
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Instituto de Ciências biológicas  

Programa de Pós-graduação em Microbiologia 

 

 

 

 

Ana Gabriella Stoffella Dutra 

 

 

 

PROSPECÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE VÍRUS ZOONÓTICOS EM 

REMANESCENTES FLORESTAIS INSERIDOS EM MATRIZES URBANAS: 

IMPLICAÇÕES PARA O CONHECIMENTO DA DINÂMICA ECOLÓGICA E 

EVOLUTIVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

 2023 



 

Ana Gabriella Stoffella Dutra 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROSPECÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE VÍRUS ZOONÓTICOS EM 

REMANESCENTES FLORESTAIS INSERIDOS EM MATRIZES URBANAS: 

IMPLICAÇÕES PARA O CONHECIMENTO DA DINÂMICA ECOLÓGICA E 

EVOLUTIVA 

 

 

 

Tese de Doutorado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Microbiologia do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de 

Minas Gerais, como requisito parcial à 

obtenção do título de Doutora em 

Microbiologia. 

 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Giliane de Souza 

Trindade 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

 2023 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

043 

Dutra, Ana Gabriella Stoffella. 

Prospecção e caracterização de vírus zoonóticos em remanescentes florestais 

inseridos em matrizes urbanas: implicações para o conhecimento da dinâmica 

ecológica e evolutiva [manuscrito] / Ana Gabriella Stoffella Dutra. – 2023. 232 f. : il. ; 

29,5 cm. 

Orientador: Giliane de Souza Trindade. 

Tese (doutorado) – Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciências 

Biológicas. Programa de Pós-Graduação em Microbiologia. 

1. Microbiologia. 2. Mamíferos. 3. Doenças Transmissíveis Emergentes. 4. 

Arbovirus. 5. Betacoronavirus. 6. Técnicas de Pesquisa. I. Trindade, Giliane de Souza. II. 

Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciências Biológicas. III. Título. 

CDU: 579 

      Ficha Catalográfica elaborada pelo bibliotecário Rafael Gonçalves Dias (CRB: 6 - 3277) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta tese aos meus pais Angela e 

Ronaldo, por todo amor e apoio 

incomensurável que permitiram a 

realização desse sonho.   



 

AGRADECIMENTOS  

 

Agradeço a Deus por sempre guiar meus caminhos e decisões da melhor forma, e por 
ter me proporcionado saúde, resiliência e equilíbrio para concluir mais esta etapa, 
mesmo em momentos que não acreditei em mim. 
 
Aos meus pais, Angela e Ronaldo, por serem os melhores exemplos de vida que eu 
tenho, por todo amor e por todas as renúncias que já fizeram por mim. Por não 
pouparem esforços para me apoiar em todos os momentos da minha vida, obrigada 
por sonharem esse doutorado comigo. Amo muito vocês! 
 
À minha querida orientadora Giliane, que foi um dos maiores presentes em minha 
vida. Muito obrigada por todo carinho, parceria, pela sua forma de ensinar e sempre 
inspirar. Obrigada por todos os ensinamentos, paciência e confiança. Sou 
extremamente grata por ter sido formada em virologia por uma mulher maravilhosa 
como você Gi.   
 
A cada um dos meus professores (as) do mestrado, da especialização e da PUC por 
todo aprendizado e dedicação.  
 
Aos professores do Laboratório de Vírus, Betânia, Erna, Jônatas, Rodrigo e Cláudio. 
Obrigada por serem professores incríveis, grandes exemplos para nós e por sempre 
nos incentivarem a pensar e viver ciência. Em especial à Beta e ao Rodrigo, vocês me 
inspiram demais e sempre estão dispostos a me ensinar, dar conselhos e ajudar. 
 
Aos parceiros e colaboradores dessa tese, muito obrigada. Cada análise, discussão e 
contribuição permitiram enriquecer ainda mais os resultados e a minha formação.  
 
Aos queridos colegas do Lab Vírus, pelo convívio, discussões científicas e pelas 
brincadeiras do dia a dia. Obrigada família Labviridae! Em especial aos meus amigos 
Ana Lu, Nati Ingrid, Natalinha, Karol, Jaque, Nídia, Walter e Mateus pela amizade e 
por tornarem meus dias mais alegres. Vocês foram extremamente importantes no 
decorrer dos anos do mestrado e doutorado.  
 
Aos amigos do ECOVIR (Jaque, Carol, Galileu, Iago, Pedro, Karol, Débora, Iarinha, 
Kamila) obrigada por serem mais do que parceiros de grupo de pesquisa, mas amigos 
para toda vida. Amo trabalhar com vocês.  
 
Ao Cláudio, que chegou na minha vida no finalzinho desse caminho, trazendo mais 
alegria e amor, por cuidar tão bem de mim e acreditar no meu potencial.  
 
Às minhas primas/irmãs, Malu e Mariana, vocês são fonte de amor, parceria, risadas 
e momentos muito especiais em minha vida. Obrigada, estaremos sempre juntas.  
 
Aos meus avós, Belgrado, Marciana, Hélio e Célia (in memoriam), sempre lembro de 

vocês pelo carinho e amor em minha infância, espero deixá-los sempre cheios de 

orgulho.  

À minha família e amigos por todo amor, compreensão e incentivos.  



 

Aos membros da banca pela disponibilidade e dedicação para colaborar com a minha 

formação nesta etapa final. 

À UFMG e as agências de fomento, CNPq, CAPES e FAPEMIG, PRPq-UFMG, MCTI 

e FINEP, pelo financiamento desse projeto.  

A realização de mais sonho chega ao fim, com muito aprendizado, momentos de 

desafio e também de apreensão, especialmente durante a pandemia. Mas diante de 

todas pequenas e grandes vitórias, sigo imensamente grata por todos que passaram 

em meu caminho e me ajudaram a chegar até aqui, pelo meu crescimento não só 

como profissional, mas também pessoal. Ninguém evolui e vive sozinho, minha 

enorme gratidão.  

Muito obrigada a todos!  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Só quando nosso cérebro inteligente e nosso coração humano 

trabalham juntos é que nós podemos atingir todo o nosso 

potencial” – Jane Goodall  



 

RESUMO 
 

As doenças infecciosas emergentes (DIE) são um problema de saúde pública global. 

Nesse cenário, as zoonoses correspondem a maioria dos eventos de emergência, e 

os vírus representam a 2ª maior causa de DIE. O Brasil é considerado um “hotspot” 

para patógenos emergentes, sendo destaque no cenário epidemiológico a ocorrência 

de viroses com relevante impacto em saúde pública, como as arboviroses, causadas 

pelos vírus ZIKV, YFV, DENV e CHIKV, bem como a Vaccínia Bovina, além do SARS-

CoV-2, causador da pandemia de COVID-19. Nesse contexto, este estudo teve como 

objetivo investigar e caracterizar vírus zoonóticos circulantes em pequenos mamíferos 

silvestres presentes em remanescentes de mata inseridos em Belo Horizonte, MG. A 

investigação molecular desses vírus em órgãos de roedores e marsupiais silvestres 

demonstrou ausência de circulação de arbovírus nesses animais, para a investigação 

de VACV foi obtida uma sequência referente ao gene A56R proveniente de uma 

amostra de roedor (Cerradomys spp.), ainda a investigação molecular evidenciou 

possível circulação viral também em um marsupial (Marmosops incanus). Os dados 

obtidos suscitam indagações sobre a possível atuação desses mamíferos no ciclo de 

manutenção e transmissão desses vírus em áreas verdes inseridas em ambiente 

urbano. Os dados aqui apresentados também confirmaram a circulação do SARS-

CoV-2 em quatis (Nasua nasua), sinalizando para a ocorrência de eventos de spillback 

viral para mamíferos silvestres durante a pandemia. A ocorrência de infecção natural 

por SARS-CoV-2 em quatis pela variante zeta (P.2) foi confirmada por 

sequenciamento e inferências filogenéticas de genoma completo. Ainda, a 

investigação sorológica evidenciou que 50% da população analisada de quatis (n=40) 

apresentou anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2. Com relação à investigação 

molecular de arbovírus nenhum quati foi positivo. Para VACV, não foi confirmada a 

detecção em qPCR, e não foram detectados anticorpos anti-OPV nos soros testados. 

O monitoramento de vírus zoonóticos em pequenos mamíferos inseridos em áreas de 

interface silvestre-urbana contribui para elucidar a dinâmica de transmissão desses 

vírus. Além disso, a compreensão dos ciclos enzoóticos virais contribui para ações de 

controle e prevenção diante de eventos de emergência, e a ocorrência limítrofe com 

áreas urbanas aponta para o risco de exposição humana às infecções zoonóticas. 

Palavras-chave: Doenças infecciosas emergentes; Mamíferos silvestres; Arbovírus; 
VACV; SARS-CoV-2; Investigação molecular; Investigação sorológica.   

 



 

ABSTRACT 

 

Emerging infectious diseases (EID) are a public health worldwide problem. In this 

scenario, zoonoses account for the majority of emergency events, and viruses 

represent the second largest cause of EID. Brazil is considered a “hotspot” for 

emerging pathogens, and in the epidemiological scenario has the occurrence of 

important viruses with a relevant impact on public health, such as arboviral diseases, 

caused by the ZIKV, YFV, DENV and CHIKV viruses, as well as Bovine Vaccinia 

(VACV), in addition to the SARS-CoV-2, responsible for the COVID-19 pandemic. In 

this context, the aim of this study was to investigate and characterize zoonotic viruses 

circulating in small wild mammals living in forest remnants located in Belo Horizonte, 

MG. Molecular investigation of these viruses in organs of wild rodents and marsupials 

demonstrated the absence of arbovirus circulation in these animals. For VACV 

investigation, a nucleotide sequence of the A56R gene was obtained from a rodent 

sample (Cerradomys spp.), the molecular investigation also showed possible viral 

circulation in a marsupial (Marmosops incanus). Our findings raise questions about the 

possible role of these mammals in the maintenance and transmission cycles of these 

viruses in green areas inserted in urban environments. The data presented here also 

confirmed the circulation of SARS-CoV-2 in coatis (Nasua nasua), suggesting the 

occurrence of viral spillback events in local sylvatic mammals during the pandemic. 

The occurrence of natural SARS-CoV-2 infection in coatis by the zeta variant (P.2) was 

confirmed by complete genome sequencing and phylogenetic inferences. 

Furthermore, the serological investigation showed that 50% of the analyzed coatis had 

anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibodies. Considering the molecular investigation of 

arboviruses, none of the coatis was positive. Detection of VACV was not confirmed by 

qPCR, and no anti-OPV antibodies were detected in the sera of the tested coatis. The 

monitoring of zoonotic viruses in small mammals located in urban-sylvatic interface 

areas contributes to elucidate the transmission dynamics of these viruses. In addition, 

understanding the enzootic cycles of these viruses helps to support control and 

prevention measures in the face of emergency events. Furthermore, the borderline 

occurrence in urban areas indicates the risk of human exposure to zoonotic infections. 

 

Keywords: Emerging infectious diseases; Wild mammals; Arbovirus; VACV; SARS-

CoV-2; Molecular investigation; Serological investigation. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 Doenças infecciosas emergentes (DIE) 

 

As doenças infecciosas emergentes (DIE) podem ser caracterizadas como 

doenças que ocorreram recentemente em uma determinada população ou que já 

acometeram essa população, mas que demonstram repentino aumento na incidência 

de casos ou distribuição geográfica (MORSE, 1995; RACANIELLO, 2004). As DIE 

provocam prejuízos econômicos e sociais e muitas vezes representam ameaças para 

a saúde pública em níveis globais. A compreensão de todos os fatores que podem 

originar a emergência dessas doenças ainda é escassa, mas sabe-se que múltiplas 

causas estão relacionadas, sendo que fatores socioeconômicos, ambientais e 

ecológicos desempenham importante papel (MORENS et al., 2004; JONES et al., 

2008; ALLEN et al., 2017).  

De acordo com Destoumieux-Garzón e colaboradores (2018), o aumento 

populacional, industrialização e problemas geopolíticos são fatores que contribuem 

para o surgimento das DIE. Esses fatores podem desencadear danos à biodiversidade 

e ao equilíbrio de ecossistemas, além de contribuir para movimentos migratórios de 

populações humanas e das espécies animais, sendo que essas mudanças ambientais 

estariam relacionadas ao surgimento de doenças infecciosas e não infecciosas. Além 

disso, a elevada densidade populacional em grandes centros urbanos, o saneamento 

básico precário, a exposição dos seres humanos a vetores e reservatórios de 

doenças, mudanças nos padrões de uso da terra e mudanças climáticas também são 

fatores que contribuem para a ocorrência de novas DIE (Figura 1) (RACANIELLO, 

2004; JONES et al., 2008; KESSING et al., 2021). 

As DIE representam um grande desafio para a saúde pública já que geralmente 

apresentam características como rápida disseminação (síndrome respiratória aguda 

grave, SARS) e alta letalidade (Ebola), além dos obstáculos existentes para tornar o 

desenvolvimento de vacinas e medicamentos mais rápido e menos oneroso para o 

controle e prevenção dessas doenças. Também é relevante o fato de a maioria dos 

esforços, recursos e ações de vigilância para combater o surgimento de DIE estarem 

concentrados em países onde a origem das mesmas é menos provável (JONES et al., 

2008; CUNNINGHAM et al., 2017).   
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Figura 1: Fatores globais que contribuem para o surgimento de patógenos 
emergentes e reemergentes. Na figura são evidenciados alguns dos principais 
fatores relacionados à ação antrópica que podem contribuir para a ocorrência de 
mudanças nos ecossistemas do planeta e emergência de patógenos. Fonte: 
Elaborado pela autora, STOFFELLA-DUTRA, A.G.  

