ao 

desnudamento do nucleocapsideo viral (figura 2[4]) seguida pela liberação do RNA genômico 

no citoplasma (figura 2[5]). Após a fusão e liberação do nucleocapsídeo no citoplasma celular 

a atividade do RNA viral é expressa em três funções principais: como RNA mensageiro inicial 

https://viralzone.expasy.org/24
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no ciclo de infecção, como modelo para replicação e transcrição de RNA e como substrato para 

a montagem de novos vírus (figura 2[6]).  

O ciclo de multiplicação dos flavivírus é inteiramente citoplasmático, ocorrendo em 

associação as membranas intracelulares, incluindo montagem e liberação da partícula viral. O 

processo de montagem inicia-se pela associação de dímeros de proteína C com o RNA 

genômico (figura 2[7]), seguido por brotamento em membranas do retículo endoplasmático, 

que contém o complexo de glicoproteína E, e prM. Após a montagem, as partículas virais são 

transportadas através da via secretora (figura 2[8]), e passam pela maturação através de 

rearranjos nas proteínas E e prM, com clivagem da prM (figura 2[9]), e são então liberadas 

através da superfície celular para o meio externo (Figura 2[10]).  
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Figura 2: Representação esquemática da multiplicação dos orthoflavivírus. Adsorção (1); Penetração 

(2 e 3); Desnudamento (4 e 5); Replicação do genoma (6); Montagem (7); Maturação (8 e 9); e Liberação 

(10). 

Adaptado de: Nat Microbiol. 2020 June (FIELDS; KNIPE; HOWLEY P, 2016). 

 

1.2 Febre Amarela 

A febre amarela (FA) e seu agente etiológico, o YFV, foram respectivamente, a primeira 

febre hemorrágica e o primeiro vírus humano transmitido por mosquito descritos (KLEINERT 

et al., 2019; WALTER REED, 1901).  O YFV é classificado filogeneticamente em apenas um 

tipo e sete genótipos, estes são relacionados ao local de circulação do vírus (figura 3). Dos 

genótipos do YFV, cinco são africanos (West Africa I, West Africa II ou West/Central Africa, 

East Africa, East/Central Africa e Angola) e dois são sul-americanos (South-American I e 

South-American II) (MONATH; VASCONCELOS, 2015). 
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Figura 3: Árvore com representação filogenética dos genótipos de YFV. Análise feita com base no 

alinhamento da região prM e E do genoma de 36 YFV americanos e africanos, usando o método de 

máxima verossimilhança com base no modelo geral de tempo reverso (GTR). Valores de bootstraps 

indicados para 500 replicatas. Fonte: Emerging Microbes & Infections. 

 

Historicamente, os surtos de FA são uma ameaça aos continentes Americano e Africano. 

Com grandes surtos urbanos de FA em cidades portuárias da América do Sul durantes os 

séculos 18 e 19, acredita-se que o YFV tenha emergido no continente Africano e foi introduzido 

no continente americano junto ao A. aegypti, durante o tráfico de pessoas escravizadas entre 

países europeus e suas colônias (revisado por BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007; e 

JÁCOME et al., 2019). A partir de análises filogenéticas correspondentes às sequências das 

proteínas estruturais do YFV (prM e E), foi observado que (I) os isolados South-American I e 

II compõem um grupo monofilético, (II) os isolados South-American I e II são divididos de 

acordo com a circulação inicial no leste ou oeste do continente, (III) os isolados South-



22 
 

 

American I e II são mais próximos, filogeneticamente, dos isolados West Africa, e (IV) os 

isolados East Africa são os mais divergentes (BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007). 

 

1.2.1 Ciclo de transmissão  

Em 1900 já era conhecido o vírus responsável pela FA e o modo de transmissão envolvendo 

o mosquito vetor Aedes aegypti (SOPER, 1937). Diversos programas de erradicação de vetores 

e quarentena de infectados possibilitaram o controle da FA em áreas urbanas (FINLAY, 1955; 

SOPER, 1937). Apesar da manutenção das medidas previamente bem-sucedidas, a FA 

continuou como uma ameaça no continente americano. Foi observada a continuidade da FA 

especialmente em áreas rurais e silvestres com baixa densidade populacional e ausência de A. 

aegypti, o que não poderia ser atribuída a infecções humanas, e assim levantou novas questões 

sobre a epidemiologia da doença (SOPER, 1937). 

Em 1933 estudos de vigilância imunológica estavam disponíveis, e foi observado que a FA 

continuou presente, de forma silenciosa, em regiões da bacia amazônica nos 20 anos anteriores. 

Assim, devido aos surtos de 1934 a 1936 descobriu-se que a FA possui um ciclo de transmissão 

zoonótico independente, envolvendo primatas não humanos (PNHs) e vetores silvestres, 

inicialmente chamado de febre amarela da selva (MONATH, 1994; SOPER, 1937). Acredita-

se que o vírus estabeleceu um ciclo silvestre nas bacias dos rios Amazonas, Araguaia e Orinoco, 

com os mosquitos Haemagogus spp. e Sabethes spp. como vetores, a partir dos surtos urbanos 

anteriores (revisado por BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007). 

Atualmente são conhecidos três ciclos de transmissão distintos para a FA: (I) ciclo de 

transmissão silvestre, anteriormente conhecido como febre amarela da selva; (II) ciclo de 

transmissão urbano; e (III) ciclo de transmissão intermediário ou rural (figura 4). No ciclo de 

transmissão silvestre os hospedeiros primários são os PNHs. Neste ciclo os humanos são 

hospedeiro acidentais, sendo os vetores mosquitos do gênero Aedes na África e Sabethes ou 

Haemagogus nas Américas. No ciclo de transmissão urbano os hospedeiros principais são os 

humanos e o vetor é o Aedes aegypti, não havendo necessidade de um hospedeiro silvestre para 

a manutenção da circulação viral. O ciclo de transmissão intermediário (rural) foi descrito no 

continente Africano e ocorre na interface entre áreas urbanas e rurais ou silvestres, com vetores 

Aedes spp. envolvidos, ocasionando pequenas epidemias rurais com grande potencial para 

desencadear surtos urbanos (MONATH, 2001; WHO, 2017). 
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Figura 4: Ilustração representando os ciclos de transmissão da Febre Amarela. 

Silvatic: silvestre. Urban: urbano. Rural: rural/intermediário 

Fonte: A global strategy to Eliminate Yellow fever Epidemics 2017–2026 (WHO, 2017). 

 

No continente Africano, os principais hospedeiros amplificadores do YFV são os PNHs 

dos gêneros: Cercopithecus, Colobus, Cercocebus e Papio (RODHAIN, 1991). Os primatas 

neotropicais, ou do Novo Mundo, descritos são divididos em cinco famílias: Pitheciidae, 

Aotidae, Atelidae, Cebidae, e Callitrichidae (JACOB C. DUNN & JURGI CRISTÓBAL-

AZKARAT, 2016; ZUKAL, 2020) (figura 5). A família Cebidae compreende os gêneros: 

Cebus, Sapajus e Saimiri; a família Callitrichidae compreende os gêneros: Callibella, 

Callimico, Cebuella, Leontopithecus, Mico, Saguinus e Callithrix; Família Atelidae 

compreende os gêneros: Ateles, Brachyteles, Lagothrix, Alouatta e Oreonax; a família 

Ptheciidae possui os gêneros: Callicebus, Cacajao, Chiropotes e Pithecia; enquanto a família 

Aotidae é composta apenas pelo gênero Aotus (JACOB C. DUNN & JURGI CRISTÓBAL-

AZKARAT, 2016). Nas américas, a maior diversidade e distribuição de PNHs é observada no 

Brasil, com distribuição de espécies nos seis biomas brasileiros 

(https://www.taxeus.com.br/lista/3035). 

https://www.taxeus.com.br/lista/3035
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Figura 5: Famílias de primatas neotropicais, seus gêneros e ilustração de representantes (adaptado de 

ZUKAL, 2020). 

 

Um dos riscos relacionados ao vetor citados pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS), é a propagação mundial dos principais vetores responsáveis pelos surtos urbanos: os 

mosquitos do gênero Aedes spp. (WHO, 2017), desta forma, mais cidades e países estão em 

risco de emergência de FA. As atuais epidemias de febre Zika, dengue e febre Chikungunya 

(MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017), doenças cujo vírus é transmitido por mosquitos do 

gênero Aedes, são indicativos do sucesso ecológico deste vetor. As epidemias citadas 

anteriormente levantam o alerta quanto à possível reurbanização da FA em áreas onde este ciclo 

não é relatado, como por exemplo o Brasil, país cuja erradicação do ciclo urbano de FA ocorreu 

em 1942 (FRANCO, 1969). 

Os eventos de spillover ocorrem quando um patógeno é transmitido a partir de uma 

população hospedeira reservatória para uma nova população potencialmente hospedeira 

(POWER; MITCHELL, 2004). Visto que no Brasil há a presença dos vetores associados aos 

ciclos de transmissão silvestre e urbano da FA, e todos os PNHs são susceptíveis a infecção por 

YFV, o aumento do contato humano com ambientes silvestres representa um risco para eventos 

de spillover da FA silvestre, como também sua reurbanização (POSSAS et al., 2018). 

Segundo a OMS, alguns dos riscos relacionados ao ambiente e ao comportamento 

humano associados à emergência do YFV observados em cidades africanas são: a aproximação 

humana dos ambientes, reservatórios e vetores silvestres através do desmatamento; mudança 

climática; aumento de incursões em áreas silvestres; construção e limpeza de terras para a 

agropecuária; a migração pendular entre áreas silvestres e cidades ou grandes assentamentos; e 

o constante movimento populacional para diversas regiões. Estes fatores citados, em conjunto, 

contribuem para a potencial disseminação do vírus da febre amarela (WHO, 2017). 
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1.2.2 Epidemiologia 

A FA continua uma ameaça à saúde pública mundial, visto que não há tratamento 

específico. A vacina (YFV 17DD) continua a melhor forma de combate à doença e prevenção 

de novos surtos.  A OMS preconiza como estratégia para controle e prevenção da FA a 

imunização de pessoas a partir de nove meses de idade, campanhas de vacinação em massa para 

aumento da cobertura vacinal em áreas de risco, além da vacinação de viajantes para áreas 

endêmicas para a FA (WHO, 2019). O Ministério da Saúde brasileiro (MS) indica a aplicação 

de dose única da vacina contra a febre amarela desde o ano de 2017, seguindo as diretrizes da 

OMS, sem necessidade de aplicação de dose de reforço (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017a; 

WHO, 2013) visto que uma dose única é suficiente para conferir imunidade ao indivíduo ao 

longo de sua vida.  

A FA é endêmica em países da África e América do Sul (MONATH; VASCONCELOS, 

2015), locais onde o ciclo de transmissão silvestre é mantido (ROBERTSON, 1996). Existe 

uma vacina contra a FA desde 1937 (THEILER; SMITH, 1937), entretanto estima-se que cerca 

de 400 milhões de pessoas não vacinadas vivem em áreas de risco para a doença (SHEARER 

et al., 2017). São reportados anualmente cerca de 200 mil casos de FA, com 30 mil casos de 

óbito associados (figura 6) (PAHO, 2021; SACCHETTO et al., 2020a).  

 

Figura 6: Reporte de casos mundiais de Febre Amarela até 2018. Preto: Global. Azul: África. Verde: 

Américas. Year= ano; Reported Human YF Cases= casos de FA humana reportados. 

Adaptado de: (SACCHETTO et al., 2020a). 
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Durante as décadas de 1940, 1950, e 2000, grandes campanhas de vacinação contra a 

FA ocorreram e geraram grande impacto na contenção de surtos e epidemias. Entretanto, em 

meados das décadas de 1960 e 2000 a cobertura vacinal diminuiu significativamente em áreas 

endêmicas o que foi associado aos surtos na América Latina e África durante estes períodos 

(figura 7) (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018; e SHEARER et al., 2017).  