 

Em torno de 60% das DIE são causadas por patógenos zoonóticos (Figura 2) 

(KARESH et al., 2012; BENELLI; DUGGAN, 2018). Quase dois terços das doenças 

infecciosas humanas provêm de patógenos que podem ser transmitidos entre 

espécies de animais silvestres e/ou domésticos para os seres humanos. 

Considerando a grande diversidade animal existente nos ecossistemas do planeta 

Terra, é possível presumir que os animais sejam a maior fonte das doenças 

infecciosas humanas. Ainda, vale destacar o contato próximo de seres humanos com 

espécies animais domesticadas, sendo que esse comportamento é capaz de facilitar 

a transmissão de patógenos para o homem. Estudos recentes estimam que em torno 

de 1 bilhão de casos de doenças zoonóticas acometam a espécie humana anualmente 

(WOLFE, 2007; KARESH et al., 2012; GEBREYES et al., 2014; CDC, 2020A). 

Mesmo sabendo que os animais estão relacionados ao surgimento de DIE, 

sabe-se que a ação antrópica na modificação dos ecossistemas é um dos principais 

fatores que contribuem para a emergência de zoonoses. Alterações no uso da terra 

podem influenciar na biodiversidade e nas relações entre hospedeiros animais, 

homem e patógeno, além de poder desencadear alterações no clima local, nos 

padrões da vegetação, na dinâmica do vetor com as espécies hospedeiras e na 
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interface do contato entre homem e animais (KARESH et al, 2012; CUNNINGHAM et 

al., 2017; HASSELL et al., 2017).  

Figura 2: Doenças infecciosas emergentes e reemergentes no mundo. A maioria 
das DIE está relacionada a zoonoses. Mapa evidenciando a distribuição global de 
doenças emergentes e reemergentes e “Deliberadamente emergentes” desde 1981 
até 2020. Em vermelho: patógenos emergentes; em azul: patógenos reemergentes; 
em preto: patógenos já utilizados como bioterrorismo. Fonte: Adaptado de MORENS; 
FAUCI, 2020.  

 

A emergência de uma DIE pode ocasionar impactos sem precedentes. Um 

exemplo recente é a pandemia de COVID-19 (Coronavirus disease 2019), declarada 

em março de 2020 pela Organização Mundial de Saúde e que se estende até o 

momento atual, sendo reportados até 20 de janeiro de 2023 mais de 663 milhões de 

casos notificados e mais de 6,7 milhões de mortes em todo o mundo (WHO, 2021; 

WHO, 2023A). Nesse cenário, a pandemia de COVID-19 se tornou o maior desafio de 

saúde pública global do século XXI, afetando significativamente setores de saúde, 

econômicos, sociais e ambientais em todo planeta (MORENS; FAUCI, 2020; SUN et 

al., 2020; MOFIJUR et al., 2021). Dentre os principais impactos ocasionados pela 
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pandemia podem ser destacados os custos elevados com atendimento hospitalar e 

suprimentos médicos, a sobrecarga de sistemas de saúde, recessão econômica 

influenciada por medidas de controle e prevenção como distanciamento social, 

restrições de circulação e de viagens, impactos em saúde mental e qualidade de vida, 

além de impactos em vidas humanas e índices de pobreza mais elevados e desiguais 

(NICOLA et al., 2020; WHO, 2020; MOFIJUR et al., 2021).  

Segundo Allen e colaboradores (2017), regiões tropicais que apresentam 

elevada biodiversidade e riqueza de espécies de mamíferos, além de alterações no 

uso da terra, possuem elevado risco de ocorrência de DIE zoonóticas. Dentro desse 

contexto surgiu o termo “hotspots”, o qual se refere às regiões mais prováveis para a 

origem de DIE (Figura 3). Estudos como o de Jones e colaboradores (2008) e Allen e 

colaboradores (2017) rastrearam possíveis áreas com potencial para a emergência 

de DIE, e dentre as regiões mundiais consideradas como hotspots a região sudeste 

do Brasil merece destaque.  

 

 

Figura 3: Distribuição do risco relativo previsto para eventos de DIE 
zoonóticos no mundo. Nas áreas em amarelo e verde estão os países e regiões 
com maior risco de ocorrência de eventos de emergência de DIE. Esses locais 
são classificados como hotspots e a maioria está presente em regiões tropicais. 
Fonte: ALLEN et al., 2017. 

 

A perda de biodiversidade dos ecossistemas tem sido associada com o 

aumento do risco de transmissão de doenças zoonóticas relacionadas a vários 

patógenos. Além disso, regiões que apresentam elevada biodiversidade, e 

principalmente alta riqueza de espécies de mamíferos podem ser locais com maior 

predisposição para surgimento de novas zoonoses (JONES et al., 2008; KEESING et 

al., 2010; WHO, 2015). Nesse sentido, essas regiões de alta biodiversidade poderiam 

ser mais frequentemente fonte de novos patógenos por possuírem mais espécies 
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hospedeiras para mais patógenos (WHO, 2015). Estudos recentes sobre esse tema 

são escassos, porém é importante salientar que levando em consideração o 

conhecimento atual, a preservação dos ecossistemas e da biodiversidade endêmica 

de cada região é essencial para reduzir a prevalência de DIE (KEESING et al., 2010).  

Nesse cenário, o Brasil é o país que possui a maior diversidade de espécies do 

mundo (UNEP, 2019). Ainda, nas últimas décadas o Brasil apresentou uma crescente 

urbanização acompanhada por problemas ambientais, sociais e econômicos não 

resolvidos, além do avanço do desmatamento para dar lugar a atividades 

agroindustriais e a proximidade de fronteiras agrícolas com ambientes de florestas 

tropicais. Todos esses fatores e o avanço do contato entre populações humanas e 

animais contribuem para a emergência de DIE (BARRETO et al., 2011; KARESH et 

al, 2012; NAVA et al., 2017).  

Ademais, esses hotspots de biodiversidade, que se concentram principalmente 

em latitudes mais baixas, abrangendo locais como África tropical, a América Latina e 

a Ásia requerem atenção e intensificação dos programas de vigilância epidemiológica. 

O monitoramento eficiente dessas áreas deve ser capaz de antecipar e controlar a 

emergência de DIE, assim como alertar para a necessidade de conservação das áreas 

com alta diversidade de vida selvagem e para a presença de populações inseridas em 

regiões de risco (JONES et al., 2008; MORSE, 2012; ALLEN et al., 2017).  

Diante desse panorama acerca das DIE, é válido destacar o conceito de One 

Health (Saúde Única), o qual defende que a saúde das pessoas está interligada à 

saúde dos animais e dos ecossistemas como um todo. Essa iniciativa consiste em 

uma estratégia global para lidar com doenças, principalmente zoonoses, onde é 

defendida uma abordagem transdisciplinar que leve em consideração os 

componentes ambientais e ecológicos, a interface de saúde animal e a saúde humana 

(CUNNINGHAM et al., 2017; CDC, 2018A; DESTOUMIEUX-GARZÓN et al., 2018).  

A iniciativa de Saúde Única visa controlar e prevenir as doenças infecciosas, 

principalmente no cenário atual em que as doenças são disseminadas rapidamente 

pelo globo (CDC, 2018A). Dessa forma, objetivando alcançar sucesso nas 

intervenções de saúde pública, a abordagem de Saúde Única leva em consideração 

a complexidade da ecologia das doenças zoonóticas e analisa de forma individual e 

como processos integrados os papéis dos hospedeiros, do patógeno e de possíveis 

vetores (Figura 4) (KARESH et al., 2012; BENELLI; DUGGAN, 2018; CDC, 2018A). 
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Figura 4: Ciclo de abordagem One Health. Visão geral de alguns fatores que podem 
estar envolvidos na ocorrência de um surto ou pandemia zoonótica a partir do conceito 
transdisciplinar e multisetorial de Saúde única. Destaque para a relação entre os 
patógenos zoonóticos, a vida silvestres, ecossistemas e principalmente as diferentes 
ações antrópicas para a ocorrência de eventos de spillover e spillback. Fonte: 
Adaptado de ZUCCA et al., 2021. 

 

No contexto das DIE, o processo que desencadeia a ocorrência de eventos de 

emergência é denominado spillover, ou transbordamento, onde a partir de um 

reservatório silvestre ocorre a transmissão de um patógeno para o homem. Entretanto, 

a transmissão interespécies não apresenta riscos apenas para a espécie humana, e 

também merece destaque o conceito de spillback, transmissão reversa de um 

patógeno circulante em seres humanos para animais. A ocorrência de spillback, assim 

como o spillover, pode colocar em risco a saúde animal e humana, além de evidenciar 

o risco de estabelecimento enzooótico de patógenos em novos contextos 

epidemiológicos e populações animais (PLOWRIGHT et al., 2017; GUTHID et al., 

2020; FAGRE et al., 2022). Nesse sentido, a transmissão humano-animal além de 

trazer riscos para a conservação de espécies silvestres e acabar por desencadear 

alterações no equilíbrio dos habitats, pode também contribuir para a manutenção de 

ciclos enzoóticos desses novos patógenos em populações animais silvestres, 

impedindo a erradicação e dificultando ações de vigilância e controle (FAGRE et al., 

2022). 
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Considerando esse cenário, Fagre e colaboradores (2022) sugeriram um 

modelo com dois caminhos de spillback principais que podem ser desencadeados a 

partir da transmissão interespécies entre homens e animais silvestres (Figura 5). Em 

um primeiro momento, considerando a transmissão de um patógeno com transmissão 

sustentada em humanos para uma nova espécie animal, é evidenciada a possível 

ocorrência de morbidade e mortalidade nessa população (Caminho 1), o que pode 

prejudicar a conservação da nova espécie afetada. Ainda, a transmissão de um 

patógeno de origem humana para um novo hospedeiro animal que consiga 

estabelecer a circulação e manutenção enzoótica desse patógeno pode resultar 

também em impactos para a saúde desses animais quanto para outras populações 

vulneráveis e susceptíveis que compartilham o mesmo nicho.  

Figura 5: Cenários evidenciando a transmissão de patógenos de humanos para 
animais silvestres. Em ambos os cenários é demonstrado o sucesso de um spillover, 
com a transmissão sustentada em humanos e a transmissão para novos hospedeiros 
animais. Os caminhos representados mostram duas implicações principais: o risco 
para a conservação de espécies pela infecção causada por um novo patógeno e o 
problema de saúde pública com o retorno de transmissão para as populações 
humanas. Fonte: FAGRE et al., 2022.  

 

Além disso, nesse panorama, partindo de um novo estabelecimento enzoótico, 

o caminho 2 evidencia uma significativa ameaça, a qual destaca a possível ocorrência 

de eventos de spillover secundários na população humana a partir dessa nova 

espécie. Essa nova espécie susceptível pode atuar como fonte de novas epidemias 

tanto para população humana, como sinalizado no modelo, mas também para 
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animais. Vale destacar que o modelo indica apenas duas propostas de rotas de 

transmissão que podem ser muito mais complexas considerando os diferentes 

ecossistemas e composição de espécies de cada local (FAGRE et al., 2022). 

 

1.2 Viroses emergentes  

 
Dentre as DIE, as doenças virais emergentes merecem destaque. Estudos 

recentes evidenciam que os patógenos virais emergentes são a segunda maior causa 

de DIE no mundo, sendo que dentre esses os vírus de RNA são os mais recorrentes 

(JONES et al., 2008).  

Ainda, sabe-se que a maioria das DIE são provenientes da vida silvestre, e 

diante disso, as zoonoses virais representam relevante ameaça à saúde pública global 

já que ocasionaram a maioria das recentes pandemias nos seres humanos (MORSE 

et al., 2012; KARESH et al, 2012). Alguns exemplos importantes são a Influenza 

aviária H5N1 em 1995, a emergência de SARS em 2003, a epidemia de Ebola na 

África em 2014 e a pandemia de COVID-19 (Coronavirus disease 2019) em 2020 

(BURRELL et al., 2017; WHO, 2023A).  

Em primeiro lugar, uma virose emergente é caracterizada como a infecção 

desencadeada por um determinado vírus que não era reconhecido previamente em 

uma espécie de hospedeiro, ou uma infecção que já era conhecida, mas que se 

expandiu geograficamente e para um novo nicho ecológico (FLINT et al., 2015; 

BURRELL et al., 2017). Porém, para que ocorra a transmissão de um vírus entre 

diferentes espécies, alguns fatores devem ser levados em consideração, como 

características ecológicas, características virais e dos hospedeiros (FLINT et al., 

2015).  

 Além disso, também necessitam ser consideradas condições que afetam a 

emergência viral, como propriedades do vírus, aspectos relacionados a resistência do 

hospedeiro, proximidade do homem com animais, fatores que alteram a transmissão, 

como clima, exposição, densidade e crescimento populacional humano, densidade e 

exposição a vetores, e alterações em ambientes naturais. Esses elementos podem 

ocorrer simultaneamente ou não para desencadear a emergência da doença (FLINT 

et al., 2015; BURRELL et al., 2017). 

Para que um vírus de origem animal sustente a transmissão entre humanos, 

alguns estágios evolutivos devem ocorrer. De acordo com Wolfe e colaboradores 
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(2007) e Burrell e colaboradores (2017) são necessários cinco estágios para a 

emergência de uma infecção zoonótica em populações humanas. Inicialmente, o vírus 

circula apenas entre hospedeiros animais. No segundo estágio ocorre a infecção 

primária do vírus para humanos, mas não ocorre transmissão entre humanos. No 

terceiro estágio o vírus pode causar alguns ciclos de transmissão secundária entre 

humanos, mas a transmissão cessa rapidamente. O quarto estágio é caracterizado 

pela existência de um ciclo natural (silvestre) onde os seres humanos são infectados 

por transmissão primária do hospedeiro animal, e que também pode desencadear 

longos surtos de transmissão secundária entre humanos. O quinto e último estágio é 

definido pela transmissão exclusiva e/ou sustentada do vírus entre humanos. Vale 

salientar que não são todos os vírus que avançam por todo esse processo e que ao 

longo dele novas linhagens virais portadoras de mutações que favorecem a infecção 

nos novos hospedeiros podem ser selecionadas. A figura 6 evidencia esses estágios 

com exemplos de espécies virais (WOLFE et al., 2007; BURRELL et al., 2017). 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estágios para a emergência de uma zoonose viral na espécie 
humana. Modelo que propõe cinco estágios principais para a expansão de um 
patógeno circulante apenas em animais se estabelecer como causador de 
doença em humanos. Para cada estágio é demonstrado um vírus, destaque para 
o vírus da raiva transmitido para humanos apenas por animais e para o HIV com 
transmissão sustentada humano-humano. Fonte: WOLFE et al., 2007. 
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Ainda, estudos recentes evidenciaram que vírus que demonstram alta 

plasticidade de hospedeiros (capazes de infectar uma gama de hospedeiros diversa) 

apresentam mais chances de se disseminar geograficamente e possuem maior 

propensão a cruzar a barreira das espécies e ocasionar transmissão entre humanos, 

sendo que as doenças desencadeadas por esses vírus podem demonstrar então 

maior potencial pandêmico (JOHNSON et al., 2015).  

São exemplos relevantes de viroses emergentes as causadas pelos arbovírus 

(arthropod borne viruses), dentre esses destacam-se quatro importantes vírus 

capazes de causar epidemias, o vírus da Febre Amarela (YFV), o vírus da Dengue 

(DENV), o vírus Chikungunya (CHIKV) e o vírus Zika (ZIKV). Esses ainda demonstram 

grande importância em termos de saúde pública na América Latina e causam 

preocupação devido ao potencial de disseminação global e pela possível capacidade 

de se adaptar a novos hospedeiros (HIGUERA e RAMÍREZ, 2019).  

No início de 2019, a Organização Mundial da Saúde (OMS) ranqueou dez 

importantes ameaças à saúde global, e dentre elas estão incluídas doenças 

infecciosas emergentes causadas por vírus com potencial epidêmico e que 

geralmente apresentam alta letalidade. Foram incluídos nessa lista os patógenos 

relacionados ao Ebola, a várias outras febres hemorrágicas, Dengue, Zika, Nipah, 

Influenza pandêmica, Síndrome respiratória aguda grave (SARS) e Síndrome 

respiratória por coronavírus do Oriente Médio (MERS-CoV) (WHO, 2019A).  

Também podemos citar os hantavírus, os quais apresentam ampla distribuição 

geográfica e são mantidos na natureza ocasionando infecções crônicas em roedores. 

As febres hemorrágicas por hantavírus são graves e apresentam alta letalidade (BI et 

al., 2008; JONSSON et al., 2010).  

Além desses exemplos, também podem ser mencionados os ortopoxvírus. 

Atualmente, após a erradicação da varíola, uma extensa parcela da população não 

possui imunidade contra essa doença e contra outras infecções desencadeadas por 

ortopoxvírus zoonóticos. Nesse sentido, esses vírus merecem destaque devido a sua 

ampla distribuição geográfica e a ocorrência frequente de surtos não só em uma 

extensa gama de animais silvestres e domésticos, mas nos seres humanos 

(ESSBAUER et al., 2010; SHCHELKUNOV, 2013; SILVA et al., 2021; WHO, 2022D). 
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1.3 Classe Mammalia e vírus zoonóticos  

 

A frequente interação do ser humano com o meio ambiente é condição 

favorável para a transmissão de patógenos interespécies (KARESH et al., 2012; 

BURRELL et al., 2017). Nesse contexto, destaca-se o papel do contato próximo entre 

humanos e animais que abrigam agentes patogênicos zoonóticos na possível 

ocorrência de spillover (WHO, 2015; PLOWRIGHT et al., 2017; FAGRE et al., 2022).  

Com relação às classes de cordados, a maioria dos patógenos humanos 

oriundos de animais surgiram dos mamíferos (classe Mammalia) e das aves (classe 

Aves). E considerando a barreira entre espécies, esse cenário é o esperado devido à 

maior proximidade filogenética desses grupos com os seres humanos (WOLFE et al., 

2007; OLIVAL et al., 2017).  

Nesse contexto, um estudo conduzido por Olival e colaboradores (2017) 

analisou interações de várias espécies virais com mamíferos e evidenciou que animais 

incluídos nas ordens Chiroptera (morcegos), Primatas (primatas não humanos - PNH) 

e Rodentia (roedores) tiveram maior proporção de vírus zoonóticos em comparação a 

outros grupos de mamíferos (Figura 7). Além disso, esses dados sinalizam para a 

importância desses animais como alvos para vigilância e descoberta de novos vírus 

(MORSE et al., 2012; OLIVAL et al., 2017). Ainda, em referência ao estudo de Olival 

e colaboradores (2017), as famílias virais destacadas como as mais presentes em 

roedores são Peribunyaviridae, Flaviviridae e Arenaviridae, para morcegos 

Peribunyaviridae, Flaviviridae e Rhabdoviridae e para PNH a família Herpesviridae, 

seguida por Flaviviridae.  

Entre todos os mamíferos, vale destacar os primatas não humanos, os quais 

têm relação com cerca de 20% das doenças humanas, mas que representam apenas 

0,5% de todas as espécies de vertebrados descritas até o momento (WOLFE et al., 

2007). Além desses, os roedores, os quais estão distribuídos em quase todos os 

habitats do planeta, tem elevada abundância, apresentam alta taxa de fecundidade e 

interagem com os seres humanos frequentemente, também estão estreitamente 

relacionados a doenças humanas (WOLFE et al., 2007; BURRELL et al., 2017). Os 

roedores representam a maior ordem de mamíferos em número de espécies e podem 

ser descritos como reservatórios zoonóticos e vetores para uma gama de patógenos 

relacionados à espécie humana. Dentre os patógenos importantes relacionados aos 

roedores estão incluídos os vírus transmitidos por roedores (rodent-borne viruses), 
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sendo que exemplos de destaque são os vírus membros das famílias Hantaviridae e 

Arenaviridae (BURRELL et al., 2017; DREWES et al., 2017; OLIVAL et al., 2017). 

Figura 7: Diagrama evidenciando a riqueza viral por ordem de mamíferos e 
família viral. Quanto mais vermelho, maior a riqueza viral em determinado grupo de 
mamífero, com destaque para os roedores, primatas e quirópteros. Esse mapa foi 
gerado com base em 754 espécies de mamíferos e 586 espécies virais reconhecidas 
pelo ICTV. Fonte: OLIVAL et al., 2017.   

 

Ainda, estudos recentes demonstraram que a ordem Rodentia é fonte de dois 

terços dos vírus originários de mamíferos (JOHNSON et al., 2020; KEESING; 

OSTFELD, 2021). Além disso, é considerável sinalizar a presença desses animais em 

ambientes peri-domésticos e domésticos, vivendo em contato próximo com humanos 

e animais domésticos. Esse contato próximo e o fato de muitas espécies de roedores 

conseguirem prosperar em ambientes antropizados contribuem para esses mamíferos 

se destacarem como fontes de patógenos zoonóticos para a espécie humana 

(MEERBURG et al., 2009; KEESING; OSTFELD, 2021; ECKE et al., 2022). Por outro 

lado, ainda vale salientar hábitos de vida desses mamíferos que também contribuem 

para espécies de roedores se tornarem reservatórios potenciais de patógenos e serem 

mais resilientes as alterações antrópicas, dentre eles o oportunismo e sinantropismo, 

a história de vida mais curta, maturidade sexual precoce, juntamente com períodos de 
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gestação mais curtos e ninhadas mais frequentes (MEERBURG et al., 2009; HAN et 

al., 2015; GRAVINATTI et al., 2020; TIRERA et al., 2021).  

Com relação à distribuição de espécies de roedores na América do Sul e Brasil 

(Figura 8), esses mamíferos correspondem a aproximadamente 50% da fauna da 

América do Sul e são descritas 234 espécies da ordem Rodentia no Brasil, o que 

corresponde à 34,7% de todas as espécies de mamíferos do país (PAGLIA et al., 

2012; MAESTRI; PATTERSON, 2016) (Figura 8). Ainda, no contexto de urbanização 

e considerando as grandes cidades brasileiras, assim como no cenário global, estão 

distribuídas espécies sinantrópicas como rato doméstico (Rattus rattus), rato marrom 

(Rattus norvegicus) e camundongo doméstico (Mus musculus), os quais são roedores 

sabidamente relacionados ao aumento de risco de transmissão de zoonoses (ECKE 

et al., 2022). 

Além dos roedores, outro grupo da ordem Carnivora que possui representantes 

que podem apresentar hábitos sinantrópicos, é a família Procyonidae, especialmente 

os quatis (Nasua: Linnaeus, 1766).  No Brasil, além dos quatis (Nasua nasua) são 

conhecidas mais três espécies dessa família, Jupará (Potos flavus), Gatiara 

(Bassaricyon alleni) e Mão-Pelada (Procyon cancrivorus). Esses pequenos mamíferos 

apresentam ampla distribuição pelos biomas brasileiros e possuem dieta onívora 

(Figura 8) (PAGLIA et al., 2012; ICMBio, 2022).  

Os quatis sul-americanos (Nasua nasua) têm uma dieta onívora, hábitos 

diurnos e terrestres, além de uma complexa estrutura social vivendo em bandos de 

até 30 indivíduos, com machos adultos juntando-se aos grupos apenas durante a 

época reprodutiva (PAGLIA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2021; PROJETO 

QUATIS, 2022). Os quatis são animais extremamente sociáveis, sinantrópicos e 

oportunistas, são bem adaptados a viver perto de ambientes urbanos, interagem 

facilmente com humanos e são frequentemente avistados forrageando alimentos de 

origem humana, especialmente no lixo (FERREIRA et al., 2013; RODRIGUES et al., 

2021; PROJETO QUATIS, 2022). A detecção de virus zoonóticos já foi confirmada 

nesses pequenos mamíferos, como o Vaccinia vírus (VACV), em grupos de Nasua 

nasua habitantes de áreas verdes fragmentadas inseridas em contexto urbano 

(COSTA et al., 2018), além da detecção de anticorpos anti-OPV nesses animais no 

México (GALLARDO-ROMERO et al., 2016). Além disso, foi realizada a detecção de 

anticorpos totais contra arbovírus, Flavivirus e Alphavirus, em quatis de uma área de 

Mata Atlântica do Brasil (RODRIGUES et al., 2023) e também a detecção do vírus da 
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raiva e anticorpos neutralizantes em quatis da espécie Nasua narica, no México 

(ARÉCHIGA-CEBALLOS et al., 2010). 

Figura 8: Riqueza de espécies de roedores e distribuição das espécies de 
procionídeos na América do Sul. (A) Mapa da América do Sul evidenciando a riqueza 
de espécies de roedores na extensão territorial do continente, as áreas em laranja e 
vermelho são áreas com maior riqueza. (B) Mapa da América do Sul e central dando 
destaque para as espécies de procionídeos e sua distribuição pelos países neotropicais 
desse continente. Destaque para a região sudeste do Brasil (Biomas de Mata Atlântica 
e Cerrado) que apresenta circulação expressiva tanto de espécies de roedores quanto 
de procionídeos. Fonte: Adaptado de MAESTRI; PATTERSON, 2016 e NAGY-REIS et 
al., 2020.  

 

1.4 Urbanização, áreas verdes e emergência de patógenos   

 

Em todo o planeta, a urbanização e alteração de habitats naturais vêm se 

intensificando. Dados de 2008 mostraram que, pela primeira vez na história, mais de 

50% da população humana mundial residia em áreas urbanas (UNFPA, 2007; PATEL; 

BURKE, 2009; HASSELL et al., 2017). E, ainda, estima-se que no ano de 2030 dois 

terços da população mundial vai habitar áreas urbanas, sendo destaque as 

megacidades, grandes centros urbanos com populações com mais de 10 milhões de 

habitantes (JOWELL et al., 2017; UNESCO, 2021).  

As alterações no uso da terra e urbanização rápida e sem precedentes 

representam uma grande ameaça para o meio ambiente, provocando desmatamento, 

fragmentação ecológica, declínio e perda de biodiversidade de uma forma global 

(MACKENSTEDT et al., 2015; HASSELL et al., 2017; OFORI et al., 2018). O 

https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=N.%20AR%C3%89CHIGA-CEBALLOS&eventCode=SE-AU
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expressivo aumento de áreas urbanas altera radicalmente a estrutura das 

comunidades de vida silvestre anteriormente existentes na região urbanizada, e além 

das alterações locais pode provocar também consequências nas regiões naturais do 

entorno desses grandes centros urbanos (MACKENSTEDT et al., 2015).  

Nesse sentido, áreas urbanas com elevada densidade populacional, em sua 

maioria não planejadas e sem infraestrutura adequada, causam uma série de 

problemas para os seus habitantes, às populações de espécies nativas e ao ambiente. 