 

Figura 7: Áreas endêmicas para o vírus da febre amarela e distribuição de surtos de Febre Amarela desde 

1950. 

Azul: regiões endêmicas para febre amarela.Verde: regiões onde há baixo risco de transmissão. 

Vermelho: áreas não endêmicas, porém com risco de transmissão. Amarelo: áreas sem risco de 

transmissão do YFV. Estrelas roxas: países com grandes surtos desde 1950. Círculo amarelo: proporção 

representa a intensidade do surto reportado de 2008 a 2016. 

Fonte: Trends in Microbiology. (DOUAM; PLOSS, 2018). 

 

 Durante os anos de 2016 a 2018 eventos de reemergência do YFV foram observados 

em regiões endêmicas e casos de infecção por YFV foram confirmados em regiões não 

endêmicas (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018). Foram confirmados casos importados de 

FA na China, Holanda e em países da América do Sul. Nesse período (2016 a 2018) foram 

confirmados casos de infecção por YFV em países do continente Africano, entre eles: Angola, 

com mais de quatro mil casos suspeitos; República Democrática do Congo, com mais de dois 

mil casos suspeitos; Uganda e Nigéria também confirmaram a circulação de YFV. Entre os 

países da América do Sul, além da epidemia brasileira foram reportados casos de infecção por 

YFV nos anos de 2016 a 2018 no Peru, Colômbia, Bolívia, Equador, Guiana Francesa e 

Suriname (revisado por JÁCOME et al., 2019).  

No continente Africano os PNHs são suscetíveis à infecção pelo YFV e mantêm viremia 

por tempo suficiente para contato com vetores, entretanto, raramente são acometidos pela 
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doença. Desta forma, as populações são rapidamente renovadas e o ciclo enzoótico da FA é 

mantido com intervalos reduzidos entre surtos (MORENO et al., 2013; SILVA et al., 2020). 

Diferentemente, os PNHs endêmicos da América do Sul são altamente susceptíveis à infecção 

por YFV, levando a taxas significativas de morbidade e mortalidade nestes animais 

(KLITTING et al., 2018). Na América do Sul, fora da bacia amazônica, o YFV reemerge 

esporadicamente com caráter temporal e sazonal, especialmente em períodos chuvosos com 

temperaturas elevadas (DE THOISY et al., 2020). Acredita-se que o padrão temporal, com 

intervalos de cinco a sete anos, observado para os surtos de FA, é devido à renovação das 

populações de PNHs necessárias para a amplificação viral (revisado por KLITTING et al., 

2018). 

Desde meados da década de 2000 o padrão epidemiológico das infecções por YFV no 

Brasil mudou, e a maior parte dos casos reportados no período foram fora da região amazônica 

(VASCONCELOS, 2003). Vasconcelos descreve que essa reemergência nas regiões sudeste e 

sul do país deve-se a cinco fatores: exposição de uma população humana suscetível ao vírus; 

alta densidade de vetores e hospedeiros silvestres (PNHs); condições climáticas favoráveis, 

especialmente aumento da precipitação; emergência de uma nova linhagem genética; e 

circulação de humanos e/ou PNHs infectados (VASCONCELOS, 2010). 

  Considerando que o Brasil tem a maior diversidade de PNHs neotropicais descrita, com 

179 espécies dentre as cinco famílias neotropicais conhecidas (IUCN, 2022) majoritariamente 

distribuídas em três biomas (Floresta Amazônica, Mata Atlântica, e Cerrado), um deles, o 

Cerrado, tem importância para a ecologia da doença, visto que ocorre em aproximadamente 

24% do território brasileiro e se interpõem entre os biomas Amazônia, Mata Atlântica, Pantanal 

e Caatinga (IBGE, 2019). Uma vez que a região sudeste é majoritariamente coberta por Cerrado 

e Mata Atlântica, esta, configura um importante local para conservação de espécies e vigilância 

de epizootias. 

Durante 2008 e 2009 casos de FA em humanos foram reportados inicialmente no estado 

do Pará, com posteriores notificações em Tocantins, Goiás, Mato Grosso do Sul, São Paulo e 

Rio Grande do Sul. Grande eventos de epizootias de PNHs ocorreram em 2009 nos estados de 

Goiás, Mato Grosso do Sul e alcançou o sul do país, no Rio Grande do Sul (MONATH; 

VASCONCELOS, 2015). Os casos nas regiões Sul e Sudeste durante 2008-2009 foram 

causados por uma nova linhagem, o genótipo 1E, que emergiu do genótipo 1D, linhagem que 

circulou no país e causou surtos de 1998 a 2007 (revisado por VASCONCELOS, 2010).  
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No período 2008/2009 grande parte dos casos de FA reportados foram fora da área 

endêmica para o YFV no Brasil (regiões Sul e Sudeste), logo, a rotina de imunização contra a 

FA não era recomendada nestes locais (MONATH; VASCONCELOS, 2015). Após o período 

de surto 2008/2009 no Brasil, fora da bacia amazônica, o MS direcionou a ampliação da 

vacinação contra FA para as regiões consideradas de transição, o que incluiu os estados do Rio 

Grande do Sul, São Paulo, Santa Catarina e a região sul do estado de Minas Gerais (MS; SVS, 

2009). Possivelmente devido a estes fatores, os maiores surtos de FA silvestre desde a descrição 

do ciclo de transmissão silvestre na década de 1930, ocorreram de 2016 a 2018 na região sudeste 

brasileira (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020), com início no estado de Minas Gerais. 

Desde 2008 o estado de Minas Gerais faz parte da área onde a vacinação contra FA é 

recomendada pelo MS. Contudo, conforme o Informe Especial Febre Amarela No Brasil Nº 

01/2017, publicado pelo MS, até o fim de 2016 a cobertura vacinal do estado permaneceu baixa, 

com aproximadamente metade dos municípios do estado apresentando cobertura vacinal abaixo 

de 50% (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Tal situação tornou a população do 

estado susceptível à infecção por YFV (FIGUEIREDO et al., 2020). Desde o surto de FA 

iniciado em 2016, as áreas com recomendação para vacinação contra FA em seu calendário 

vacinal foram expandidas em território nacional para incluir todos os estados das regiões norte, 

centro-oeste, sudeste e sul, além de alguns estados da região nordeste e municípios do Piauí, 

Alagoas e Sergipe (SAÚDE, 2019). 

No período de monitoramento de 2016 a 2017 foram notificados ao MS 3.564 casos 

humanos suspeitos de FA, com confirmação de 777 casos e 2.270 foram descartados, os demais 

casos foram inconclusivos devido à falta de critérios clínicos e epidemiológicos ou amostras 

para diagnóstico, ou permaneceram em investigação (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017b). No 

mesmo período (2016/2017) foram notificados ao MS 5.364 casos de epizootias em PNHs, 

deste, 1.412 foram confirmados para FA, 878 foram descartados e os demais permaneceram em 

investigação ou foram determinadas inconclusivas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017b). 

Durante o monitoramento de FA no período de 2017 a 2018 foram notificados ao MS 

6.589 casos humanos suspeitos de FA, com 1.266 confirmados e 4.091 descartados para FA, 

enquanto foram notificados 7.417 casos de epizootias, com 752 confirmações e 2.458 casos 

descartados para FA, os demais casos de epizootias permaneceram em investigação ou foram 

inconclusivos devido a falta de critérios clínicos e epidemiológicos ou amostras para 

diagnóstico laboratorial (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE. SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2018).  
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Durante os períodos de monitoramento de FA entre 2016 e 2019 uma alta positividade 

de infecção por YFV foi observada em amostras de PNHs coletadas em áreas urbanas, 

periurbanas e rurais de diferentes municípios de Minas Gerais (SACCHETTO et al., 2020b). 

Estimativas da carga genômica de YFV nas amostras de PNHs naturalmente infectados testadas 

por Sacchetto e colaboradores (2020) demonstram uma carga maior, de forma similar entre 

primatas dos gêneros Alouatta, Callithrix, e Callicebus coletados em áreas rurais, quando em 

comparação a amostras de Callithrix coletadas em áreas urbanas e periurbanas. Análises 

filogenéticas utilizando essas amostras demonstraram que as epizootias e casos humanos do 

período foram provocados pela mesma linhagem de YFV.  

No monitoramento de 2019 a 2020 as primeiras detecções do YFV foram confirmadas 

entre os meses de julho a outubro nos estados de São Paulo e Paraná (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2020). Neste período (2019/2020) foram notificados mais de 3.000 eventos de PNHs 

mortos com suspeita de FA, destes, foram confirmadas por critério laboratorial 358 epizootias, 

722 foram descartados, 505 permanecem em investigação e 1.611 foram classificadas como 

indeterminadas, devido à falta de amostras para diagnóstico. No mesmo período (2019/2020) 

foram notificados 881 casos humanos suspeitos para FA, destes, 18 foram confirmados 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). 

Durante o período de monitoramento 2020 a 2021 foram reportadas mais de 1.400 

epizootias em PNHs suspeitas de FA, destas, 218 foram confirmadas enquanto 635 foram 

classificadas como indeterminadas devido à falta de amostra para diagnóstico laboratorial. No 

mesmo período (2020/2021) foram notificados 287 casos humanos suspeitos de FA, cinco 

foram confirmados. Todos os casos humanos e a maior parte dos casos de epizootias 

confirmados foram no período sazonal da FA (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

Resultados publicados por Rezende e colaboradores demonstram a circulação do YFV 

na região sudeste do país de forma silenciosa antes do início do surto, em 2016 (DE REZENDE 

et al., 2018). Análises evolutivas e epidemiológicas suportam a hipótese de introdução do YFV 

na região sudeste do Brasil, a partir da região centro-oeste, e avanço em direção a região sul do 

país (DE REZENDE et al., 2018; DELATORRE et al., 2019a; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2020, 2021). 

Delatorre e colaboradores (2019) confirmaram a introdução do YFV no estado de Minas 

Gerais a partir de Goiás, estado da região centro-oeste do Brasil. Em seu trabalho relataram 

ainda a circulação desta mesma linhagem em Minas Gerais há dois períodos sazonais anteriores 
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ao surto de 2016 e sua introdução no estado de Goiás em 2014 (DELATORRE et al., 2019b). 

Em 2019 foi detectada a infecção por YFV em PNHs no estado do Rio de Janeiro, a persistência 

desta linhagem ocorreu por pelo menos três períodos sazonais (DE ABREU et al., 2019). á em 

2020 a Dra. Natália da Silva relata em sua tese de doutorado a presença da mesma linhagem 

viral em PNHs de Minas Gerais, o que sugere a circulação silenciosa do vírus na região sudeste 

(DE ABREU et al., 2019; NATALIA INGRID OLIVEIRA DA SILVA, 2021). Estes dados 

demonstram a circulação de uma mesma linhagem de YFV fora da bacia amazônica por pelo 

menos oito anos.  

De forma concordante, epizootias são continuamente reportadas e casos de infecção por 

YFV foram confirmados em humanos, vetores e PNHs na região sudeste e sul do país nos anos 

seguintes a 2020 ( SVS; MS, 2023; DE THOISY et al., 2020; OLIVEIRA DA SILVA, 2021; 

OLIVEIRA et al., 2023). Em boletim epidemiológico do MS publicado em janeiro de 2023, 

durante o período de monitoramento 2022/2023 foram notificadas mais de 600 epizootias 

envolvendo PNHs suspeitos para FA em território nacional, com duas (0,3%) delas confirmadas 

por critério laboratorial no estado de Minas Gerais e Paraná, também foram notificados 158 

casos humanos suspeitos (SVS; MS, 2023). No entanto, para o mesmo período a SES-MG 

registrou 400 epizootias com confirmação de infecção por YFV em dois casos; houve também 

a notificação de 58 casos humanos suspeitos de FA e a confirmação de um óbito por FA em 

março de 2023, (CENTRO DE INFORMAÇÕES ESTRATÉGICAS EM VIGILÂNCIA EM 

SAÚDE, 2023), indicando uma subnotificação de epizootias e baixa confirmação laboratorial 

em escala nacional. Estes dados apresentam evidências de manutenção e circulação do YFV 

nas regiões Sul e Sudeste brasileiras, com risco de transmissão à população humana, o que 

demonstra a importância da vigilância epidemiológica para manejo e contenção de surtos nestas 

áreas. 