Alguns dos principais problemas a serem destacados são o aumento de temperaturas, 

poluição, aumento de áreas com superfície impermeável, fragmentação de habitats, 

alterações na hidrologia, redução da abundância e diversidade de espécies nativas, 

aumento de espécies não nativas. Além de outros problemas sociais incontestáveis, 

como desigualdade e pobreza, bem como o fato de que cidades densamente 

povoadas e conectadas são locais facilitadores para a transmissão de doenças 

respiratórias, doenças causadas por vetores, epidemias e pandemias, como 

observado na pandemia de COVID-19, cenário que ainda é potencializado pela 

enorme conectividade aérea entre os países (PATEL; BURKE, 2009; MACKENSTEDT 

et al., 2015; JOHNSON; MUNSHI-SOUTH, 2017; BAKER et al., 2021).  

Diante de todo esse cenário de urbanização e alterações de comunidades 

naturais, a conversão de área com vegetação em superfície construída é o problema 

mais evidente. E, consequentemente, nesse caminho ocorre a redução de espaços 

naturais e áreas verdes e a formação de fragmentos de mata, desencadeando cada 

vez mais distúrbios nos ecossistemas e sua estrutura trófica, além de alterar a 

estrutura e composição da biodiversidade local (GODDARD et al., 2010; 

MACKENSTEDT et al., 2015; JOHNSON E MUNSHI-SOUTH, 2017; HASSELL et al., 

2017). Levando em consideração que a destruição de habitats e as alterações de uso 

da terra desencadeadas por ações antrópicas desencadeiam alterações na dinâmica 

dos ecossistemas e ocasionam a formação de fragmentos de mata, é relevante 

destacar também a formação de áreas de transição, chamadas ecótones (Figura 9) 

(WEGNER et al., 2022). 

Considerando essa perspectiva, as áreas de floresta que abrigam grande 

biodiversidade cada vez mais se tornam ameaças devido ao desmatamento, 

especialmente por estarem mais propensas a se tornarem áreas de transição, com 

remanescentes de biodiversidade e alterações em sua composição de espécies. 

Dessa forma, essas áreas de ecótone e as áreas de borda, são relevantes no contexto 
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da ocorrência de DIE, já que espécies silvestres presentes nesses locais entram em 

maior contato com humanos, animais domesticados, de criação e sinantrópicos, 

elevando o risco de transmissão de patógenos zoonóticos (Figura 9) (WEGNER et al., 

2022). Como exemplo, observamos áreas limítrofes entre regiões de mata e pequenos 

povoados e/ou cidades atuando de forma significativa no contexto epidemiológico dos 

ciclos de transmissão de algumas arboviroses, especialmente da Febre Amarela no 

continente africano (MARFIN; MONATH, 2008; DOUAM; PLOSS, 2018).  

 

Figura 9: Desmatamento e criação de ecótones na emergência de patógenos 
zoonóticos. São destacadas três regiões diferentes, áreas de floresta, ecótones e áreas 
urbanas/periurbanas. A interação entre as espécies presentes nesses locais é alterada 
de acordo com o nível de interferência humana, e a dinâmica entre as espécies pode 
desencadear a transmissão facilitada de patógenos. Destaque para os remanescentes 
de mata inseridos dentro da área urbana como fonte interação e contato entre as espécies 
silvestres e sinantrópicas com a população humana. Fonte: WEGNER et al., 2022.  

 

No ambiente urbano, a definição de espaços verdes pode ser ampla e diversa, 

sendo incluídos como principais exemplos parques urbanos e reservas, jardins e 

praças, áreas verdes próximas a rios e nascentes, áreas esportivas e de recreação, 

áreas privadas, jardins botânicos e zoológicos, alguns tipos de cemitérios e também 

corredores verdes e áreas de trilhas e vias verdes (WHO, 2016; JOHNSON E 
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MUNSHI-SOUTH, 2017; MMA, 2021A). A presença dos espaços verdes urbanos 

compreende importantes benefícios nesse panorama de urbanização e perda de 

habitats frequente, sendo importantes para trazer benefícios e serviços 

ecossistêmicos, como bem estar, saúde física e mental, e qualidade de vida para o 

homem, melhoria de qualidade do ar e água, diminuição de poluição sonora e ilhas de 

calor, além de promoção, conservação e proteção da biodiversidade das espécies 

silvestres do local (GODDARD et al., 2010; WOLCH et al., 2014; MACKENSTEDT et 

al., 2015; WHO, 2016; WHO, 2017). Além disso, de acordo com Johnson e Munshi-

South (2017), os parques urbanos em alguns casos podem funcionar como fontes de 

diversidade genética para as áreas circundantes, contribuindo para o fluxo gênico 

entre as populações próximas.  

Ainda, de acordo com a legislação brasileira, Art. 8º, § 1º, da Resolução 

CONAMA Nº 369/2006, áreas verdes de domínio público são locais com vegetação e 

livres de impermeabilização que exercem funções ecológicas, recreativas e 

paisagísticas, contribuindo para melhoria da cidade e qualidade de vida tanto no que 

diz respeito à qualidade ambiental, estética e funcional, e para o equilíbrio ambiental 

(MMA, 2021A). Além disso, de acordo com o Código Florestal (Lei nº 12.651, de 25 

de maio de 2012), áreas verdes urbanas também podem ser consideradas áreas de 

preservação permanente (APP), sendo espaços legalmente protegidos, e unidades 

de conservação (UC) urbanas, e a manutenção desses locais tem reconhecido valor 

de conservação e do patrimônio natural, contribuindo também para funções sociais, 

ecológicas e educativas (BRASIL, 2012; MMA, 2021A; MMA, 2021B). 

A contribuição das áreas verdes urbanas é inegável, mas nesse complexo 

contexto de urbanização sem planejamento e sem precedentes, conservação da 

biodiversidade e alterações ecológicas, mudanças de uso da terra ocasionam a 

alteração das interfaces de contato entre homem–vida silvestre, o que pode contribuir 

para mais oportunidades de emergência de patógenos zoonóticos (HASSELL et al., 

2017; PLOWRIGHT et al., 2021). Ambientes antropizados e alterados desencadeiam 

uma grande interferência humana na biodiversidade e equilíbrio dos ecossistemas, e 

essa perturbação nas dinâmicas patógeno-hospedeiro e criação de novas interfaces 

de contato entre as espécies é um facilitador para eventos de emergência de 

zoonoses (HASSELL et al., 2017; PLOWRIGHT et al., 2021). 

Sabe-se que a manutenção da biodiversidade natural tem efeitos benéficos na 

transmissão de doenças infecciosas, como por exemplo, o efeito diluidor no qual a 

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2011-2014/2012/Lei/L12651.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2011-2014/2012/Lei/L12651.htm
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elevada biodiversidade pode atuar reduzindo a prevalência de patógenos, diminuindo 

as chances de contato entre hospedeiros, o que também pode reduzir a exposição 

humana a patógenos (KESSING et al., 2010; KEESING; OSTFELD, 2021). Entretanto, 

a distribuição das espécies, densidade e abundância são fatores que atrelados a 

perda de biodiversidade em um determinado habitat podem afetar a ocorrência e 

contribuir para o aumento da transmissão de patógenos, além de fatores como 

probabilidade de encontros e transmissão entre hospedeiros competentes, 

mortalidade e taxas de recuperação de hospedeiros infectados (KESSING et al., 2010; 

HASSELL et al., 2017; KEESING; OSTFELD, 2021). 

Nessa perspectiva, a preservação de ecossistemas e manutenção de 

biodiversidade endêmica contribuem para diminuir a prevalência de DIE, contrastando 

com os ambientes urbanos, com infraestrutura não planejada para áreas verdes, os 

quais em sua maioria apresentam um declínio de espécies nativas, fragmentação de 

habitats, prevalência de espécies invasivas, e barreiras para a dispersão de espécies 

o que consequentemente reduz o fluxo gênico entre as populações animais 

(KESSING et al., 2010; GODDARD et al., 2010; JOHNSON E MUNSHI-SOUTH, 

2017).  

Nos ambientes urbanos, pequenos mamíferos constituem parte relevante da 

biodiversidade e podem ser comuns (OFORI et al., 2018). Entretanto, como já 

descrito, a perturbação das populações animais devido à urbanização pode 

desencadear a substituição de espécies nativas por espécies invasivas e com hábitos 

generalistas. Assim, é possível observar que dependendo do nível de urbanização, 

alteração de habitats e fragmentação, comunidades diversas de pássaros e 

mamíferos que possuem nichos ecológicos mais específicos e dietas mais restritivas 

tendem a ser substituídas por indivíduos de espécies com nicho ecológico mais amplo, 

generalistas, representadas principalmente por roedores, pássaros necrófagos, 

algumas espécies de pequenos mamíferos e morcegos (HASSELL et al., 2017; 

HASSELL et al., 2021).  

Nessa paisagem urbana antropizada, os animais generalistas constituem a vida 

selvagem mais adaptada, e essas espécies que predominam e prosperam nesse 

ambiente são denominadas espécies sinantrópicas (HASSELL et al., 2017; KESSING 

et al., 2021). Esses animais com hábitos sinantrópicos geralmente são predominantes 

nos fragmentos de mata urbanos e são capazes de utilizar os recursos proporcionados 

pela vida antropizada, conseguindo sobreviver às pressões ambientais desses 
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espaços com alta densidade populacional humana (OFORI et al., 2018; HASSELL et 

al., 2017; HASSELL et al., 2021). 

Dessa maneira, levando em consideração que o contato entre vida silvestre- 

homem é um fator determinante para eventos de spillover, estudos recentes também 

já demonstraram que muitas espécies sinantrópicas são consideradas fontes de 

patógenos zoonóticos, entre eles os vírus, podendo atuar como hospedeiros 

reservatórios para doenças zoonóticas, o que juntamente com a elevada densidade 

de espécies silvestres e seres humanos favorece oportunidades de contato e 

possíveis eventos de spillover (PLOWRIGHT et al., 2021; HASSELL et al., 2017; 

UNEP, 2020). A alteração da ecologia de doenças e dinâmica de transmissão de 

patógenos nesses ambientes também pode colaborar para eventos de transmissão 

reversa, colocando em risco populações de animais, onde patógenos humanos podem 

causar surtos em populações de animais silvestres (spillback), além de ser necessário 

destacar que em ambientes urbanos o contato próximo da interface animais silvestres 

– animais domésticos – seres humanos também é importante fator de risco para 

desencadear eventos de emergência de zoonoses principalmente em áreas 

periurbanas (DITCHKOFF et al., 2006; MESSENGER et al., 2014; HASSELL et al., 

2017; BORREMANS et al., 2019; PLOWRIGHT et al., 2021; HASSELL et al., 2021; 

KEESING; OSTFELD, 2021).  

Mediante o exposto, e visando mitigar os impactos da urbanização na 

biodiversidade e reduzir as possibilidades de eventos de emergência de patógenos 

em áreas urbanas, se faz necessária uma gestão da biodiversidade urbana. Para 

atender tal gestão em um cenário satisfatório, áreas de grandes centros urbanos 

devem procurar investir em infraestrutura planejada e manutenção de espaços verdes 

urbanos naturais, o que reduz as áreas fragmentadas e auxilia na diminuição de 

perturbações ambientais, contribuindo para ecossistemas mais resilientes e para a 

manutenção da vida silvestre e biodiversidade nativa (GODDARD et al., 2010; 

JOHNSON; MUNSHI-SOUTH, 2017; HASSELL et al., 2021; PLOWRIGHT et al., 

2021).  

Ainda, para atrelar o desenvolvimento urbano com esforços de conservação e 

integração com áreas verdes se faz necessário compreender as áreas de interface de 

contato entre as espécies (humano-animal) e priorizar estudos e programas de 

monitoramento e vigilância epidemiológica da circulação e dinâmica de transmissão 

de patógenos nas populações animais, reforçando a saúde humana e animal e as 
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ações para prevenção e controle de possíveis eventos de spillover (HASSELL et al., 

2017; OFORI et al., 2018; HASSELL et al., 2021; PLOWRIGHT et al., 2021).  

 

1.5 Arbovírus  

 

O termo arbovírus (arthropod borne viruses) se refere a um grupo diverso de 

vírus, onde estes são transmitidos para seus hospedeiros vertebrados por meio de 

vetores artrópodes hematófagos. Esses vírus estão presentes principalmente nas 

regiões tropicais e subtropicais do planeta e infectam uma extensa gama de espécies 

vertebradas (WEAVER, 2013; YOUNG, 2018).  

Para se manter na natureza os arbovírus necessitam de hospedeiros e de 

vetores (WEAVER e BARRETT, 2004). Os arbovírus apresentam caráter zoonótico, 

sendo que a emergência e reemergência desses vírus é responsável por ocasionar 

taxas significativas de morbidade e mortalidade nas populações humanas (WEAVER; 

BARRETT, 2004; YOUNG, 2018).  

Os ciclos de transmissão dos arbovírus são complexos e diferem para as 

diferentes espécies virais. Geralmente os vírus são mantidos na natureza em um ciclo 

silvestre, sendo que os principais vetores envolvidos nos ciclos de transmissão desses 

vírus são mosquitos, carrapatos e flebotomíneos. Nos ciclos enzoóticos, os 

hospedeiros costumam ser principalmente pássaros, pequenos mamíferos e primatas 

não humanos. Eventos de spillover ocorrem quando um vetor infectado pica um 

homem ou animal doméstico inserido próximo a essas áreas de transmissão silvestre. 

Ainda, no contexto de transmissão dos arbovírus é importante o estado virêmico dos 

hospedeiros vertebrados, além da presença de vetores competentes para ocorrência 

de novos ciclos de transmissão em novos hospedeiros susceptíveis (Figura 10) 

(WEAVER; BARRETT, 2004; GOULD et al., 2017; YOUNG, 2018). Nesse cenário, os 

humanos e outros animais como os equídeos são considerados hospedeiros finais 

não reservatórios (“dead-end-host”) para um grande número de arbovírus, já que 

estes não apresentam viremia suficiente e assim não seriam eficientes para infectar 

um vetor (WEAVER; BARRETT, 2004; GUBLER, 2002). 

 Em contrapartida, vale destacar que para alguns arbovírus são descritas 

transmissão entre humanos por mosquitos vetores, sendo exemplos os vírus da 

Dengue, Zika, Febre Amarela e Chikungunya (PAIXÃO et al., 2018; YOUNG, 2018). 

Também é importante a ocorrência de transmissão vertical para os arbovírus, que 
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ocorre em algumas espécies de mosquitos vetores de uma fêmea infectada para sua 

prole (LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014).  

 

 

Figura 10: Ciclos de transmissão dos arbovírus. A figura ilustra o caráter zoonótico 
desses vírus. No ciclo urbano é demonstrada a transmissão entre humanos por meio 
de mosquitos, Aedes aegypti e Aedes albopictus. No ciclo enzoótico estão envolvidos 
hospedeiros animais e os vetores artrópodes, sendo que nesse ciclo os humanos se 
infectam acidentalmente, ao ter contato com esses ambientes. Ainda, alguns arbovírus 
como o vírus da Encefalite Japonesa, estabelecem um ciclo epizoótico rural, 
favorecendo spillover e causando epidemias em ambientes rurais. Fonte: Adaptado de 
WEAVER et al., 2018.  
 

Com relação à ocorrência de infecções por arbovírus na espécie humana, a 

maioria delas é relacionada a três famílias virais, Togaviridae, Flaviviridae e 

Peribunyaviridae (YOUNG, 2018). Diante disso, ressalta-se que os vírus de RNA são 

o maior número e que para a América do Sul os arbovírus mais relevantes são das 

famílias Togaviridae e Flaviviridae (HIGUERA; RAMÍREZ, 2019).  

No Brasil, os arbovírus que demonstram mais impacto na saúde pública são o 

vírus da Dengue (DENV), o vírus da Febre Amarela (YFV), o vírus Zika (ZIKV) e o 

vírus Chikungunya (CHIKV) (FIGUEIREDO, 2016; PAIXÃO et al., 2018; NAVA et al, 

2017).  Além de outros que apresentam risco de emergência como o vírus Mayaro 

(MAYV), o vírus da encefalite Saint Louis (SLEV) e o vírus Oropouche (OROV) 

(FIGUEIREDO, 2007).  
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1.6 Flaviviridae 

 

Dentre as famílias virais que podem ser correlacionadas a ocorrência de 

infecções emergentes e reemergentes, a família Flaviviridae certamente pode ser 

citada como uma ameaça devido a importância que apresenta em contextos de saúde 

pública e saúde animal, além da sua ampla distribuição global (PANDIT et al., 2018; 

PIERSON; DIAMOND, 2020). Contribuindo para esse potencial epidêmico estão 

também fatores como a transmissão através de vetores artrópodes e o extenso 

espectro de hospedeiros, especialmente mamíferos e aves, que esses vírus são 

capazes de infectar (PANDIT et al., 2018; PIERSON; DIAMOND, 2020).  

O termo Flaviviridae deriva do latim “flavus” que significa amarelo. Essa família 

é dividida em quatro gêneros: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus e Pegivirus. Dentre 

estes, o gênero Flavivirus compreende o maior número de espécies, 53 espécies 

virais, dentre elas o Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), West Nile virus 

(WNV), Japanese encephalitis virus (JEV), Zika virus (ZIKV), Saint. Louis encephalitis 

virus (SLEV) e Usutu virus (USUV), conhecidas por serem importantes patógenos 

humanos e animais (LINDENBACH et al., 2013; SIMMONDS et al., 2017; WEAVER 

et al., 2018; PIERSON; DIAMOND, 2020).  

Quanto à morfologia, os vírions são esféricos, possuem capsídeo icosaédrico 

e as partículas apresentam diâmetro em torno de 40 - 60 nm. São vírus envelopados 

e apresentam genoma de RNA de fita simples, polaridade positiva (LINDENBACH et 

al., 2013). As partículas apresentam três proteínas estruturais, a proteína (C) do 

capsídeo que envolve o genoma, as proteínas do envelope (E) e de membrana (M) 

(LINDENBACH et al., 2013; SIMMONDS et al., 2017). 

O genoma viral apresenta em torno de 11.000 nucleotídeos (11 kb) possuindo 

apenas uma fase aberta de leitura (ORF – Open Reading Frame), flanqueada por 

regiões não codificadoras (NCR) em ambas as extremidades, 5’ com 

aproximadamente 100 nucleotídeos e 3’ de 400 a 700 nucleotídeos. A tradução do 

RNA codifica apenas uma poliproteína, que posteriormente é clivada por proteases 

virais e celulares para a formação das proteínas virais maduras. São codificadas três 

proteínas estruturais (C – prM – E) próximas a extremidade 5’, seguidas por sete 

proteínas não-estruturais (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) que 

estão relacionadas com a replicação do genoma e montagem das novas partículas 

virais (Figura 11) (LINDENBACH et al., 2013; SIMMONDS et al., 2017). 
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Figura 11: Organização do genoma e estrutura de partícula dos flavivírus. Destaque 
para a poliproteína que é clivada por proteases celulares e virais para dar origem às 
proteínas estruturais e não-estruturais do vírus. Nas partículas imaturas a proteína 
precursora (prM) ainda não foi clivada em proteína (M) para dar origem a partícula 
madura. Fonte: Adaptado de PIERSON; DIAMOND, 2020. 

 

1.6.1 Febre Amarela  

 

A Febre Amarela (FA) é conhecida como a febre hemorrágica viral original, 

caracterizando-se como uma doença sistêmica capaz de desencadear quadros 

hemorrágicos e apresentar alta letalidade (MARFIN; MONATH, 2008; KLITTING et al., 

2018). O vírus da Febre Amarela (YFV) é um vírus envelopado, de capsídeo 

icosaédrico com genoma de RNA fita-simples, polaridade positiva. Assim como os 

outros flavivírus, o YFV apresenta diâmetro aproximado de 50 nm, sendo um vírus 

relativamente pequeno quando comparado a outros já identificados na virosfera 

(BARRETT, 2001; LINDENBACH et al., 2013; GARDNER; RYMAN, 2010). 

Até o momento, é descrito um único sorotipo para o YFV e 7 genótipos virais. 

Dentre os genótipos descritos, 5 são encontrados na África e 2 na América do Sul. 

Estudos filogenéticos sugerem que o YFV teve sua origem na África e foi introduzido 

e disseminado para a América do Sul através dos navios de comércio e tráfico negreiro 

no século XVI (LEPINEIC et al., 1994; MUTEBI et al., 2001; BARRETT; HIGGS, 2007; 

MARFIN; MONATH, 2008; MONATH; VASCONCELOS, 2015). 
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A Febre Amarela é endêmica nas regiões tropicais da América do Sul e da 

África (Figura 12). É considerada uma doença reemergente devido ao aumento do 

número de casos nos últimos 25 anos, mesmo com a existência de uma vacina efetiva. 

A cada ano são relatados cerca de 200.000 casos dessa febre hemorrágica viral 

acompanhados por cerca de 30.000 mortes, porém acredita-se que esses números 

são subestimados e a incidência real seja de 10-250 vezes maior. De acordo com a 

Organização Mundial da Saúde, 47 países são considerados áreas endêmicas para a 

FA, sendo 37 países africanos e 13 pertencentes à América do Sul e Central 

(MONATH, 2001; BARRETT; HIGGS, 2007; MONATH; VASCONCELOS, 2015; WHO, 

2019B; PAHO, 2023A).   

O YFV infecta primatas não humanos (PNH) e humanos nas regiões 

endêmicas. Esse vírus é transmitido para seus hospedeiros por intermédio de um 

mosquito vetor. Na África, estão envolvidos na transmissão os mosquitos do gênero 

Aedes, enquanto na América do Sul, além deste gênero estão compreendidos 

também os gêneros Haemagogus e Sabethes (BARRETT; HIGGS, 2007; GARDNER; 

RYMAN, 2010). 

São descritos três tipos de ciclos para a FA. No ciclo silvestre, o vírus é mantido 

na natureza pela transmissão entre mosquitos silvestres e PNH em florestas tropicais 

da África e América do Sul. Na África, este ciclo tem como principal vetor a espécie 

Aedes africanus, e na América os vetores principais neste ciclo são Haemagogus 

janthinomys, H. leucocelaenus e Sabethes chloropterus. Nos dois continentes os 

hospedeiros vertebrados divergem, e outro fator a ser considerado é que as espécies 

de PNH das Américas geralmente sofrem de FA fatal, enquanto no continente Africano 

os hospedeiros apresentam infecções mais brandas e em muitos casos subclínicas. 

Neste ciclo silvestre casos humanos podem ocorrer de forma esporádica, quando o 

homem adentra nessas áreas de mata (BARRET, 2001; BARRETT; HIGGS, 2007; 

GARDNER; RYMAN, 2010; SILVA et al., 2020; SACCHETTO et al., 2020).  

Na África também pode ser caracterizado um ciclo intermediário, ou ciclo de 

savana. Esse ciclo ocorre em áreas úmidas de savana próximas a áreas de florestas 

tropicais, com a presença de atividades humanas como aldeias rurais e terras 

agrícolas. Nesse ciclo, os mosquitos vetores se alimentam tanto em PNH quanto em 

humanos (MUTEBI; BARRETT, 2002; BARRETT; HIGGS, 2007; MARFIN; MONATH, 

2008).  
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Figura 12: Países endêmicos para a Febre Amarela e as regiões com recomendação 
de vacinação. Em vermelho, áreas com recomendação de vacinação, áreas com 
vacinação geralmente não recomendada (laranja claro), locais sem recomendação de 
vacina (alaranjado mais claro e cinza). Para o Brasil em laranja escuro, área com 
recomendação de vacinação desde 2017, porém atualmente todo território é considerado 
área com recomendação de vacina. Fonte: Adaptado de SACCHETTO et al., 2020 e CDC, 
2018B. 

 

O ciclo urbano caracteriza-se pela transmissão do YFV entre humanos pelo 

Aedes aegypti. Esse ciclo é motivo de notável preocupação, pois pode facilmente 

desencadear epidemias. Nesse ciclo, o principal hospedeiro é o homem e a 

transmissão da doença pode acontecer de forma mais rápida, devido à alta densidade 

do mosquito vetor e a possível limitada imunização dos indivíduos residentes em 

áreas urbanas (MUTEBI; BARRET, 2002; BARRETT; HIGGS, 2007; WHO,2019B). No 

Brasil, o último caso de FA urbana registrado ocorreu em 1942. Em contraste, na 

África o ciclo urbano é bem mais frequente, e em 2016 foi registrada uma epidemia 

sem precedentes de FA urbana na Angola e República Democrática do Congo, com 

393 óbitos confirmados pela OMS e registro de disseminação para outros países, 

incluindo caso fatal para na China (KRAEMER et al., 2017; BRASIL, 2019a; EYE, 

2018).   
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A FA tem caráter zoonótico e normalmente os casos identificados em humanos 

são precedidos por epizootias (transmissão intensa de um agente patogênico entre os 

animais hospedeiros naturais) em PNH. A ocorrência de epizootias em PNH é um 

alerta para a circulação do YFV e possível transmissão para os seres humanos, sendo 

os PNH considerados animais sentinelas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021).  

Considerado o ciclo silvestre do YFV e a escassez de estudos buscando 

entender a circulação do vírus em outros hospedeiros e o possível impacto na vida 

silvestre e transmissão do YFV, é importante destacar o estudo de Thoisy e 

colaboradores (2004) que realizou um inquérito sorológico para detecção de 

anticorpos neutralizantes anti-YFV em pequenos mamíferos na Guiana Francesa. 

Foram encontrados anticorpos neutralizantes em primatas além de outros mamíferos 

silvestres como: cotia e porco-espinho (Rodentia), porco do mato (Artiodactyla), Irara 

(Carnivora) e preguiças e tamanduás (Xenarthra). Esse estudo evidencia que outras 

espécies de mamíferos, não só humanos e PNH, podem ser hospedeiros potenciais 

para o YFV (THOISY et al., 2004). Esses dados suportam a hipótese de que o vírus 

poderia circular em outras espécies de mamíferos em remanescentes florestais 

próximos a matrizes urbanas e que essas espécies poderiam desempenhar um papel 

na dinâmica de circulação do YFV em ambientes urbanos e periurbanos das grandes 

cidades do Brasil.  

No Brasil, a última epidemia urbana de FA ocorreu no Rio de Janeiro em 1929, 

registrando 478 óbitos. Em 1942 foram registrados 3 casos no Acre, e desde esta data 

não há confirmação de ciclo urbano da doença (BARRETT, 2001; COSTA et al., 2011). 