 

1.2.3 Patogênese viral e Diagnóstico de FA 

A partir da inoculação do YFV via vetor infectado, os indivíduos passam por um período 

de incubação de três a seis dias. Acredita-se que o YFV é amplificado inicialmente nos 

linfonodos e após viremia a FA torna-se viscerotrópica, com o fígado como principal sítio de 

multiplicação viral (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018). Após o período de incubação, os 

primeiros sinais clínicos apresentados são similares a sintomas gripais, como início abrupto de 

calafrios, febre, dor de cabeça, fotofobia, dor lombossacral, náuseas, prostração, e mialgias 

generalizadas, chamado de período virêmico (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018; e 
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MONATH, 2001). Seguido ao período virêmico pode ocorrer a recuperação da infecção ou 

então duas a 24 horas de melhora clínica, chamada de período de remissão (MONATH, 2001).  

Posteriormente ao período de remissão, o indivíduo pode desenvolver o período de 

intoxicação, apresentando o quadro grave da doença que pode resultar em óbito (20 a 50% dos 

casos) (SACCHETTO et al., 2020a). Alguns dos sintomas associados a quadros graves da FA 

são: icterícia, bradicardia, delírio, estupor, acidose metabólica que leva a choque e hemorragia, 

e falência renal e hepática (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018; e SACCHETTO et al., 

2020a). No fígado o YFV induz a apoptose de hepatócitos e necrose lítica, que, junto à 

esteatose, resulta na maior parte dos danos hepáticos observados durante a doença. Lesões 

significativas nos rins, timo, e baço, também já foram reportadas, tanto em humanos quanto 

animais (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018). 

Sabe-se que a produção de anticorpos anti-YFV inicia-se, em média, entre o 3º e 6º dia 

de infecção, com a produção de IgM na fase aguda da infecção e, posteriormente, IgG, com o 

pico de detecção próximo ao 14º dia pós-infecção (WAGGONER; ROJAS; PINSKY, 2018). 

Considerando que anticorpos têm meia vida e tempo de detecção maior do que partículas virais 

utilizando amostras de tecido em decomposição (ALBAS et al., 1999; GAMBLE; PATRASCU, 

1996), estes são importantes recursos para o diagnóstico e detecção de infecção por vírus 

envelopados de RNA, como é o caso do YFV.  

A Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) preconiza o diagnóstico da febre 

amarela através de métodos denominados virológicos, e/ou através de métodos sorológicos. 

Para os métodos denominados virológicos podem ser realizados testes moleculares como PCR 

(do inglês polymerase chain reaction) para detecção do genoma ou antígenos viral, técnicas de 

imuno-histoquímica e o isolamento viral utilizando as amostras suspeitas, estes métodos são 

indicativos de infecção ativa no período de coleta (PAHO-WHO, 2018). Os métodos 

sorológicos incluem detecção de IgM anti-YFV através de ELISA (do inglês enzyme-linked 

immunosorbent assay) ou ensaio de redução de placas (PRNT, do inglês plaque reduction 

neutralization test) (PAHO-WHO, 2018), e indicam infecção prévia pelo YFV. 

 

1.2.4 Vigilância Epidemiológica  

Considerando a reemergência da FA, a vigilância de epizootias tem como objetivo a 

detecção precoce da circulação do YFV em seus reservatórios silvestres, os PNHs. Dessa forma, 

os eventos de FA em PNHs são considerados sentinela para a detecção de casos humanos 



32 
 

 

(MORENO et al., 2013). No Brasil, a Vigilância de Epizootias teve início em 1999, após um 

período de surto na região centro-oeste, com casos de epizootia antecedendo casos de FA em 

humanos. Desde então, o MS incentiva iniciativas regionais para detecção do YFV ainda em 

seu ciclo enzoótico (MS; SVS., 2017).  

Azevedo Fernandes e colaboradores realizaram análises comparativas entre amostras 

humanas e de PNHs de diferentes gêneros, obtidas durante o último grande surto de FA no 

Brasil (2017). Os primatas do gênero Alouatta foram considerados as sentinelas mais confiáveis 

visto que são altamente sensíveis à infecção por YFV e apresentam, proporcionalmente, a maior 

taxa de mortalidade atribuída à FA; primatas dos gêneros Sapajus e Callicebus apresentaram 

cargas virais mais altas em comparação aos demais, entretanto apresentaram menores taxas de 

mortalidade. Já os primatas do gênero Callithrix são considerados os menos sensíveis, 

apresentando cargas virais e taxas de mortalidade mais baixas em relação aos demais (DE 

AZEVEDO FERNANDES et al., 2021).  

A fim de prevenir a ocorrência de casos humanos de FA, a vigilância de epizootias em 

PNHs realiza a notificação de casos confirmados de infecção por YFV de forma compulsória e 

imediata (MS; SVS., 2017). Diferenças na suscetibilidade, carga viral e taxas de mortalidade 

devem ser consideradas na vigilância estratégica de epizootias e medidas de controle da FA 

(DE AZEVEDO FERNANDES et al., 2021). Os casos suspeitos devem guiar os setores 

competentes dos municípios afetados para a tomada de ações in loco, como: acionar os setores 

de zoonoses, coleta e avaliação de amostras para diagnóstico, envio de amostras para 

laboratório de referência, investigação local sobre presença de vetores e hospedeiros, além de 

histórico vacinal da população. Os casos confirmados de infecção por YFV em PNHs são 

usados como guia para campanhas de imunização e manejo em áreas e populações em risco 

para a infecção por YFV (MG - SES, 2021). 

Embora haja um programa de vigilância de epizootias, ele é principalmente baseado em 

amostras de carcaças de PNHs (MS; SVS., 2017), o que pode limitar a obtenção de amostras 

representativas de diferentes períodos ou adequadas para certas técnicas de diagnóstico. Esses 

desafios, somados à aspectos da infecção pelo YFV como período e carga virêmica (MONATH, 

2001), podem dificultar ou impedir a aplicação de metodologias diagnósticas precisas. Desta 

forma, são necessárias metodologias complementares e adaptadas a esta situação.  

Assim, em consonância com a literatura, em que foi descrito resultados promissores para 

ensaios de detecção de anticorpos utilizando fluidos de tecidos post mortem macerados 
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(GAMBLE; PATRASCU, 1996), foi possível considerar a utilização de amostras de tecido 

sólido para testes sorológicos. Com base na possibilidade de recuperar anticorpos a partir de 

tecidos sólidos provenientes de animais infectados, em seu doutorado, a Dra. Natalia da Silva 

executou ensaios de neutralização viral a partir de amostras de tecido hepático macerado, 

provenientes de PNHs PCR-positivos para detecção do genoma de YFV. Os resultados 

descritos por ela indicam viabilidade do uso deste tipo de amostra e possivelmente a 

neutralização viral em ensaios utilizando uma delas, e descreve ainda a detecção positiva por 

teste imunocromatográfico (EcoDiagnóstica, Brasil) para a mesma (OLIVEIRA DA SILVA, 

2021). 

Suscitado por estes resultados foram produzidos homogenatos por meio de maceração 

(descrito no tópico 7.8.2) de fragmentos de fígados coletados de animais experimentalmente 

infectados, além de realizados ensaios de citotoxicidade pelo Dr. Erik Reis, durante suas 

atividades de pós-doutorado. Estes ensaios foram performados com o inóculo de diferentes 

diluições do homogenato de fígado em placas contendo células VERO (ATCC, EUA), seguido 

do uso de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT), dimetilsulfóxido 

(DMSO) e então levadas ao espectrofotômetro para leitura do resultado. Os resultados obtidos 

confirmaram viabilidade celular superior a 80% na menor diluição utilizada (1:20), e aumento 

progressivo de viabilidade, alcançando 100% na maior diluição (1:640), demonstrando 

possibilidade de uso deste tipo de amostra sem prejuízo para a monocamada celular a ser 

inoculada.  

Desta forma, durante os anos de 2021 e 2022 o grupo de pesquisa ao qual este trabalho 

pertence, realizou diversos testes a fim de se avaliar a possibilidade de usar tecido hepático para 

obtenção de um homogenato a ser utilizado em ensaios de neutralização viral. Uma vez que 

homogenatos provenientes de carcaças animais demonstraram-se viáveis em ensaios 

preliminares. Assim, aqui será descrita uma adaptação da técnica de PRNT para o uso de 

amostras de tecido hepático. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A febre amarela permanece um grande problema para a saúde pública global. Algumas 

regiões dos continentes africano e sul-americano são endêmicas para o YFV e surtos recentes 

nestes continentes evidenciaram a necessidade de ações preventivas quanto a reemergência da 

febre amarela. A principal região endêmica para o YFV no continente sul-americano é a bacia 

amazônica. Contudo, o último grande surto notificado no continente ocorreu em 2016 fora da 

bacia amazônica, e teve o estado de Minas Gerais como centro. Este surto teve elevado número 

de casos humanos e epizootias confirmadas. O ministério da Saúde notificou casos humanos e 

epizootias ocorridos no ano de 2020, as secretarias de estado de saúde confirmaram casos 

humanos e epizootias devido à febre amarela também em 2021 e 2022. A literatura descreve, 

também, a detecção de YFV em carcaça de PNHs e em vetores do estado de MG, estes dados 

demonstram a continuidade da circulação viral no estado, mesmo após o período de surto 

intenso. A circulação silenciosa deste vírus foi constatada em Minas Gerais antes do início do 

surto (2015) e sabe-se que a introdução do vírus da febre amarela no estado ocorreu a partir da 

região centro-oeste. Estas informações confirmam a circulação do vírus da febre amarela fora 

da bacia amazônica por pelo menos sete anos.  

Os eventos de epizootias e morte de animais devido a FA levantam a preocupação quanto 

ao declínio de espécies ameaçadas e a consequente perda de biodiversidade e sentinelas para 

prevenção de novos surtos, visto que todas as famílias de PNHs do novo mundo possuem 

espécies criticamente ameaçadas na Red List de Espécies Ameaçadas, disponibilizada pela 

União Internacional para a Conservação da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) 

(https://www.iucnredlist.org/). Outras preocupações quanto ao vírus da febre amarela são a 

possibilidade de eventos de spillover e ressurgimento do ciclo urbano. Isto pois há circulação 

viral próxima a áreas urbanas, e proximidade humana aos animais infectados. Estes ocorrem 

por meio de corredores ecológicos, fragmentos de mata e parques urbanos, locais onde casos 

de infecção por vírus da febre amarela em PNHs já foram reportados. É importante ressaltar 

que o ciclo de transmissão da febre amarela é multifatorial e ecologicamente complexo pois 

envolve diferentes vetores, e hospedeiros. Assim, as ações de vigilância epizoóticas são de 

extrema importância para a vigilância da Febre Amarela. Estas ações visam o monitoramento 

de áreas endêmicas e predição de possíveis surtos, a fim de reconhecer regiões de ocorrência e 

subsidiar a definição de áreas de risco e áreas com recomendação de ações públicas. 

https://www.iucnredlist.org/
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Enquanto a investigação molecular de infecção por vírus da febre amarela é uma importante 

forma de detecção da circulação viral, evidenciando infecções ativas, o uso de técnicas 

sorológicas pode ampliar esta janela de detecção, visto que são indicativos de infecção prévia. 

Contudo, a vigilância de epizootias é limitada devido ao uso majoritário de amostras 

provenientes de carcaças de PNHs, dificultando a obtenção de amostras adequadas aos 

protocolos e técnicas diagnósticas estabelecidos. Este desafio somado aos aspectos da infecção 

por vírus da febre amarela pode ser limitante para a aplicação de metodologias diagnósticas. 

Desta forma a investigação epidemiológica com combinação de abordagens é preferencial. 