Em dezembro de 2016, iniciou-se no país uma das mais significativas epidemias de 

FA silvestre já reportadas, com casos registrados em regiões que historicamente 

apresentavam pouca ou nenhuma circulação do YFV. Dados divulgados pelo 

Ministério da Saúde desde 1980 compõem uma série histórica da doença, e desde 

então esse último surto foi o maior já registrado (Figura 13) (SACCHETTO et al., 

2020). Segundo o Ministério da Saúde, foram registrados nessa epidemia 2.155 casos 

humanos, acompanhados de 745 óbitos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018A; DOUAM; 

PLOSS, 2018). A reemergência silvestre de FA no Brasil teve como epicentro a região 

sudeste do país, a mais densamente povoada, com destaque para maior número de 

casos registrados em Minas Gerais e São Paulo. Nessa região grande contingente 

populacional se encontrava susceptível, já que os estados afetados não eram 
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considerados como áreas de recomendação de vacinação (POSSAS et al., 2018; 

BRASIL, 2019; STOFFELLA-DUTRA et al., 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Gráfico com série histórica do número de casos humanos de FA no 
Brasil. Casos de FA linha verde e a letalidade pontilhado em cinza. Dados do 
Ministério da Saúde, de 1980 até o período de monitoramento de 2019/2020, com 
destaque para a emergência extra-amazônica principalmente a partir dos anos de 
2016/2017. Fonte: SACCHETTO et al., 2020.  

 

O grande impacto em saúde pública desencadeou ações de vigilância, 

prevenção e resposta, onde foram distribuídas em torno de 68,9 milhões de doses de 

vacinas entre 2017 e 2018 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018B; POSSAS et al., 2018). 

Estudos de vigilância genômica baseados em inferências filogenéticas de amostras 

de YFV provenientes da epidemia de FA de 2016-2019 demonstraram que as 

linhagens de YFV que circulantes apresentavam uma alta identidade com o genótipo 

Sul-Americano I, linhagem 1E (MIR et al., 2017; FARIA et al., 2018; REZENDE et al., 

2018; DELATORRE et al., 2019).  

Ainda, no que diz respeito ao cenário epidemiológico no estado de Minas 

Gerais, merecem destaque a ocorrência de epidemias nos anos de 2001, 2003 e as 

epidemias dos períodos de monitoramento 2016/2017 e 2017/2018. De 1989 a 2023, 

foram registrados 1116 casos de Febre Amarela Silvestre em humanos no estado, 

sendo o período de 2016 a 2018 responsável por 1006 casos (90.1%) desse total. 
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Ressalta-se a proximidade da epidemia com os grandes centros urbanos do estado, 

abrigando um grande contingente populacional (SES, 2021; SES,2022).  

Desde 2019 não são registrados casos humanos de Febre Amarela no estado, 

porém nos períodos de monitoramento de 2021/2022 e 2022/2023 foram confirmadas 

22 epizootias em PNH, o que evidencia a manutenção da circulação silvestre do vírus 

no estado, sendo uma dessas epizootias confirmadas em Belo Horizonte em 

2021/2022 (SES, 2021; SES, 2022). Ainda, em Belo Horizonte foram confirmadas 

quatro epizootias em PNH nos anos de 2016 e 2017, destacando a proximidade dessa 

circulação enzoótica viral nos anos recentes e próxima a grandes centros urbanos 

(PBH, 2017A). 

  

1.6.2 Dengue  

 

O Dengue virus (DENV) pertence ao gênero Flavivirus, família Flaviviridae e 

compreende 4 sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). Esses sorotipos 

demonstram uma ampla variabilidade genética já que dentro de cada sorotipo são 

identificados genótipos distintos (PIERSON; DIAMOND, 2013; WHO, 2019C). O 

DENV é um vírus envelopado de simetria icosaédrica, que apresenta genoma de RNA 

fita-simples, polaridade positiva com aproximadamente 10.7 kb (KUHN et al., 2002; 

PIERSON; DIAMOND, 2013).  

Acredita-se que o ancestral dos quatro sorotipos de DENV tenha se originado 

de um ciclo silvestre envolvendo primatas não humanos e mosquitos há cerca de 1000 

anos atrás. Ainda, o salto de espécies e a transmissão para os seres humanos dos 

quatro sorotipos do vírus ocorreram de forma independente provavelmente na África 

ou no sudeste da Ásia entre 100 e 800 anos atrás (CDC, 2019; HOLMES et al., 2003). 

As áreas de circulação viral foram expandidas principalmente nos séculos XVIII e XIX 

através das atividades de transporte comercial, e já no início do século XX a dengue 

se apresentava como um problema significativo de saúde pública em grande parte 

dos países tropicais (GUBLER, 1997; GUBLER, 2002).  

Atualmente a dengue é a arbovirose que mais afeta os seres humanos em 

âmbito mundial, sendo que nos últimos 50 anos a incidência da doença aumentou 

drasticamente (KYLE; HARRIS, 2008; BHATT et al., 2013; MESSINA et al., 2019). A 

Organização Mundial da Saúde estima que aproximadamente 100-400 milhões de 

infecções ocorrem anualmente e considera-se que mais de 100 países em todo o 
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mundo são áreas endêmicas para a doença. Entretanto, países das Américas, 

Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental são os atualmente mais afetados por epidemias 

de Dengue (CDC, 2019; WHO, 2022A). Não obstante, de acordo com o estudo de 

Brady e colaboradores (2012), cerca de 4 bilhões de pessoas estão em áreas de risco 

de infecção pelo DENV principalmente em regiões tropicais e subtropicais (Figura 14), 

e estima-se que 390 milhões de pessoas são infectadas anualmente (BHATT et al., 

2013; WHO, 2022A). 

 

Figura 14: Regiões do planeta com predisposição para transmissão do DENV. 
Mapa de calor evidenciando uma projeção das principais áreas do mundo que 
apresentam características ambientais para transmissão do Dengue vírus. Destaque 
para as regiões tropicais e subtropicais. Fonte: MESSINA et al., 2019. 
 

A Dengue é uma doença febril aguda causada pelos quatro sorotipos do vírus, 

sendo que a infecção por um sorotipo não gera imunidade contra outros. A infecção 

por DENV pode causar um amplo espectro de manifestações, sendo a maioria dos 

casos assintomáticos e casos leves a moderados, de acordo com a OMS os casos de 

dengue estão categorizados em dengue, com ou sem sinais de alerta, e dengue grave 

(WHO, 2022A).   

A circulação do DENV na natureza é mantida pela ocorrência de dois ciclos, 

um silvestre ou enzoótico e um ciclo urbano. No ciclo silvestre o vírus é transmitido 

entre primatas não humanos por mosquitos vetores Aedes spp. Esses ciclos silvestres 

ocorrem nas florestas do sudeste da Ásia e oeste da África (VASILAKIS et al., 2011; 

HANLEY et al., 2014). O ciclo urbano pode ser encontrado em diversos centros 

urbanos dos trópicos onde a dengue é endêmica e representa grande impacto na 

saúde pública. Nesse contexto a transmissão ocorre entre seres humanos através do 

vetor Aedes aegypti, além da possível competência vetorial relacionada a vetores da 
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espécie Ae. albopictus (GUBLER, 2002; DE FIGUEIREDO et al., 2010; SUKHRALIA, 

et al., 2019; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021).  

Ainda, é relevante sinalizar que o DENV é o único entre os arbovírus que 

evoluiu e se adaptou a transmissão exclusiva entre seres humanos, eliminando assim 

a necessidade do ciclo enzoótico para se manter nos ambientes urbanos (GUBLER, 

2002). Além disso, na América do Sul o ciclo silvestre não foi reconhecido e os 

mamíferos silvestres não possuem papel confirmado nesse ciclo embora anticorpos 

neutralizantes contra o DENV já tenham sido identificados em animais como 

marsupiais, morcegos e roedores nesse continente (THOISY et al., 2009; GWEE et 

al., 2021). Os resultados moleculares de Thoisy e colaboradores (2009) evidenciaram 

que os vírus dos 4 sorotipos de DENV encontrados nas amostras de mamíferos 

neotropicais eram divergentes daqueles que circulavam em populações humanas das 

áreas circundantes durante o período analisado, sugerindo uma circulação 

independente do vírus em ambientes florestais. A detecção do DENV em outras 

espécies de mamíferos, além de PNH, reforça a possibilidade de circulação desse 

vírus em outros hospedeiros vertebrados e sinaliza para a possível circulação viral em 

áreas de mata próximas a ambientes urbanos.  

Nos últimos 35 anos todos os quatro sorotipos do vírus da dengue foram 

introduzidos no Brasil e o vírus foi responsável por ocasionar várias epidemias com 

mais de 10.000.000 casos e milhares de mortes. Atualmente a dengue é a doença 

infecciosa mais frequente no Brasil e com a circulação dos quatro sorotipos, essa pode 

ser considerada hiper endêmica nos centros urbanos do país. Dentre os países da 

América do Sul, o Brasil está entre os mais afetados pela doença. Somente no ano de 

2018 foram confirmados 174.724 casos de dengue no território nacional. De acordo 

com boletins epidemiológicos, no ano de 2022 o número de casos prováveis da 

doença pode ter chegado a 1.450.270 casos (taxa de incidência de 679,9 casos por 

100 mil hab.) sendo confirmados 1016 óbitos durante o ano no país (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2016; VILLABONA-ARENAS et al., 2014; SALLES et al., 2018; SVS, 2019; 

SVS, 2021; SVS, 2023).  

Em Minas Gerais, de acordo com dados oficiais, foram confirmados 71.056 

casos de dengue em 2022, acompanhados de 66 óbitos. O gráfico abaixo evidencia 

que o estado tem demonstrado elevados números de casos prováveis de Dengue nos 

últimos anos (SES, 2023), inclusive durante os anos de realização desse estudo 

(Figura 15).  
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Fatores que podem estar relacionados à emergência de casos de dengue e a 

ocorrência de epidemias cada vez mais frequentes são o crescimento populacional, a 

mobilidade humana, a urbanização desenfreada e a dispersão do mosquito vetor 

(BARRETO; TEIXEIRA, 2008).  

 

Figura 15: Número de casos prováveis de Dengue por semana epidemiológica, 
Minas Gerais. Casos prováveis por semana epidemiológica de início dos sintomas, nos 
anos de 2010 (roxo), 2013 (rosa), 2016 (roxo escuro), 2019 (laranja), 2021 (azul escuro) 
e 2022 (azul claro). Fonte: SES, 2023.  
 
 

1.6.3 Zika  

  

O Zika vírus (ZIKV) é um vírus envelopado de RNA fita-simples e sentido 

positivo, assim como os outros flavivírus, o ZIKV possui um genoma de 

aproximadamente 11kb (LIU et al., 2019).   

O ZIKV tem sua origem na África, sendo que foi identificado pela primeira vez 

no ano de 1947 em Uganda. Esse primeiro isolado foi proveniente de macacos Rhesus 

na floresta de Zika, e posteriormente em 1948, também na África, o vírus foi isolado 

de mosquitos Aedes africanus (DICK et al., 1952; SONG et al., 2017; WHO, 2022B). 

Após a sua descoberta, o vírus foi responsável por causar infecções 

esporádicas em humanos na África e na Ásia, sendo que a maioria dos casos eram 

relacionados a quadros clínicos leves. Porém, em 2007 ocorreu o primeiro grande 

surto de Zika, fora das regiões da África e Ásia, na Ilha de Yap (Estados Federados 

da Micronésia), situada no noroeste do Oceano Pacífico. A partir de então o vírus se 

disseminou para a Polinésia Francesa e outras ilhas do pacífico em 2013 e 2014. Em 

2015, o ZIKV ampliou ainda mais sua distribuição geográfica e ocasionou surtos no 

Brasil e América Latina, alcançando também a América do Norte em 2016 (Figura 16) 

(KINDHAUSER et al., 2016; SONG et al., 2017; YUN; LEE, 2017).  
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Figura 16: Surtos de Zika ao redor do globo. Desde sua emergência em 1947, o ZIKV 
estava confinado em países da África e no Sudeste Asiático, mas a partir de 2007 
ocorreram surtos fora dessas regiões e o vírus alcançou vários outros países na última 
década. Fonte: WEAVER, 2017.  

 

No Brasil, a transmissão autóctone do vírus foi confirmada inicialmente no 

nordeste brasileiro, e logo em novembro de 2015 o Ministério da Saúde declara a 

emergência do ZIKV como Emergência em Saúde Pública de importância Nacional 

(BRASIL, 2016; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). Além da forma clássica de 

transmissão através da picada de mosquitos vetores, o ZIKV pode ser transmitido 

também por via sexual e durante a gravidez da mãe para o feto (MUSSO et al., 2015; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). Nesse cenário, a infecção pelo ZIKV foi 

correlacionada com a ocorrência de complicações neurológicas graves e irreversíveis, 

acometendo principalmente fetos e recém-nascidos, como encefalites, microcefalia e 

a Síndrome de Guillain Barré (MUSSO et al., 2015; MAGALHÃES-BARBOSA et al., 

2016; SOUZA et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2017; WHO, 2022B).  

O Ministério da Saúde divulgou que em 2015 o número de casos estimados da 

doença no país pode ter ficado entre 497.593 e 1.482.701 casos, já que 80% das 

infecções por ZIKV não manifestam sinais ou sintomas da doença (BRASIL, 2016). A 

emergência do ZIKV nas Américas, especialmente no Brasil, trouxe impactos a longo 

prazo, tanto em aspectos de saúde pública e econômicos, como também sociais 

devido as malformações congênitas do sistema nervoso central em recém-nascidos. 

http://www.saude.gov.br/guillainbarre
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Além de sobrecarregar os sistemas de saúde do país com a circulação de mais uma 

arbovirose, e representar risco para a saúde pública a nível global devido a 

possibilidade de disseminação desse vírus internacionalmente (PIERSON; 

DIAMOND, 2013; MUSSO; GUBLER, 2016; LESSLER et al., 2016; LOWE et al., 

2018).  

Uma vez que esse arbovírus se disseminou de forma explosiva no Brasil a partir 

de 2015, logo o vírus também alcançou outras áreas da América Latina e Caribe, e 

atualmente 89 países e territórios comprovaram a circulação do vírus, todos 

considerados áreas infestadas pelo mosquito vetor Aedes aegypti (KINDHAUSER et 

al., 2016; FARIA et al., 2017; WHO, 2022B). Entretanto, análises filogenéticas 

apontam para introdução do ZIKV no Brasil entre maio e dezembro de 2013, mais de 

um ano antes da detecção oficial (FARIA et al., 2016; GRUBAUGH et al., 2018). O 

estabelecimento e ocorrência de casos autóctones de Zika nas Américas pode ter sido 

facilitado por alguns fatores como a ausência de imunidade de grandes contingentes 

populacionais em risco, o comportamento e elevada densidade do mosquito vetor 

urbano Aedes aegypti, além da transmissão não-vetorial (WEAVER, 2017; 

GRUBAUGH et al., 2018; LOWE et al., 2018; WHO, 2022B; PAHO, 2022A). 

O ZIKV é transmitido por mosquitos vetores em dois ciclos distintos, um ciclo 

silvestre e outro urbano. No ciclo silvestre o vírus é mantido na natureza através de 

vetores hematófagos das espécies de Aedes spp de hábito arbóreo e primatas não 

humanos (WEAVER et al., 2016; SONG et al., 2017). Porém, estudos de 

soroprevalência já identificaram a presença de anticorpos contra o vírus em outros 

mamíferos, como roedores, morcegos, caprinos, ovinos e orangotangos (ANDRAL et 

al., 1968; DARWISH et al., 1983). Entretanto esses estudos devem ser avaliados 

levando em consideração a reatividade cruzada dos flavivírus e ainda, deve-se 

destacar que a presença de anticorpos anti-ZIKV não garante que esses animais 

apresentem viremia suficiente para transmitir o vírus a mosquitos vetores (RABE et 

al., 2016; DOMINGO et al., 2018). No ciclo urbano, a transmissão do ZIKV ocorre entre 

humanos e mosquitos antropofílicos inseridos nas cidades, especialmente o Aedes 

aegypti (WEAVER et al., 2016; SONG et al., 2017; WHO, 2022B). 

 Além disso, é importante destacar o estudo de Terzian e colaboradores (2018) 

que identificou PNH positivos para o ZIKV na região sudeste do Brasil. Bem como, o 

estudo de Favoretto e colaboradores (2016) que identificaram o RNA viral em 

espécies de sagui e macacos-prego. A detecção de ZIKV (linhagem americana) em 
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PNH sugere que os primatas do Novo Mundo podem ser susceptíveis a infecção por 

ZIKV. Dados que evidenciam a ocorrência de spillback e o risco de estabelecimento 

de um ciclo silvestre no país, indicando um possível papel desses animais no ciclo de 

transmissão e manutenção do ZIKV em áreas urbanas (FAVORETTO et al., 2016; 

TERZIAN et al., 2018). Nas Américas, especialmente no Brasil, país mais afetado pela 

emergência de Zika no continente, o ciclo enzoótico do vírus ainda não é bem 

elucidado, e evidências de literatura já demonstraram possível atuação de outros 

vertebrados na manutenção silvestre do ZIKV (Figura 17) (ANDRAL et al., 1968; 

DARWISH et al., 1983; BUENO et al., 2016; PAUVOLID-CORRÊA et al., 2019; 

GUTIÉRREZ-BUGALLO et al., 2019.). O possível estabelecimento de um ciclo 

silvestre do ZIKV no Brasil envolvendo outras espécies de mamíferos além de PNH, 

representa risco para a saúde pública, e ressalta a necessidade de monitoramento e 

vigilância da vida silvestre, garantindo melhor controle frente a situações epidêmicas. 

Com relação a epidemiologia no estado de Minas Gerais, em dezembro de 

2015 foi confirmada a primeira infecção por Zika em Belo Horizonte, e já no ano de 

2016 foram confirmados 526 casos da doença no município (PBH, 2016). De acordo 

com dados de boletins epidemiológicos da Secretaria de Saúde de Minas Gerais, 

foram estimados 722 casos prováveis de Zika no estado em 2020, e 103 casos no ano 

de 2021. Considerando os dados referentes à 2022, de acordo com dados do 

Ministério da Saúde, foi estimado o número de 9204 casos prováveis de Zika no país, 

sendo que no estado de Minas Gerais foram confirmados 18 casos da infecção por 

Zika (SVS, 2023; SES, 2023). 
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Figura 17: Mapa demonstrando as ordens de animais susceptíveis a infecção pelo 
ZIKV. As cores dos países representam as linhagens virais do ZIKV responsáveis por 
epidemias em humanos nesses locais, linhagem africana (verde), linhagem asiática (azul) 
e linhagem americana (roxo). Dentre as espécies animais confirmados como susceptíveis 
e/ou naturalmente infectadas pelo ZIKV destacam-se os mamíferos e aves, mas também 
répteis. A diversidade de hospedeiros do ZIKV pode ser observada pelas ordens 
demonstradas no mapa. Fonte: GUTIÉRREZ-BUGALLO et al., 2019. 

 

1.7. Togaviridae 

 

Considerando a ameaça relacionada aos arbovírus, é notável destacar a família 

Togaviridae, especialmente com relação à espécie Chikungunya virus (CHIKV) que 

recentemente emergiu em novas regiões geográficas anteriormente não-endêmicas 

ocasionando epidemias de grandes proporções (WEAVER et al., 2018).  

Essa família compreende apenas o gênero Alphavirus, reunindo em torno de 

30 espécies virais, sendo algumas delas Mayaro virus (MAYV), Ross River virus 

(RRV), Chikungunya virus (CHIKV) e Eastern equine encephalitis virus (EEEV) 

(CHEN et al., 2018; ICTV, 2019). 

Os alfavírus são vírus envelopados, com capsídeo icosaédrico e 

aproximadamente 70nm de diâmetro. O genoma é constituído de RNA fita simples, 

polaridade positiva, e apresenta tamanho por volta de 10-12kb (KUHN et al., 2013; 

CHEN et al., 2018). Estão presentes duas fases de leitura aberta, que codificam para 
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duas poliproteínas, precursoras de quatro proteínas não estruturais (NSP1-NSP4) e 

cinco proteínas estruturais, sendo elas proteína do capsídeo (C), subunidades do 

envelope viral (E2 e E3), proteína transmembrana (6k) e subunidade do envelope (E1) 

(Figura 18) (STRAUSS; STRAUSS, 1994; KUHN et al., 2013; CHEN et al., 2018). 

O genoma possui ainda uma estrutura cap na extremidade 5’ e uma cauda poli 

(A) na extremidade 3’, e logo após a liberação do genoma no citoplasma celular o 

RNA viral é reconhecido pela maquinaria celular e traduzido (STRAUSS; STRAUSS, 

1994; KUHN et al., 2013; CHEN et al., 2018). 

 

Figura 18: Organização genômica e estrutura de partícula dos Alphavirus. (A) 
Representação gráfica do genoma dos Alphavírus, evidenciando as duas ORFs e a 
disposição das proteínas estruturais e não-estruturais do vírus. (B) Imagem 
evidenciando a estrutura de partícula do Chikungunya vírus. (C) Crio- microscopia 
eletrônica (Cryo-EM). Fonte: Adaptado de WEAVER et al., 2015; ZANOTTO; LEITE, 
2018.  

 

 

1.7.1 Chikungunya  

 

A febre Chikungunya é uma arbovirose causada pelo vírus Chikungunya 

(CHIKV). Esse vírus pertence à família Togaviridae, gênero Alphavirus, é um vírus 
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envelopado com genoma de RNA fita-simples, polaridade positiva de 

aproximadamente 11.8 kb. O CHIKV está inserido no complexo antigênico Semliki 

Fores, que engloba outros alfavírus denominados artritogênicos como os vírus 

O'nyong nyong, Mayaro e Ross River (STRAUSS; STRAUSS, 1994; SCHWARTZ; 

ALBERT, 2010; ROSSINI et al., 2016).  

O termo Chikungunya significa “aqueles que dobram” na língua Makonde, 

falada em várias regiões da África Oriental e faz referência as posições contorcidas 

das pessoas que adoecem e são afetadas pelo início abrupto e severo de artralgia 

(MAVALANKAR et al., 2008; VU et al., 2017). O vírus foi isolado pela primeira vez em 

1952, do soro de um paciente durante o primeiro surto confirmado da doença em 

humanos que atingiu uma região que hoje corresponde à Tanzânia (ROSSINI et al., 

2016; LUMSDEN, 1955). Assim, a reemergência do CHIKV é observada em regiões 

tropicais e subtropicais da África, nas ilhas do Oceano Índico e no sul e sudeste da 

Ásia. A origem provável do CHIKV está no continente Africano, são descritos três 

genótipos o do Oeste Africano, o genótipo Leste/Centro/Sul-africano (ECSA) e o 

genótipo Asiático (POWERS; LOGUE, 2007; MADARIAGA et al., 2016; SILVA; 

DERMODY, 2017).  

Historicamente, dois ciclos de transmissão do CHIKV são descritos. O CHIKV 

é mantido na natureza em um ciclo enzoótico entre mosquitos Aedes spp., 

principalmente Ae. furcifer e Ae. africanus e primatas não humanos, sendo que outros 

animais como roedores, morcegos, aves e esquilos também podem atuar como 

hospedeiros reservatórios (CHEVILLON et al., 2008; PAHO, 2011; VOURC’H et al., 

2014; MATUSALI et al., 2019). A introdução do vírus em áreas urbanas ocasiona o 

ciclo urbano, no qual ocorre a transmissão do vírus entre seres humanos através das 

espécies de vetor Aedes aegypti e Aedes albopictus (CHEVILLON et al., 2008; 

DIALLO et al., 2012; ROSSINI et al., 2016). 

Na África a transmissão viral no ciclo silvestre é bem estabelecida, sendo que 

periodicamente ocorre a emergência de CHIKV para os seres humanos causando 

surtos da doença. Entretanto na Ásia, a ocorrência de surtos de Chikungunya é 

relacionada principalmente a transmissão no ciclo urbano (ROSSINI et al., 2016; VU 

et al., 2017).  

O CHIKV apresenta elevado potencial para causar epidemias e na última 

década foram reportados casos cada vez mais frequentes e a ocorrência de maior 

expansão geográfica da circulação viral. De acordo com os órgãos de saúde mundiais 
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anteriormente ao ano de 2013, os surtos causados pelo CHIKV eram relatados na 

África, Ásia, Europa e nos oceanos Índico e Pacífico, porém a partir de 2013 foi 

reportada a primeira transmissão local do CHIKV nas Américas, na ilha caribenha de 

Saint Martin, sendo que no cenário atual o vírus já foi identificado em mais de 110 

países ao redor do mundo (Figura 19) (VU et al., 2017; CDC, 2022A; WHO, 2022C). 

A capacidade de disseminação geográfica do vírus Chikungunya pode ser 

atribuída principalmente a ocorrência de mutações no genoma viral o que permitiu a 

adaptação do CHIKV ao vetor Ae. albopictus, o qual assim como o Aedes aegypti está 

presente em regiões tropicais e temperadas do globo (TSETSARKIN et al., 2007; 

ROSSINI et al., 2016). 

  

Figura 19: Países onde casos autóctones de CHIKV foram relatados e distribuição 
geográfica dos vetores Aedes aegypti e Aedes albopictus. Os símbolos coloridos 
representam os genótipos virais detectados em surtos ocorridos no país. Fonte: Adaptado de 
SILVA; DERMODY, 2017.  
 

No cenário epidemiológico do Brasil, os primeiros casos autóctones da doença 

ocorreram no Amapá, em setembro de 2014. Em 2015 foram confirmados 20.598 

casos de febre Chikungunya no país. Em 2018, foram confirmados 68.962 casos da 

doença e atualmente o CHIKV é difundido no país ocorrendo em praticamente todas 

as regiões (FIGUEIREDO, 2017; SVS, 2019).  

Desde os primeiros casos reportados a febre Chikungunya se tornou uma das 

arboviroses de relevante impacto na saúde pública do Brasil, dados epidemiológicos 

apontam para o número de 1.276.194 casos de Chikungunya reportados no país no 
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período de 2014 e 2022. De acordo com dados da Organização Pan-Americana de 

saúde em 2018 foram registrados 68.962 casos no Brasil, e em 2019 100.963 casos 

(FRITSCH et al., 2022; PAHO, 2023B). 

No ano de 2022, de acordo com o Ministério da Saúde o número de casos 

prováveis da doença foi próximo a 174.517 casos (incidência de 81,8 casos a cada 

100 mil habitantes) (SVS, 2023). No mesmo ano, foram confirmados 6500 casos de 

Chikungunya no estado de Minas Gerais, sendo que nos anos anteriores de 2020 e 

2021 os casos prováveis no estado foram de 3.486 e 5.542 respectivamente (SES, 

2023).  

Ainda, devido à infestação dos grandes centros urbanos brasileiros pelo Ae. 

Aegypti, a ocorrência de novos grandes surtos é provável. Além disso, é importante 

salientar que existe o risco de estabelecimento de um ciclo silvestre do CHIKV 

envolvendo PNH e mosquitos nas Américas e isso representaria uma ameaça à saúde 

pública impossibilitando a erradicação da doença no continente e no Brasil 

(FIGUEIREDO, 2017; DONALISIO; FREITAS, 2015; LOURENÇO-OLIVEIRA; 

FAILLOUX, 2017). No Brasil ainda não se tem registros da detecção deste vírus em 

ambientes silvestres como na África, porém o cenário epidemiológico atual e a 

transmissão também por Ae. albopictus são fatores que sustentam a hipótese de 

estabelecimento do CHIKV em ambientes de mata no país.   