Neste trabalho ocorre a investigação de infecção por vírus da febre amarela, em primatas não 

humanos amostrados em diferentes regiões do estado de Minas Gerais durante e após os surtos 

de 2017, além de otimização de ensaios para teste sorológico, com método adaptado à escassez 

de amostras de soro. Este trabalho pode gerar resultados capazes de fomentar a compreensão 

da dinâmica de distribuição e circulação do vírus da febre amarela durante e após o último surto 

de febre amarela. Os resultados aqui obtidos têm potencial para guiar estratégias de controle e 

manejo tanto em humanos quanto PNHs, para melhor auxiliar no monitoramento e 

compreensão da dinâmica de infecção por YFV. Portanto, pode prevenir o risco de infecção por 

spillover, além de promover a vigilância da circulação do YFV no estado de Minas Gerais, 

epicentro do último grande surto.   
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

● Investigar a circulação de vírus da febre amarela em PNHs no estado de Minas Gerais 

e testar um ensaio de neutralização viral com amostra alternativa a soro. 

3.2 Objetivos Específicos  

● Investigar presença do genoma de vírus da febre amarela em carcaças de PNHs 

coletados em MG, nos anos de 2017, 2021 a 2022; 

● Adaptar um teste de neutralização viral para estimar presença de anticorpos contra o 

vírus da febre amarela. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS: 

 

4.1 Autorizações legais 

Conforme determina a Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899 de 15 

de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da 

Experimentação Animal (CONCEA), o uso das amostras biológicas no presente trabalho foi 

aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS (UFMG) nos seguintes projetos e 

protocolos 33/2021, CEUA: 176/2021, CEUA: 98/2017  (Anexo 1, Anexo 2 e Anexo 3). As 

amostras utilizadas estão registradas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o código de cadastro A3A89D6. 

 

4.2 Amostras biológicas  

A partir de 2017, quando se iniciou a parceria entre Laboratório de Vírus (LV) e 

Laboratório de Zoonoses da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON-BH), foram recebidas 

diversas carcaças e fragmentos de tecido provenientes de PNHs de vida livre do estado de Minas 

Gerais. As amostras utilizadas neste trabalho são oriundas desta parceria e compreendem 

espécimes de diferentes gêneros (Alouatta, Callithrix, Sapajus e Callicebus), coletadas pelo 

Programa de vigilância de febre amarela. 

 As carcaças, anteriormente citadas, foram coletadas em áreas rurais, periurbanas e 

urbanas de diferentes regiões do estado durante o período de surto de FA (2017-2018) e após o 

surto de FA (2019 a 2022). As amostras de PNHs coletadas e recebidas em diferentes anos 

correspondem a diferentes tecidos: em 2017 foram recebidos baço, cérebro, fígados, gônadas, 

pulmões, rins entre outros; em 2018 as amostras recebidas foram de fígados; já as amostras 

referentes às coletas de 2019 até a presente data, incluem fígado e pulmão. 

Parte dessas amostras foi armazenada in natura enquanto outra parte foi armazenada na 

presença de solução estabilizadora RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen – Thermo 

Fisher Scientific, EUA) a -80°C.  As amostras preservadas em RNAlater™ foram utilizadas 

para testes moleculares. As amostras de 2017 a 2020 foram, em sua maioria, previamente 

triadas pelas Dras. Livia Saccheto e Natália Silva (OLIVEIRA DA SILVA, 2021; 

SACCHETTO et al., 2020b) de forma complementar, 144 rins e 58 cérebros correspondentes 

às carcaças de 2017 (Tabelas  
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1 e 2) terão resultados apresentados neste estudo. Já as amostras coletadas e recebidas 

em 2021-2022 (Tabela 3) foram triadas por RT-qPCR (do inglês reverse transcription 

polymerase chain reaction) para detecção do genoma de YFV também neste trabalho. 

 

Tabela 1: Amostras de rins provenientes de carcaças de primatas não humanos previamente 

YFV RT-qPCR negativos coletado durante o ano de 2017 

 

PNH Total % 

Período 
Úmido 32 22,2 

Seco 112 77,8 

Área 

Urbana 91 63,2 

Periurbana 16 11,1 

Rural/Silvestre 36 25,0 

Sem Dados 1 0,7 

Táxon 

Callithrix Sp. 132 91,7 

Alouatta Sp. 4 2,8 

Cebidae 1 0,7 

Callicebus Sp. 7 4,9 

Total 144 100 

 

 PNH: primata não humano 

Tabela 2: Amostras de cérebros provenientes de carcaças de primatas não humanos 

previamente YFV RT-qPCR negativos coletado durante o ano de 2017 

 

PNH Total % 

Período 
Úmido 5 8,6 

Seco 53 91,4 

Área 

Urbana 40 69,0 

Periurbana 5 8,6 

Rural/Silvestre 11 19,0 

Sem Dados 2 3,4 

Táxon 

Callithrix Sp. 55 94,8 

Alouatta Sp. 1 1,7 

Callicebus Sp. 2 3,4 

Total 58 100 
  

 
 

 

 PNH: primata não humano. 
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Tabela 3: Total de amostras provenientes de carcaças de primatas não humanos coletadas 

durante o ano de 2021 e 2022 

PNH Total % 

Período 

Úmido 23 18,5 

Seco 94 75,8 

Sem Dados 7 5,6 

Área 

Urbana 83 66,9 

Periurbana 8 6,5 

Rural/Silvestre 16 12,9 

Sem Dados 17 13,7 

Táxon 

Callithrix Sp. 110 88,7 

Alouatta Sp. 3 2,4 

Sapajus Sp. 3 2,4 

Cebidae 1 0,8 

Sem Dados 7 5,6 

Mesorregiões 

Central Mineira 15 12,1 

Metropolitana De Belo Horizonte 62 50,0 

Noroeste De Minas 2 1,6 

Norte De Minas 4 3,2 

Oeste De Minas 7 5,6 

Triangulo Mineiro 7 5,6 

Vale Do Rio Doce 13 10,5 

Zona Da Mata 5 4,0 

Jequitinhonha 1 0,8 

Sul / Sudoeste De Minas 1 0,8 

Sem Dados 7 5,6 

Amostras Fígado 124 100,0 

  Pulmão 124 100,0 

Total  248 100 

 

 PNH: primata não humano 

 

Em 2020, a Dra. Natália da Silva descreve em sua tese a detecção de RNA de YFV por 

RT-qPCR e sequenciamento parcial de genoma a partir de amostra de pulmão coletada de 

carcaça de PNH (OLIVEIRA DA SILVA, 2021). Desta forma, deu-se possibilidade de testagem 

para amostras de órgãos, não testadas anteriormente, provenientes do surto de FA (2017) e a 

continuidade de teste de fígados e pulmões recebidos posteriormente a 2020. Foram testados, 

portanto, 144 rins oriundos de carcaças de PNHs coletadas durante o surto de 2017 cujos fígados 

foram negativos para detecção do genoma do YFV e 58 cérebros destas mesmas carcaças; e 

referente aos anos de 2021 e 2022 foram recebidas e testadas 248 amostras de fígado e pulmão, 

coletadas de 124 carcaças de PNHs de vida livre, cedidas pelo LZOON-BH. Ainda no LZOON-
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BH, todas as amostras foram submetidas a investigação de infecção por vírus da raiva, e foram 

negativas para sua presença, além de identificadas a nível de família ou gênero com exceção de 

oito carcaças.  

 

4.3 Células e Vírus 

Foram utilizadas células VERO CCL81 (ATCC/EUA), uma linhagem celular de tecido 

epitelial transformada a partir de rim de macaco verde (Cercopithecus aethiops), para a 

produção e titulação de estoque viral e como plataforma para isolamento viral. Para as tentativas 

de isolamento viral, além de VERO também foram utilizadas células C6/36 (ATCC/EUA), uma 

linhagem celular derivada do mosquito Aedes albopictus. 

 As células VERO foram mantidas em meio MEM (Minimal Essential Medium, Cultilab, 

Brasil) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), e antibióticos (100 U/mL de 

penicilina, 50µg/mL de estreptomicina e 2µg/mL de anfotericina B) em estufa a 37°C, em 

atmosfera com 5% de CO2. As células C6/36 foram mantidas em meio L-15 (Leibovitz, 

Cultilab, Brasil) suplementado com 10% de SFB e antibióticos, como descrito anteriormente, a 

28°C em estufa com demanda biológica de oxigênio (BOD, do inglês biological oxygen 

demand). 

Para a produção de estoques virais, foram utilizadas amostras de YFV vacinal 17-DD 

Fiocruz (gentilmente cedidas pelo Dr. Pedro Augusto Alves e Andreza Parreiras Gonçalves). 

Foram utilizadas garrafas de 75cm² contendo 1,8x10⁶ células Vero, semeadas no dia anterior à 

infecção, que, por sua vez, foi realizada a uma multiplicidade de infecção (MOI, do inglês 

multiplicity of infection) de 0,01, com adsorção feita a partir da homogeneização a cada 10 

minutos, durante uma hora. Após infecção foi adicionado MEM suplementado com 1% de SFB 

e antibióticos até o volume final de 20mL. As células foram mantidas em estufa, nas mesmas 

condições citadas anteriormente, e observadas diariamente, ao microscópio óptico invertido 

para verificação de efeito citopático.  Ao observar de 80% a 90% de efeito citopático, 

caracterizado pela lise celular das células VERO, o sobrenadante da infecção celular foi 

coletado e transferido para tubos cônicos de 50mL para centrifugação por 15 minutos a 2000 x 

g, e 4°C. O sobrenadante clarificado foi aliquotado em tubos de 0,6mL contendo 50μL de 

sobrenadante e armazenado a -70°C para uso posterior. 
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4.4 Titulação Viral 

 Os estoques virais foram titulados através de ensaios de formação de placas de lise. Para 

tal, os experimentos foram feitos com duas alíquotas diferentes do estoque viral em duplicata, 

utilizando placas de cultivo celular de seis poços, preparadas no dia anterior ao ensaio para uma 

confluência celular em torno de 90% da área total do poço. Cada poço foi semeado com 4x105 

células VERO por poço, adição de 1mL de MEM 5% S.F.B, e então as placas foram incubadas 

overnight para aderência das células e formação da monocamada. 

Para o experimento de titulação viral, as alíquotas do estoque viral utilizadas foram 

diluídas de forma seriada em MEM 0% S.F.B e 2,5% HEPES na proporção de 1:10. Utilizou-

se 300µL das diluições (10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7) e o mesmo volume do meio utilizado nas 

diluições para o controle celular em cada uma das replicatas. Após uma hora de adsorção com 

homogeneização por agitação a cada 10 minutos, o inóculo foi retirado e foi, então, adicionado 

meio carboximetilcelulose 2% (p/v) (CMC) acrescido de meio 199 2x (Gibco-Life Tchnologies, 

EUA) no volume de 1:2 (v/v), 2% de SFB e antibióticos. As placas foram incubadas em estufa 

a 37°C e 5% CO2 por cinco dias. Decorridos os cinco dias de incubação foram fixadas com 

solução formalina (formaldeído 3,7%) por uma hora e então coradas com solução de cristal 

violeta 1% em PBS (p/v) por 30 minutos, para contagem de placas de lise e obtenção de 

resultado em unidades formadoras de placa por mL (PFU/mL, do inglês plaque forming unit 

por mL). 

 

4.5 Triagem molecular de YFV 

Para a extração de RNA total foram utilizados fragmentos de 20 a 30mg dos rins, 

cérebros, pulmões e fígados preservadas em solução RNAlater™ Stabilization Solution a -80°C 

(Invitrogen – Thermo Fisher Scientific, EUA). Para cada amostra com RNA total extraído foi 

registrado o peso correspondente ao fragmento de tecido utilizado. O RNA total foi obtido com 

o uso do kit de extração de RNA total RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, EUA), seguindo o 

protocolo recomendado pelo fabricante. As extrações foram feitas em lotes de até 13 amostras 

junto a um controle negativo de extração, a fim de minimizar a manipulação de material 

biológico e risco de contaminação. Para o controle negativo foram utilizados apenas reagentes 

e água livre de RNase.  O produto obtido foi armazenado em freezer -80ºC e utilizado para 

triagem molecular empregando a técnica da reação em cadeia da polimerase em tempo real 

precedida de transcrição reversa (RT-qPCR), para investigação da presença de RNA de YFV.  
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Com o RNA obtido, foi realizado o teste de RT-qPCR para controle endógeno (gene 

codificador da β-actina) (tabela 4) para confirmar viabilidade de RNA total extraído (DE 

REZENDE, et al., 2019; SACCHETTO et al., 2020). Para triagem molecular da presença do 

RNA de YFV nas amostras, foi utilizada a metodologia e iniciadores descritos por Domingo e 

colaboradores (tabela 4) (DOMINGO et al., 2012) por meio da técnica de RT-qPCR One Step 

com alvo a região 5’ UTR (do inglês untranslated region) do genoma viral (Sistema 

GoTaq®Probe 1-StepRT-qPCR Promega, EUA).  

Para a RT-qPCR foram utilizados, em duplicatas, 2,5μL de RNA total extraído como 

molde adicionados à 7,5μL de Master Mix de reação.  A reação de RT-qPCR foi realizada nas 

seguintes condições: a 5μL de tampão 2x (GoTaq 1step, Promega, USA) serão adicionados 

0,5μL de cada iniciador, 0,2μL YFV-probe-TAMRA, 0,2μL da Transcriptase Reversa, 2,5μL 

de RNA e água ultrapura q.s.p. 10 μL. A reação ocorreu em termociclador StepOne™ Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) ou QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems), nas seguintes condições: 45°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos e 40 ciclos de 

95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos. 

Tabela 4: Iniciadores para investigação de RNA codificador para B-actina e RNA de YFV, por 

RT-qPCR 

 
    

Iniciadores 

e sondas 
Sequência Gene alvo 

Tamanho do 

fragmento (pb) 
Referência 

YFV-F 
GCTAATTGAGGTGYATTGGTCTG

C 

UTR 5' 88 
DOMINGO et 

al., 2012 
YFV-R CTGCTAATCGCTCAAMGAACG 

YFV-Probe 
ATCGAGTTGCTAGGCAATAAAC

AC 

βactina-F CCAACCGCGAGAAGATGA  
β-actina  65 

De Rezende et 

al., 2019 βactina-R CCAGAGGCGTACAGGGATAG  

 

YFV: vírus da febre amarela; F: iniciador sentido senso; R: iniciador sentido anti-senso; Probe: 

sonda. 

Os controles (I) negativos de extração, (II) sem DNA alvo e (III) positivo para presença 

do genoma de YFV; foram devidamente utilizados em cada reação realizada. O limiar de 

detecção utilizado foi o Cq (do inglês Cycle quantification value) 39. Assim, foram 

consideradas positivas as amostras cuja amplificação em todas replicatas feitas foi igual ou 
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inferior ao Cq 39; as amostras consideradas indeterminadas foram aquelas cuja amplificação 

ocorreu até o Cq 39 em apenas uma das replicatas, enquanto as amostras negativas foram 

aquelas que não apresentaram amplificação abaixo do limiar de detecção utilizado (Cq > 39). 

Todas as amostras com resultado positivo ou indeterminado para detecção de RNA de YFV por 

RT-qPCR foram novamente submetidas ao teste de PCR. Desta vez, com e sem a presença de 

enzima RT, a fim de se detectar possíveis contaminações ambientais por amplicons.  

As amostras com detecção de YFV foram registradas no SisGen sob o código de 

cadastro A3A89D6. Além disso, uma amostra positiva por RT-qPCR neste estudo e uma 

amostra sabidamente positiva para detecção de YFV foram utilizadas para tentativa de 

isolamento e sequenciamento de genoma viral. 

 

4.6 Isolamento viral 

Foi realizada uma tentativa de isolamento viral utilizando 50mg de tecido pulmonar 

(PNH 695, amostra 1041/2020) (NATALIA INGRID OLIVEIRA DA SILVA, 2021) e hepático 

(PNH 876, amostra 1205/2021) de PNHs com detecção genômica de YFV por RT-qPCR. Dois 

sistemas in vitro foram utilizados e os inóculos ocorreram em placas de cultivo celular de 12 

poços. Um dos sistemas in vitro utilizado foi a infecção de células C6/36, mantidas em meio L-

15 suplementado com 10% SFB, a 28°C em BOD. O segundo dos sistemas de infecção foi de 

células VERO mantidas em meio MEM suplementado com 5% de SFB, a 37°C em estufa com 

5% de CO2. As placas de 12 poços utilizadas foram preparadas com adição de 3,6x105 células 

C6/36 por poço, e 1,8x105 células VERO por poço, nos respectivos dias anteriores à infecção 

de cada uma delas.  

As infecções foram feitas em seis passagens cegas. Para a primeira passagem, utilizou-

se como inóculo um homogenato preparado a partir de 50mg do tecido em questão em 200μL 

de meio MEM ou L-15 sem suplementação de SFB suplementado com 2,5% de solução tampão 

HEPES 1M. Em tubos apropriados para uso em beadbeater (Mini-Beadbeater-16, BioSpec 

Products, EUA), foram adicionadas: quatro beads de borossilicato de 2mm de diâmetro (Sigma-

Aldrich, Alemanha), 200 μL do meio adequado para cada tipo celular em concentração de 0% 

SFB e 2% de solução tampão HEPES. Após maceração, o produto obtido foi armazenado a -

20°C por 2 minutos e então novamente macerado, após a segunda maceração este produto foi 

submetido a centrifugação em 8000 x g por 3 minutos, o sobrenadante foi coletado e transferido 

para um novo tubo para armazenamento temporário em -20°C. Ao tubo contendo o pellet de 

tecido macerado, foram adicionados novos 100μL de meio, nas condições descritas 
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anteriormente, sendo este submetido a uma nova maceração. Após maceração única, este novo 

produto foi submetido aos mesmos procedimentos descritos para o homogenato anterior e 

adicionado a ele, a fim de se obter 30μL de homogenato. O homogenato final foi filtrado em 

filtro de 0,22μm e utilizado para duas diluições (1:2 e 1:4) e inóculo de 180μL por poço da 

placa de cultura celular, onde foi feita a infecção de um poço para cada diluição das amostras e 

dois poços de controle celular de infecção, um com meio nas mesmas condições de preparo do 

homogenato, e um com meio sem adição de suplementações. 

Após cinco dias de infecção para a C6/36 e quatro dias para a VERO, o sobrenadante 

de cada poço foi coletado e, centrifugado em 8000 x g por 3 minutos, 180μL destes 

sobrenadantes foram utilizados para uma nova passagem cega enquanto o restante foi 

armazenado em freezer -80°C. Os sobrenadantes coletados durante as seis passagens nas células 

foram utilizados para extração de RNA total utilizando o kit QIamp Viral RNA Minikit 

(QIAGEN, USA) seguido de RT-qPCR para a detecção de genoma de YFV.  

 

4.7 Adaptação do Teste de Neutralização Viral por Redução de Placas 

4.7.1 Animais Experimentalmente infectados 

 Com autorização da CEUA - UFMG, sob os números de protocolos 33/2021 e 176/2021, 

foram utilizadas amostras de animais experimentais provenientes de projetos anteriores do 

grupo, além de adquiridos e mantidos camundongos knockout para receptores de interferon tipo 

I C57 black 6 (IFNAR –/– C57BL/6) em gaiolas e ambientes próprios para manutenção. Os 

animais tiveram disponibilidade de alimento, água e enriquecimento ambiental livres, além de 

trocas e limpezas periódicas das gaiolas. Foram utilizados dois grupos: MOCK (n = 6) e 

infectados (n = 6). A infecção ocorreu por via intraplantar, com inóculo de 10μL de 

sobrenadante utilizando seringas de 0,3mL (BD Ultra-Fine, EUA). os animais foram inoculados 

com sobrenadante de infecção em células VERO, ou sobrenadante de células VERO não 

infectadas com YFV (MOCK). A manutenção e infecção destes animais foi responsabilidade 

majoritária do Dr. Erik Reis, como parte do seu projeto de pós-doutorado e da técnica Thaís 

Alkifeles, ambos vinculados a este projeto. 

 A partir do momento de infecção, os animais foram monitorados periodicamente por 21 

dias, a fim de se observar sinais clínicos. Decorridos os 21 dias pós infecção, os animais foram 

eutanasiados por administração de 0,2mL (para cada 20g de peso do animal) de solução 

elaborada com overdose de 1,0mL de Cetamina 10% (100mg/kg); 0,5 mL de Cloridrato de 
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Xilazina 2% (10 mg/kg) e 8,5mL de água para injeção, seguido de deslocamento cervical a 

partir de imobilização do crânio do animal e tração da base da cauda após confirmação da 

sedação total dos animais. Os fígados dos animais dos três grupos experimentais foram 

coletados, sendo alocados, em seguida, em micro tubos de 1,5mL identificado e armazenado a 

-20°C. 

 

4.7.2 Testes de Neutralização Viral por Redução de Placas utilizando amostras de camundongo 

A partir de ensaios preliminares, foram feitas algumas observações que suscitaram 

novas modificações ao protocolo. Visto que as aprovações do CEUA permitiam o uso de 

amostras provenientes de projetos anteriores, inicialmente, utilizou-se fígado coletado de 

animais perfusionados para coleta sanguínea. Os fígados coletados após perfusão cardíaca 

apresentaram resultados divergentes entre animais do mesmo grupo experimental; o que foi 

atribuído à coleta de sangue, e esta não foi continuada. Modificou-se também o tipo de placa 

de cultura celular utilizado, anteriormente de seis poços, para placas de 12 poços, visto que os 

ensaios realizados em placas de seis poços (dados não apresentados), limitavam números de 

replicatas e diluições possíveis. 

Ainda nestes ensaios preliminares observou-se que as contagens de PFU obtidas não 

eram condizentes com as quantidades esperadas, assim, foram feitas modificações para a 

titulação de estoque viral e preparo de controle de vírus utilizado nos experimentos. Desta forma 

passou-se a suplementar o meio de cultura com 2,5% de solução HEPES 1M, e 1% de SFB 

quando em contato com estoque viral. Por conseguinte, novos ensaios foram realizados e as 

amostras foram diluídas de forma seriada até a concentração final de 1:1240 (dados não 

apresentados). Não sendo observada redução do número de placas de lise a partir das diluições 

1:320 e uma baixa neutralização a partir da diluição 1:160, escolheu-se então continuar os 

experimentos sem as diluições seguintes a 1:160.  

 Estabelecidos estes parâmetros, foram preparados homogenatos clarificados obtidos a 

partir de 50mg de tecido hepático proveniente de animais experimentalmente infectados com 

YFV 17DD (IFNAR –/– C57BL/6, n=6), e MOCK (IFNAR –/– C57BL/6 n=6), macerados em 

meio MEM. Após eutanásia, os fígados coletados foram utilizados para confecção de um 

homogenato. Este homogenato, por sua vez, foi preparado a partir da adição de fragmentos de 

50mg de fígado à micro tubo de 1,5mL adequado para uso em beadbeater (Mini-Beadbeater-

16, BioSpec Products, EUA), contendo 200µL de meio MEM 0% e quatro beads tratadas. Estes 
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tubos foram alocados em beadbeater para maceração, que ocorreu por dois minutos. Seguiu-se 

com centrifugação a 8000 x g por 10 minutos e coleta do sobrenadante, depositado em um novo 

micro tubo. O sobrenadante obtido foi novamente centrifugado, nas mesmas condições cinco 

vezes, a fim de se obter ao final um sobrenadante homogêneo com pouco debri celular, 

resultando em um homogenato. 

 Os homogenatos e soro foram incubados à 56°C em banho seco (Thermomixer comfort 

– Eppendorf), para inativação do sistema complemento. Os homogenatos foram utilizados em 

substituição ao soro, de forma similar ao usado para o protocolo de PRNT. Em todos os 

experimentos em paralelo às amostras testadas, foram incluídos controles positivos e negativos. 

Como controle positivo foi usado soro de doador imunizado para YFV, por meio de vacinação 

(YFV-17DD), com produção de anticorpos neutralizantes anti-YFV conhecida. Um segundo 

controle positivo foi feito usando uma mistura na proporção de 1:1 de homogenato de fígado 

de animal MOCK e soro de animal previamente infectado com YFV. Este controle teve o intuito 

de analisar possível interação entre homogenato de fígado na neutralização de partículas virais 

por anticorpos presentes no soro. Como controle negativo, foi usado homogenato de tecido 

hepático de animal MOCK.  

Inicialmente, foram preparadas as diluições do homogenato dos animais MOCK (n=6) 

ou infectados (n=6), bem como dos controles (positivos e negativos) na concentração 1:10. Esta 

diluição foi feita a partir da adição de 80µL de homogenato e soro à 720µL de meio MEM 

suplementado em 1% SFB e 2,5% solução HEPES 1M, em seguida foi homogeneizada e 

submetida a uma nova etapa de centrifugação, desta vez 16000 x g por três minutos. Em 

seguida, homogenatos e controles na concentração de 1:10 foram transferidos para placa de 96 

poços modelo deepwell e usados para o preparo de diluições seriadas na base 2 (1:20 a 1:160), 

utilizando micropipetas multicanal para a transferência de 350μL de volume dos poços 

superiores para os inferiores, contendo também 350µL de MEM suplementado em 1% SFB e 

2,5% HEPES 1M (sentido A para D, Figura 8.1).   
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Figura 8: Esquema representando preparo de placas deepwell para diluição seriada de amostras. 8.1: 

Poços das colunas 1 a 6 correspondem a diluições de amostras. Poços das colunas 7, 8 e 9 correspondem 

às diluições de controles. Colunas 1 a 9: colunas correspondentes às amostras e controles. A a E: linhas 

correspondentes às diluições. CV: controle de vírus. CC: controle celular. 8.2: Poços entre as colunas 1 

e 9, linhas A e E correspondem a diluições final de cada amostra e controles. Poços das colunas 10 e 11 

correspondem aos poços de controle de vírus. Poços da coluna 12 são de controle celular. 1 a 12: colunas 

correspondentes às amostras e controles. A a E: linhas correspondentes às diluições. CV: controle de 

vírus. CC: controle celular. 

 

A diluição do YFV vacinal, utilizado como controle de vírus, foi realizada em meio 

MEM suplementado com 1% S.F.B e 2,5% HEPES 1M. Foram transferidos 300μL de cada 

diluição das amostras para uma segunda placa de 96 poços modelo deepwell (mantendo ordens 

utilizadas anteriormente). Também foram adicionados volumes correspondentes de MEM 

suplementado em 1% SFB e 2,5% solução HEPES 1M, nas colunas equivalentes aos controles 

de vírus e celular. A esta placa um total de 300μL de YFV (contendo entre 100 e 150 PFU de 

YFV 17DD) foi adicionado a cada poço das colunas de 1 a 10, resultando nos controles de vírus 

e em diluições seriadas finais dos homogenatos nas concentrações de 1:20 a 1:160 (Figura 8.2). 

Após a adição de vírus às amostras foi feita a incubação das diluições dos homogenatos 

(1:10 a 1:320) por uma hora (37ºC e atmosfera de 5% de CO2). Decorrida uma hora de 

incubação o material foi usado para inóculo em placas de 12 poços contendo 1,8x10⁵ células 

VERO por poço.  O inóculo foi de 180μL por poço, sendo três replicatas por diluição, dois 

poços de controle de vírus e um poço de controle celular, totalizando duas placas por controle 

8.1 

8.2 
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e quatro placas a cada três amostras (Figura 10). Após uma hora de adsorção (37ºC e atmosfera 

de 5% de CO2) com homogeneização por agitação a cada 10 minutos, o inóculo foi retirado e 

adicionado meio CMC (1%) 1% SFB. Posteriormente as placas foram incubadas (37ºC e 

atmosfera de 5% de CO2) por cinco dias. Após o tempo de incubação as células foram fixadas 

com solução de formalina por uma hora, e coradas utilizando solução de cristal violeta 1% em 

salina fosfatada (PBS) (p/v) por 30 minutos, para contagem de placas de lise. 

 

 

Figura 9: Esquema ilustrado demonstrando o padrão de infecção de placas utilizado no teste. CV: 

controle de vírus; CC: controle celular. X, Y e Z: amostras hipotéticas. 

 

Em cada uma das placas inoculadas foram utilizados dois controles: dois poços de 

controle de vírus, e um poço de controle celular. Para prosseguir com as análises estatísticas 

foram estabelecidos os seguintes critérios: as replicatas de cada grupo (MOCK e Infectados) 

não deveriam apresentar grandes variações entre si, com máxima de 25% para as replicatas de 

amostras; nos controles de vírus a variação máxima deveria ser de 35% para número de PFUs 
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observados em relação ao total esperado para o inóculo (110 PFU); o controle celular não 

deveria apresentar placas de lise ou deformações visíveis na monocamada, eliminando suspeitas 

de contaminação; e os controles positivos e negativo deveriam apresentar comportamento de 

neutralização concordante. Ao descumprir estes critérios, os resultados foram desconsiderados, 

e os demais resultados foram então utilizados para análises estatísticas. 

4.8 Análises estatísticas 

As análises estatísticas deste trabalho foram realizadas na linguagem R, com uso do 

programa RStudio, versão 3.4.2 (RSTUDIO TEAM, 2020; WICKHAM, 2016), usando os 

pacotes ggplot2. Para teste de normalidade dos dados foi utilizado o Teste de Shapiro-Wilk 

(1965), para análise de tendência central e diferenças estatísticas foi usado teste de 

Wilcoxon/Mann-Whitney (1945/1947) e valor de p < 0,05 considerado significativo. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Investigação molecular do vírus da febre amarela em primatas não humanos de Minas 

Gerais.   

Entre 2019 e 2022, embora casos confirmados de FA em humanos não sejam reportados 

em Minas Gerais, o registro de epizootias acometendo PNHs ocorre, inclusive com casos 

confirmados de infecção por YFV (ANDRADE et al., 2022; NATALIA INGRID OLIVEIRA 

DA SILVA, 2021). Contudo, em fevereiro de 2023 foi confirmado pela SES-MG um caso 

humano de infecção por FA (CENTRO DE INFORMAÇÕES ESTRATÉGICAS EM 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2023). Assim, neste estudo continuou-se a investigação da 

infecção em carcaças de PNHs coletadas no estado de Minas Gerais. 

Foram testadas amostras de rim provenientes de 144 carcaças de PNHs coletadas durante 

o surto de 2017 cujos fígados foram negativos para detecção do genoma do YFV anteriormente 

(SACCHETTO et al., 2020b). Das 144 amostras de rim testadas 22,2% foram coletadas durante 

período úmido e 77,8% em período seco; além de majoritariamente em áreas urbanas (63,2%) 

seguida por áreas rurais/silvestres (25%) e periurbanas (11,1%), com uma única amostra sem 

registro de área. Também foram coletadas de representantes de quatro famílias neotropicais: 

Callithrichidae (representada pelo gênero Callithrix sp. n = 132/91,7%), Atelidae (representada 

pelo gênero Allouata sp. n = 4/2,8%), Cebidae (n = 1/0,7%), e Pitheciidae (representada pelo 

gênero Callicebus sp. n = 7/4,9%) (Tabela 5). Do total de amostras testadas (n=144), 15 (10,4%) 

foram positivas, quatro foram indeterminadas (2,8%), e 125 (86,8%) foram negativas para a 

detecção de genoma de YFV. As amostras de rins positivos tiveram Ct médio de 35,1.   
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Tabela 5: Detecção molecular do RNA de vírus da febre amarela em amostras de rim 

provenientes de carcaças de primatas não humanos, de Minas Gerais, 2017  

 

PNH 
PCR 

Total 
% Pos Ind Neg 

Período 
Úmido 3 1 28 32 22,2 

Seco 12 3 97 112 77,8 

Área 

Urbana 9 3 79 91 63,2 

Periurbana 1 0 15 16 11,1 

Rural/Silvestre 5 1 30 36 25,0 
 Sem dados 0 0 1 1 0,7 

Táxon 

callithrix sp. 13 3 116 132 91,7 

Alouatta sp. 1 1 2 4 2,8 

Cebidae 0 0 1 1 0,7 

Callicebus sp. 1 0 6 7 4,9 

Total 

% 

15 4 125 144  
10,4 2,8 86,8 100,0  

 

PNH: primata não humano; Pos: RT-qPCR positivo; Ind: RT-qPCR indeterminado; Neg: RT-qPCR 

negativo. 

 

As amostras de cérebro testadas neste trabalho (n = 58) são provenientes de carcaças 

cujos fígados, previamente testados pela Dra. Lívia Sacchetto (SACCHETTO et al., 2020b; 

SACCHETTO PENGO, 2020) eram negativos para detecção de YFV por RT-qPCR. Estas, 

foram coletadas durante os períodos úmido (8,6%), e seco (91,4%), em áreas urbana (69%), 

periurbana (8,6%), rural/silvestre (19%), e duas (3,4%) não continham dados de área. Foram 

amostras retiradas de carcaças de representantes de três famílias de PNHs neotropicais: 

Callithrichidae (gênero Callithrix sp. n = 55/94,8%), Atelidae (gênero Allouata sp. n = 1/1,7%), 

e Pitheciidae (gênero Callicebus sp. n = 2/3,4%). Destas 58 amostras, 50 foram consideradas 

negativas para detecção do genoma de YFV, seis (10,3%) positivas, e duas (3,4%) 

indeterminadas (Tabela 6). Os cérebros positivos para detecção de RNA de YFV tiveram Cq 

médio de 34,9, enquanto o Cq médio das amostras com resultado indeterminado foi de 36,3. 
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Tabela 6: Detecção molecular do RNA de vírus da febre amarela em amostras de cérebro 

provenientes de carcaças de primatas não humanos, de Minas Gerais, 2017 

PNH 
PCR 

Total 
% Pos Ind Neg 

Período 
Úmido 1 0 4 5 8,6 

Seco 5 2 46 53 91,4 

Área 

Urbana 5 1 34 40 69,0 

Periurbana 0 0 5 5 8,6 

Rural/Silvestre 1 1 9 11 19,0 

Sem Dados 0 0 2 2 3,4 

Táxon 

Callithrix Sp. 5 2 48 55 94,8 

Alouatta Sp. 1 0 0 1 1,7 

Callicebus Sp. 0 0 2 2 3,4 

Total 

% 

6 2 50 58  
10,3 3,4 86,2 100,0  

 

PNH: primata não humano; Pos: RT-qPCR positivo; Ind: RT-qPCR indeterminado; Neg: RT-qPCR 

negativo. 

 

Dos anos 2021-2022 foram testadas amostras de fígado e pulmão (n = 124/ n = 124) de 

124 carcaças de PNHs. Estas carcaças foram coletadas durante os períodos úmido (18,5%), seco 

(75,8%), e seis delas não possuem dados de período de coleta (5,6%), em 10 mesorregiões de 

MG: Central Mineira (12,1%), Metropolitana De Belo Horizonte (50%), Noroeste De Minas 

(1,6%), Norte De Minas (3,2%), Oeste De Minas (5,6%), Triangulo Mineiro (5,6%), Vale Do 

Rio Doce (10,5%), Zona Da Mata (4%), Jequitinhonha (0,8%), Sul / Sudoeste De Minas (0,8%) 

e 5,6% delas não possuem dados de local de coleta. Estas amostras são provenientes de áreas 

urbana (66,9%), periurbana (6,5%), rural/silvestre (12,9%), e 13,7% delas não apresentam estes 

dados. Das 124 carcaças, 88,7% eram do gênero Callithrix sp., 2,4% eram do gênero Alouatta 

sp., 2,4% do gênero Sapajus sp., e 7,3% delas não foram identificadas. Todas as 18 amostras 

positivas foram referentes aos fígados e apresentaram Cqs variando de 32,8 a 37,3 com Cq 

médio de 36,1. O Cq médio das amostras indeterminadas foi de 36,3, todas de fígado, já as 

consideradas negativas foram 96 fígados e 124 pulmões. Estas amostras apresentaram 

positividade de 14,5% (n = 18), além de 8,1% (n = 10) de resultado indeterminado e 77,4% (n 

= 96) de resultado negativo para detecção do genoma de YFV. As amostras positivas e 

indeterminadas são provenientes de seis mesorregiões: Central Mineira (n= 4) Metropolitana 

de Belo Horizonte (n=14), Norte de Minas (n=1), Oeste de Minas (n=3), Triângulo Mineiro / 

Alto Paranaíba (n=3), e Vale do Rio Doce (n=1) (Tabela 7). 
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Tabela 7: Detecção molecular do RNA de vírus da febre amarela em amostras de carcaças de 

primatas não humanos dos anos 2021-2022, Minas Gerais  

PNH PCR 
Total % 

Pos Ind Neg 

Período 
Úmido 7 0 16 23 18,5 

Seco 9 10 75 94 75,8 

  Sem Dados 2 0 5 7 5,6 

Área 

Urbana 13 3 67 83 66,9 

Periurbana 0 2 6 8 6,5 

Rural/Silvestre 2 3 11 16 12,9 

Sem Dados 3 2 12 17 13,7 

Táxon 

Callithrix Sp. 16 10 84 110 88,7 

Alouatta Sp. 0 0 3 3 2,4 

Sapajus Sp. 0 0 3 3 2,4 

Cebidae 0 0 1 1 0,8 

Sem Dados 2 0 5 7 5,6 

Mesorregiões 

Central Mineira 2 2 11 15 12,1 

Metropolitana De 

Belo Horizonte 
10 4 48 62 50,0 

Noroeste De Minas 0 0 2 2 1,6 

Norte De Minas 0 1 3 4 3,2 

Oeste De Minas 2 1 4 7 5,6 

Triangulo Mineiro 1 2 4 7 5,6 

Vale Do Rio Doce 1 0 12 13 10,5 

Zona Da Mata 0 0 5 5 4,0 

Jequitinhonha 0 0 1 1 0,8 

Sul / Sudoeste De 

Minas 
0 0 1 1 0,8 

Sem Dados 2 0 5 7 5,6 

Amostras 
fígado 18 10 96 124 100,0 

pulmão 0 0 124 124 100,0 

Total 

(%) 

18 10 96 124  

14,5 8,1 77,4 100  

 

 PNH: primata não humano; Pos: RT-qPCR positivo; Ind: RT-qPCR indeterminado; Neg: RT-qPCR 

negativo. 

Foram feitas também, tentativas de isolamento viral a partir de duas amostras, uma de 

tecido pulmonar e outra de tecido hepático, ambas suspeitas de detecção de YFV. não foi 

possível isolar o vírus. Tal resultado pode estar relacionado a fatores como baixa carga viral 

das amostras, período de infecção no hospedeiro, persistência de genoma viral sem infecção 

produtiva, a natureza sensível de vírus envelopados de RNA a variáveis ambientais e 

degradação facilitada, ou mesmo a ausência de partícula de YFV em sua forma infecciosa nestas 

amostras (C, 2015; RUSSO et al., 2016; SILVA et al., 2020). 

Como estas amostras são correspondentes a tecidos coletados de carcaças, portanto, já 

em processo de decomposição, podem ter viabilidade de RNA comprometidas (BAUER, 2007; 
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SAMPAIO-SILVA et al., 2013). A detecção genômica do YFV em rins, e cérebros, oriundos 

de carcaças de PNHs cujos fígados foram negativos, embora inesperada visto que o fígado é 

um sítio primário de infecção para o YFV, pode estar relacionada a diferentes fatores, como por 

exemplo a degradação do RNA alvo no fígado (BAUER, 2007). Sabe-se que diferentes 

amostras apresentam diferentes taxas de degradação de RNA, isto porque a presença de 

ribonucleases varia entre órgãos, a exemplo de cérebro e pulmão quando comparado ao fígado 

(BAUER, 2007). Desta forma, torna-se necessário investigar a presença do RNA de YFV em 

diferentes tecidos, visto que o principal órgão amostrado para vigilância, o fígado, é também 

rico em ribonucleases entre outras enzimas (BAUER, 2007; DE MOREAU DE GERBEHAYE 

et al., 2002; FINGER et al., 1987).  

Considerando o caráter sazonal e silvestre da FA (DE THOISY et al., 2020; HAMLET 

et al., 2021) poderia ser esperado uma maior circulação do vírus em áreas silvestres e em 

períodos úmido. Contudo, as amostras com detecção de RNA de YFV neste estudo eram 

majoritariamente provenientes de áreas urbanas, da região metropolitana de Belo Horizonte, do 

período seco, além de provindas de carcaças de PNHs do gênero Callithrix sp.. 

De forma similar, durante as epidemias de 2017 e 2018, a maioria dos animais testados 

eram de área urbana, e gênero Callithrix sp. (SACCHETTO et al., 2020c). Embora animais do 

gênero Callithrix sp. apresentem menor carga viral durante a infecção por YFV, e menor 

desenvolvimento de sintomas (DE AZEVEDO FERNANDES et al., 2021; HILL et al., 2020; 

MARES-GUIA et al., 2020; SACCHETTO et al., 2020b) os animais deste gênero apresentam 

grande plasticidade comportamental e capacidade de viver em áreas antropizadas e urbanas 

(VILELA; DEL-CLARO, 2011), o que pode tornar sua amostragem facilitada, visto que serão 

mais facilmente localizadas as carcaças presentes em áreas mais densamente povoadas. O fato 

da maioria das amostras positivas serem provenientes de período caracterizado como seco e 

com temperaturas amenas, pode também estar relacionado a um viés de amostragem, visto que 

a taxa de decomposição de carcaças é menor nestas condições (ARCHER, 2004; TAYLOR, 

2020) e desta forma pode resultar em uma maior facilidade na localização destas quando 

comparado aos períodos caracteristicamente chuvosos e com altas umidade e temperaturas. 

Além disso, a detecção do vírus em períodos sazonais secos e após os surtos de 2017-2018, 

como encontrado neste estudo e outros trabalhos (DE ABREU et al., 2019; OLIVEIRA DA 

SILVA, 2021; OLIVEIRA et al., 2023), é um indicativo de manutenção do ciclo da FA no 

estado.  
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Portanto, estes resultados, quando referidos ao ano de 2017, aumentam em 15, o número 

de animais infectados para aquele ano além de evidenciarem a importância de se usar outros 

tecidos para a vigilância da circulação e presença do YFV em PNHs (MS; SVS., 2017). Além 

disso, destaca-se a detecção de genoma de YFV em carcaças de PNHs de MG durante ausência 

de surto de FA em humanos e período com poucas epizootias associadas ao YFV confirmadas 

(MS; SVS, 2022). Estes resultados podem estar associados à circulação continuada da sub-

linhagem de 2017-2018, visto que em 2020 esta ainda circulava no estado (OLIVEIRA DA 

SILVA, 2021) ou também uma reintrodução do vírus a partir de outros estados e regiões, dado 

que, em 2021 foram encontrados animais infectados com uma sub-linhagem de YFV diferente 

das de 2017-2018 (ANDRADE et al., 2022). 
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5.2 Teste Adaptado de Neutralização Viral por Redução de Placa com Tecido Hepático de 

Animais Experimentalmente Infectados 

 

A vigilância da Febre Amarela é feita por iniciativas individuais e regionais fomentadas 

pelo Ministério da Saúde e com intenção de detectar a circulação do YFV ainda em seu ciclo 

enzoótico. Dentre as diversas áreas de atuação deste programa, as principais para a detecção do 

YFV são as vigilâncias entomológicas e de epizootias.  A investigação de epizootia ocorre com 

o uso de amostras de PNHs de qualquer espécie encontrado morto, incluindo ossadas e dentes, 

além de feita em qualquer local do território nacional por meio de tentativas de isolamento, 

testes por RT-qPCR, ensaios histopatológicos e imuno-histoquímicos (MS; SVS., 2017). 

Embora as amostras preferenciais para diagnóstico sejam sangue total, soro e fígado 

(MS; SVS., 2017) nem sempre são possíveis de se obter e algumas limitações quanto à própria 

infecção e amostras utilizadas devem ser destacados, como por exemplo: viremia curta e baixa, 

fase de infecção no animal, e estado de preservação da carcaça; aspectos que podem 

comprometer viabilidade de RNA e partícula viral no material amostrado e consequentemente 

o diagnóstico, ocasionando resultados falso negativos. Desta forma, testes sorológicos podem 

auxiliar e complementar as investigações de epizootias, visto que anticorpos podem ser 

detectados após a fase aguda de infecção e podem apresentar maior estabilidade em carcaças 

(TRYLAND et al., 2006). 

Isto posto, neste estudo foi avaliada a possibilidade de se utilizar tecidos sólidos como 

alternativa para investigação de infecção viral por meio de ensaios sorológicos. Optou-se pelo 

uso de fígados de camundongos infectados como forma de mimetizar amostras provenientes de 

carcaças. Inicialmente, foram feitos ensaios de neutralização viral utilizando homogenatos 

provenientes do tecido hepático de camundongos infectados com YFV (n=6) e MOCK (n=6), 

além do soro coletado a partir de sangue total de um doador imunizado. 

 A fim de se observar o perfil de neutralização das amostras de animais infectados ou 

MOCK frente aos controles virais, as porcentagens de neutralização apresentadas para cada um 

dos animais e diluição foram plotadas em gráficos de densidade (figura 11). Foi possível 

observar que, o grupo MOCK apresentou uma concentração maior de amostras com percentual 

de neutralização inferior a 30%. O grupo Infectado, por sua vez, apresentou uma densidade 

maior nos pontos mais elevados da escala nas diluições 1:20 e 1:40, e uma distribuição mais 

uniforme nas diluições 1:80, 1:160, isto indica uma tendência a maiores taxas de neutralização 

para as amostras do grupo Infectado. Devida a não normalidade e assimetria da distribuição dos 
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resultados das amostras, a mediana foi usada para avaliar os níveis de diluição observados nos 

testes, já que, em relação à média, ela é menos sensível a outliers.  

 

Figura 10:  Gráfico de densidade das distribuições de percentuais de neutralização observados para 

cada diluição e grupo de amostras. Cada animal representado nestes gráficos apresenta 36 valores 

correspondentes a três experimentos contendo três replicatas de quatro diluições, exceto para o animal 

3 do grupo Infectados que apresenta apenas 24 valores (dados de duas réplicas experimentais 

independentes). MOCK em azul e Infectado em rosa, destacando médias em linhas tracejadas e 

medianas em linhas contínuas. A: diluição 1:20; B: diluição 1:40; C: diluição 1:80; e D: diluição 1:160. 

INF: infectados.  

 

Ao comparar as amostras de ambos os grupos e suas diferentes diluições (figura 11) 

notou-se, diferentes perfis com relação aos percentuais de neutralização entre indivíduos de um 

mesmo grupo e sobretudo, entre indivíduos de grupos amostrais diferentes. Foi observada 

neutralização viral nos poços correspondentes aos animais do grupo Infectado com medianas 

maiores que 50% na diluição 1:20. Foi observado um percentual de neutralização viral maior 

entre os animais infectados em relação ao grupo MOCK para as diluições 1:40 e 1:80. Em 

paralelo, observou-se medianas de percentual de neutralização menores que 40% para os 
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animais do grupo MOCK na diluição 1:20 e queda de neutralização nas diluições subsequentes 

(figura 12).  

As medianas de porcentagem de neutralização para cada diluição, foram comparadas 

entre os grupos MOCK e Infectados. Com isso, foram observadas diferenças entre os grupos 

para as diluições 1:20 (p = 0,0022, teste Wilcoxon, bicaudal), 1:40 (p= 0,0022, teste Wilcoxon, 

bicaudal) e 1:80 (p = 0,028, teste Wilcoxon, bicaudal). Contudo para a diluição 1:160 (p = 0,18, 

teste Wilcoxon, bicaudal) não foi observada diferença entre os grupos (figura 12). 
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Figura 11: Boxplot para comparação de percentuais de neutralização observados para amostras dos grupos (MOCK e Infectados). INF: animal infectado; 

MOCK: animal MOCK; N0: controle negativo; P1: controle positivo um; e P2: controle positivo dois 
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Figura 12: Boxplot comparando percentuais de neutralização por diluição em cada grupo. MOCK em azul e Infectados em rosa. Inf: grupo Infectados. No grupo 

Infectados animal três apresenta valores de apenas dois experimentos. Teste Wilcoxon/Mann-Whitney; * (p<0,05) e ** (p<0,001); ns: diferença não significativa. 
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Usando os valores de mediana de neutralização para cada animal em cada diluição 

foram plotadas curvas de neutralização observada para animais MOCK, infectados e controles. 

As medianas de percentuais de neutralização obtidos para cada animal e diluição dos grupos 

MOCK e Infectados demonstram perfis distintos de neutralização ao longo das diluições (figura 

13). Os animais infectados apresentaram taxas de neutralização acima de 50% na diluição 1:20, 

enquanto os animais do grupo MOCK tiveram taxas de neutralização menores que 40%. Na 

diluição 1:40, alguns animais infectados apresentaram neutralização acima de 50%, outros 

tiveram neutralização próxima a 50%, e dois deles mostraram uma redução maior na taxa de 

neutralização, com uma mediana próxima a 25%. Na diluição 1:80, dois animais infectados 

tiveram uma taxa de neutralização próxima a 0%, enquanto os demais atingiram esse ponto na 

diluição seguinte (1:160). Por sua vez, as amostras do grupo MOCK apresentaram uma redução 

maior e mais homogênea dos percentuais de neutralização, alcançando neutralização próxima 

a 0% a partir da diluição 1:40 em três indivíduos, e nas diluições seguintes todos estavam na 

mesma faixa de neutralização. 

 

Figura 13: Distribuição de medianas de percentuais de neutralização por diluição de amostra dos grupos 

experimentais. INF: animais do grupo Infectados; MOCK: animais do grupo MOCK; P1: controle 

positivo 1; P2: Controle positivo 2; N0: controle negativo. 
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Se a hipótese de presença de anticorpos for verdadeira, espera-se uma redução dos 

percentuais de neutralização à medida que se aumenta a diluição das amostras, comportamento 

observado para amostras com presença de anticorpos neutralizantes em ensaios de PRNT. 

Como não foi possível fazer uma regressão linear, foi feita uma análise da razão entre os 

percentuais de neutralização das diluições 1:20/1:40 (tabela 8). Para os animais infectados 

observa-se razão de 1,3 a 2,25, entre a diluição 1:20 para 1:40, o que é esperado, considerando 

a diluição 1:2 usada nos testes. Já para MOCK a razão é maior do que 4,6 para todos os animais, 

mostrando uma redução maior independente da diluição e mostra um decréscimo mais 

significativo da neutralização nos animais MOCK (>4) Infectados (1,3 a 2,2 e valor de p = 

0.002165). Espera-se que a neutralização observada, quando se aumenta a diluição de forma 

seriada na base dois, apresente um decréscimo de 50% em ensaios de neutralização utilizando 

soro positivo para presença de anticorpos específicos. Assim, os valores obtidos nas razões 

entre diluição 1:20 e 1:40 do grupo Infectados indicam uma relação proporcional entre 

percentuais de neutralização e diluição.

Tabela 8: Razão entre as medianas dos percentuais de neutralização obtidos nas diluições 1:20 

e 1:40 para cada amostra utilizada 

 

Grupo Amostra Mediana  1:20 Mediana  1:40 Razão 1:20/1:40 

MOCK 

MOCK 1 29,35 5,98 4,91 

MOCK 2 35,48 6,58 5,39 

MOCK 3 30,18 6,51 4,64 

MOCK 4 26,48 0,98 27,02 

MOCK 5 22,74 0,14 162,43 

MOCK 6 11,21 0,01 1121,00 

Infectado 

INF 1 54,42 24,19 2,25 

INF 2 62,86 41,42 1,52 

INF 3 69,27 48,18 1,44 

INF 4 68,59 52,56 1,3 

INF 5 51,08 25,18 2,03 

INF 6 67,79 48,1 1,41 

     
 

INF: animal Infectado; MOCK: animal MOCK. 
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A presença de anticorpos em órgãos é conhecida e utilizada para diagnóstico de diversas 

doenças, em especial, anticorpos presentes no fígado e as doenças autoimunes associadas à ele 

(HIMOTO; NISHIOKA, 2013). Visto que o fígado é um órgão grande, altamente vascularizado 

e com uma complexa arquitetura de fluxo sanguíneo (LORENTE; HAUTEFEUILLE; 

SANCHEZ-CEDILLO, 2020), torna-se facilitada a presença de anticorpos neste. A literatura 

já relatou a presença de anticorpos específicos em órgãos, carcaças e material líquido 

recuperado de tecidos (BECK et al., 2005; GAMBLE; PATRASCU, 1996; LAI et al., 2022; 

TRYLAND et al., 2006), assim como um trabalho recente deste grupo de pesquisa (Dissertação 

de mestrado Matheus Soares Arruda, dados não publicados). Com base nisso, os resultados 

obtidos neste trabalho suportam a hipótese de neutralização viral por ação de anticorpos.  

As variações observadas para resultados de um mesmo animal podem estar associadas 

a realização do experimento, uma vez que esta técnica é sensível à execução.  Os resultados 

distintos apresentados por animais de um mesmo grupo, mesmo que isogênicos, são também 

reportados pela literatura (GÄRTNER, 2012; SELLERS et al., 2012; VIDAL, 2017). Dado que 

o modelo animal utilizado neste trabalho é knockout para a produção de receptor de INF-I, a 

resposta imune destes, frente a infecção viral, é reduzida, com menor produção de anticorpos 

específicos e maior susceptibilidade à infecção (MESEV; LEDESMA; PLOSS, 2019). A 

neutralização viral observada a partir das amostras de homogenato de fígado de animais 

infectados teve perfil similar quando comparados aos controles positivos, embora em menor 

porcentagem. A menor porcentagem de neutralização viral das amostras em comparação aos 

controles positivos pode ser também explicada, pelo modelo animal e tipo de amostra usada.  

Os percentuais de neutralização observados nas maiores diluições do grupo MOCK 

devem ser cuidadosamente analisados, visto que que estes resultados podem ser erroneamente 

interpretados como neutralização por ação de anticorpos. Contudo, as diferenças entre os perfis 

das curvas de neutralização, bem como a razão de neutralização entre diluições 1:20/1:40, 

quando os animais MOCK são comparados aos infectados, e controle, indicam que a redução 

de placas de lise nos testes com homogenato de animais MOCK podem ser inespecíficas. Uma 

vez que interação viral similar a adsorção, já foi descrita para debris de células susceptíveis a 

infecção causando diminuição de efeito citopático esperado a monocamada  (JOHN J. 

HOLLAND, 1959), infere-se que o mesmo ocorra nestes ensaios, como observado nos 

resultados obtidos para as amostras do grupo MOCK.  Uma possibilidade a ser testada é o 
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acréscimo de uma etapa à preparação dos homogenatos, com implementação de filtragem, a 

fim de se reduzir a neutralização inespecífica causada por debris celulares e teciduais. 

Testes padronizados de neutralização viral por redução de placas de lise celular para 

flavivírus consideram positivas amostras com neutralização mínima de 50% em relação aos 

controles de vírus, podendo variar até o mínimo de 90% a depender do protocolo utilizado 

(MAEDA; MAEDA, 2013). Contudo, a fim de minimizar interpretações errôneas dos 

resultados, é indicado utilizar um cutoff mínimo de 60% de redução de placas de lise quando 

executado o protocolo adaptado de neutralização viral utilizando homogenato de tecido 

hepático. Recomenda-se também o uso de diluições seriadas para cada amostra a ser 

investigada, com análise conjunta dessas, a fim de assegurar uma relação causal proporcional 

entre os resultados observados e diluições testadas. Deve-se também realizar ensaios paralelos 

utilizando controles conhecidamente positivo e negativo para comparação do perfil de redução 

observado para estes e as amostras em questão. É importante ressaltar, contudo, limitações 

quanto a execução desta técnica adaptada e interpretação dos resultados. Recomenda-se atentar 

ao fato de resultados não neutralizantes para as amostras não indicarem necessariamente a falta 

de anticorpos específicos, o que pode estar associado à uma baixa carga destes para detecção 

neste protocolo adaptado. 

Os resultados aqui apresentados para teste adaptado de neutralização viral demonstram 

a viabilidade do uso de amostras de homogenato sem prejuízo para a técnica, tendo em vista o 

perfil de neutralização esperado para ensaios de PRNT. Demonstram também a possibilidade 

de uso dessa técnica para detecção sorológica de YFV de forma viável em situações que 

amostras de soro não são passíveis de coleta, a exemplo casos de epizootia em que são 

encontradas carcaças em estágios avançados de decomposição. 

 Visto que anticorpos já foram detectados a partir de tecidos de animais 

experimentalmente infectados e em tecido cadavérico humano (GAMBLE; PATRASCU, 1996; 

LAI et al., 2022) esta abordagem pode ser vista como uma estratégia complementar para a 

investigação preconizada em casos de epizootias. Neste estudo escolheu-se a adaptação do 

protocolo de PRNT visto que este é uma forma de detectar e mensurar atividade neutralizante 

de anticorpos, permitindo assim, maior confiabilidade de resultados quando comparado a 

detecção de anticorpos totais. Então, com os resultados obtidos neste trabalho novas 

perspectivas se apresentaram como a utilização deste protocolo em casos suspeitos de epizootia 
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por infecção por YFV, e eventualmente o teste para o uso deste tipo de amostras em outros 

testes sorológicos, como ELISA. 
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6. CONCLUSÕES  

 

• Foi detectado genoma de vírus da febre amarela em 14 amostras de rim e seis amostras 

de cérebro provenientes de carcaças de primatas não humanos do ano de 2017 cujos 

fígados eram negativos para detecção do vírus da febre amarela por RT-qPCR; 

• Foi detectado o genoma de vírus da febre amarela em 18 amostras provenientes de 

carcaças de primatas não humanos coletados durante os anos 2021 e 2022; 

• Estes resultados também aumentam o número de casos positivos conhecidos para 

epizootia de PNHs por YFV em 2017; 

• Os resultados indicam circulação continuada do vírus da febre amarela em primatas não 

humanos no estado de Minas Gerais nos anos de 2021 e 2022; 

• Os testes de neutralização viral adaptado corroboram hipótese de neutralização 

específica por anticorpos e dependente da diluição; 

• Este protocolo adaptado permite detectar atividade de anticorpos específicos em tecido 

hepático; 

• O teste de neutralização viral usando amostras de homogenato de fígado pode ser 

apresentado como complementação a investigação de epizootias.  
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7. PERSPECTIVAS 

 

• Continuidade pelo Grupo de Prospecção de Arbovírus (GPArbo) no Laboratório de 

Vírus da investigação de YFV e outros arbovírus em amostras de PNHs coletadas no 

ano de 2023; 

• Adição de uma etapa à preparação do homogenato com uso de filtro de seringa para 

reduzir resíduos teciduais e diminuição de efeito neutralizante inespecífico; 

• Realização de ensaio de neutralização viral adaptado ao uso de homogenato proveniente 

de tecidos macerados para testes a partir de fígados de carcaças de PNHs YFV RT-

qPCR negativas; 

• Otimização do uso de homogenato proveniente de tecidos macerados para testes do tipo 

ELISA. 
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