 

1.8 Poxviridae  

 

Os poxvírus são vírus de DNA, incluídos na família Poxviridae, pertencentes ao 

filo dos vírus grandes núcleo-citoplasmáticos de DNA (NCLDVs), os quais apresentam 

partículas grandes se comparadas a grande maioria dos outros grupos virais 

(FENNER et al., 1988; MOSS et al., 2013; MÖNTTINEN et al., 2021). Esses vírus são 

conhecidos por infectarem um amplo espectro de hospedeiros, desde insetos e 

répteis, mas especialmente aves e mamíferos. Os membros dessa família são 

divididos em duas subfamílias, Entomopoxvirinae, infectando invertebrados, e 

Chordopoxvirinae, que inclui vírus que infectam vertebrados (FENER et al., 1988; 

MOSS et al., 2013; ICTV, 2011).  

A subfamília Chordopoxvirinae inclui 18 gêneros, sendo que dentre estes, o 

gênero Orthopoxvirus (OPV) merece destaque devido à significativa importância no 

que diz respeito a eventos de emergência e reemergência viral, ocasionando 
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epidemias que afetam tanto a saúde humana quanto veterinária em todo o mundo. 

Estão incluídos nesse gênero espécies virais como o Variola virus (VARV), Vaccinia 

virus (VACV), Monkeypox virus (MPXV) e Cowpox virus (CPXV). Ressaltando ainda o 

caráter zoonótico desses vírus, nesse gênero apenas o VARV é um patógeno 

estritamente humano (MOSS et al., 2013; ICTV, 2011).  

Até a sua erradicação, em 1977, a varíola foi uma das doenças mais mortais 

da história, estima-se que o VARV foi responsável pela morte de 400 milhões de 

pessoas apenas no século XX (HENDERSON et al., 1999; MOSS et al., 2013). A 

ocorrência de epidemias por OPV zoonóticos também foi e ainda é relatada por todo 

o mundo, ressaltando os surtos ocasionados pelo VACV no Brasil e América do Sul, 

a circulação de CPXV principalmente na Europa, além de surtos recorrentes de MPXV 

na África Central e Oeste (FENER,1988; MCFADDEN, 2005; SILVA et al., 2021; DIAZ, 

2021). Vale destacar a emergência recente de MPXV, que se iniciou em maio de 2022, 

e desde então são relatados casos de MPXV em países que previamente não 

apresentavam transmissão da doença (WHO, 2022D). Naturalmente, roedores são 

considerados hospedeiros enzoóticos do MPXV, mas nessa epidemia atual casos 

humanos são relatados em 110 países e regiões do mundo, com 84.733 casos 

humanos confirmados e 80 óbitos até janeiro de 2023 (MCFADDEN, 2005; DIAZ, 

2021; WHO, 2023B).  

Com relação às partículas virais, os poxvírus possuem partículas complexas 

que apresentam um tamanho aproximado de 250-270 nm de diâmetro por 350-370 

nm de comprimento. São vírus pleomórficos e as partículas podem apresentar forma 

oval ou semelhante a um tijolo, há a presença de uma membrana externa de natureza 

lipídica onde estão situadas proteínas de superfície tubulares (CYRKLAFF et al., 2005; 

MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013). No interior da partícula está presente um cerne 

bicôncavo que envolve o material genético viral, enzimas, além de fatores de 

transcrição para genes precoces. Ainda, são encontrados corpúsculos laterais 

ancorados entre as duas concavidades do cerne e a membrana externa, os quais 

carregam proteínas relacionadas a imunomodulação (Figura 21) (MOSS, 2013; 

DAMON, 2013; SCHMIDT et al., 2013).  
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  Os poxvírus apresentam genoma de DNA linear de fita dupla (dsDNA) com 

tamanho aproximado de 140-300 kbp, podendo codificar em torno de 200 genes 

(MOSS, 2013; DAMON, 2013; BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2016). O genoma é 

composto por uma região central conservada, onde estão presentes genes essenciais 

para a replicação viral, e por duas regiões variáveis nas extremidades compostas por 

regiões terminais invertidas (ITRs), contendo genes responsáveis pela interação com 

hospedeiros, virulência e imunomodulação (Figura 20). Essas regiões ITRs são 

variáveis entre os poxvírus, e em suas extremidades estão presentes sequências ricas 

em adenina e timina conectando as duas fitas de DNA e que também apresentam 

importante função com relação à formação de concatâmeros para a replicação do 

DNA (MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013; DAMON, 2013; BURRELL; HOWARD; 

MURPHY, 2016). 

Figura 20: Morfologia de partícula e genoma dos Orthopoxvirus. (A) Representação 
esquemática dos da partícula viral dos ortopoxvírus. (B) Microscopia crio-eletrônica de uma 
partícula madura de ortopoxvírus (MV), destacando o cerne em forma de halter, os 
corpúsculos laterais e a membrana externa. (C) Representação esquemática do genoma dos 
ortopoxvírus, com destaque para as duas regiões principais, região conservada e ITRs. Fonte: 
Adaptado de SMITH; MCFADDEN, 2002; MOOS, 2013; BURRELL; HOWARD; MURPHY, 
2016. 
 

1.8.1 Vaccínia Bovina  

 

Dentre as espécies virais incluídas no gênero Orthopoxvirus (OPV), o Vaccinia 

virus (VACV) é o vírus mais extensamente estudado. Além disso, devido à eficaz 

proteção cruzada observada entre os ortopoxvírus, o VACV foi utilizado por muitas 

décadas como vacina contra a varíola (FENNER et al., 1988; JACOBS et al., 2009; 

DAMON, 2013).  
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No Brasil e na América do Sul, o VACV é o agente etiológico da Vaccínia Bovina 

(VB), uma zoonose emergente que é associada principalmente aos ambientes rurais. 

A VB é uma doença exantemática que acomete principalmente o gado leiteiro e os 

ordenadores, podendo ser denominada uma zoonose ocupacional onde a transmissão 

entre humanos e bovinos ocorre por contato direto, principalmente durante a ordenha. 

A doença é caracterizada pela presença de lesões ulcerativas e crostas na pele e 

membranas mucosas, sendo que nos bovinos essas lesões estão presentes 

principalmente nos tetos e úbere (FONSECA et al., 2011; KROON et al., 2011; 

MATOS et al., 2018).   

Mesmo sendo um dos vírus mais estudados, ainda não se sabe a origem e o 

reservatório do VACV, no entanto estudos recentes indicam que o VACV é uma 

espécie viral independente de Orthopoxvirus, não derivada diretamente do CPXV ou 

VARV (GUBSER et al., 2004; TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008). Assim, 

hipóteses que buscam explicar a origem das linhagens brasileiras de VACV são as de 

que esses vírus poderiam apresentar ocorrência natural ou que poderiam ter sido 

derivados de amostras vacinais que conseguiram uma circulação estável em algum 

reservatório na natureza na época em que ocorria a vacinação contra a varíola 

(DAMASO et al., 2000; MEDAGLIA et al., 2015; TRINDADE et al., 2016). 

Com relação à ocorrência de VB no Brasil, no final da década de 1990 um 

número cada vez mais frequente de surtos zoonóticos de VACV em várias regiões 

rurais do país começou a ser relatado (FONSECA et al., 2011). Entretanto, 

anteriormente ao reconhecimento desses surtos, o VACV foi isolado entre as décadas 

de 60 e 70 de roedores silvestres e sentinelas, o vírus BeAn 58058 e o SPAn 232 virus 

(SAV) (FONSECA et al., 1998; FONSECA et al., 2002). Ainda em 1999, isolados de 

VACV, os vírus Araçatuba e Cantagalo foram obtidos de bovinos acometidos pela 

doença na região sudeste do país (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003).  

Nos últimos anos surtos de infecção pelo VACV foram registrados por toda 

extensão territorial do país, sendo considerados um problema de saúde pública e 

também econômico, afetando a indústria de laticínios. Além disso, apesar de vários 

estudos relacionados ao vírus terem sido conduzidos nas duas últimas décadas, 

muitos aspectos relacionados a circulação do VACV na natureza, seus hospedeiros e 

rotas alternativas de infecção ainda não são completamente elucidados (OLIVEIRA et 

al., 2017).  
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Na literatura científica, diversos trabalhos já demonstraram seja por evidências 

moleculares ou sorológicas que a circulação do VACV ocorre em outros mamíferos 

que não só os bovinos e humanos, e entre esses estão incluídos animais domésticos 

e silvestres (KROON et al., 2011; LIMA et al., 2019). A circulação de VACV já foi 

demonstrada em roedores silvestres e marsupiais (PERES et al., 2013; MIRANDA et 

al., 2017), procionídeos (PERES et al., 2013), ratos (ABRAHÃO et al., 2009), em 

equídeos (BRUM et al., 2010; BORGES et al., 2018), primatas não humanos 

(ABRAHÃO et al., 2010) e búfalos (FRANCO-LUIZ et al., 2016; LIMA et al., 2019). 

Além de estudos do nosso grupo de pesquisa que detectaram a circulação do vírus 

em capivaras, gatos, cães e quatis no estado de Minas Gerais (DUTRA et al., 2017; 

COSTA et al., 2017; COSTA et al., 2018) (Figura 21).   

Figura 21: Representação da distribuição dos Orthopoxvirus pelo mundo. 
Destaque para os vírus VACV, CPXV e MPXV. Para cada OPV zoonótico é 
evidenciada a ampla gama de hospedeiros animais, e as ordens em que esses vírus 
foram detectados seja por isolamento, detecção molecular ou sorológica. Fonte: 
SILVA et al., 2021.  
 

No estudo de Costa e colaboradores (2018) conduzido em ambientes de 

interseção entre áreas urbanas e silvestres, em Minas Gerais, dados moleculares 

evidenciaram a exposição e possível infecção por VACV em quatis e cães domésticos. 
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Os resultados encontrados sugerem que os quatis que estão inseridos em uma área 

silvestre limítrofe a urbana poderiam ser uma fonte do vírus para os cães, e a interação 

dessas duas espécies poderia manter a circulação entre os dois ambientes, além de 

contribuir para exposição de VACV para humanos em áreas urbanas (COSTA et al., 

2018). 

Nesse contexto, vale destacar que a dinâmica de circulação do VACV pode ser 

mais complexa do que vem sendo descrito, e nessa dinâmica os roedores podem 

apresentar potencial para serem considerados reservatórios naturais do vírus. 

Estudos indicam a eliminação de partículas virais nas fezes e urina de roedores, além 

de evidências de eliminação de partículas de VACV em camundongos infectados 

experimentalmente até 20 dias após infecção, dados que podem sinalizar para a 

atuação desses animais na manutenção e transmissão viral na natureza e entre os 

ambientes (FERREIRA et al., 2008; ABRAHÃO et al., 2009B; PERES et al., 2018). 

Segundo Abrahão e colaboradores (2009), estabelecendo um modelo hipotético de 

transmissão, os roedores poderiam ser infectados em ambientes silvestres e 

disseminar o vírus para ambientes rurais, e também o contrário, sendo assim roedores 

peri-domésticos poderiam atuar como ponte entre os dois ambientes. Ainda, 

considerando os dados de Miranda e colaboradores (2017), foi evidenciado que 

pequenos mamíferos e roedores poderiam atuar como reservatórios de VACV e da 

mesma forma foi demonstrado o potencial das espécies de roedores na manutenção 

da circulação e transmissão viral entre ambientes silvestres e rurais. Igualmente, em 

áreas urbanas, a dinâmica seria a mesma, onde os roedores seriam os principais 

responsáveis por facilitar a transmissão do VACV pelos ambientes, esses poderiam 

interagir com outros mamíferos silvestres e animais domésticos inseridos em parques 

e áreas verdes próximos a grandes centros urbanos (OLIVEIRA et al., 2017).  

 

1.9 Coronaviridae 

 

Os coronavírus (CoVs) estão inseridos na ordem Nidovirales, são membros da 

família Coronaviridae, subfamília Orthocoronavirinae, a qual é dividida em 4 gêneros: 

Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (ICTV, 

2021). Essa família viral é motivo de atenção devido a seu amplo espectro de 

hospedeiros, infectando humanos, outros mamíferos e aves. Entretanto, os gêneros 

Alphacoronavirus e Betacoronavirus se destacam no que diz respeito a importância 



64 
 

médica e veterinária, causando infecções respiratórias e gastrointestinais em 

humanos e outros mamíferos (MASTERS; PERLMAN, 2013; CUI et al., 2019).  

Até o momento são conhecidos sete coronavírus capazes de causar doenças 

em seres humanos (HCoVs), e todos são patógenos zoonóticos que podem ser 

transmitidos por contato direto. Dentre esses, quatro HCoVs são conhecidos por 

causarem doença respiratória leve, semelhante a resfriados em seres humanos, 

sendo eles os vírus HCoV-229E e HCoV-NL63 pertencentes ao gênero 

Alphacoronavirus, e os vírus HCoV-OC43 e HCoV-HKU1 pertencentes ao gênero 

Betacoronavirus (MASTERS; PERLMAN, 2013; CUI et al., 2019; ALANAGREH et al., 

2020; HALAWA et al., 2021).    

Entretanto, os coronavírus não eram considerados uma ameaça para a espécie 

humana antes do começo do século XXI. Em 2002, na província de Guangdong, na 

China, emergiu o primeiro HCoV considerado como altamente virulento para os seres 

humanos, o SARS-CoV (Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave), 

responsável por causar casos graves de pneumonia durante uma epidemia nos anos 

de 2002-2003, apresentando uma taxa de letalidade de 9% (ZHONG et al., 2003; CUI 

et al., 2019; WANG et al., 2020). O segundo evento de emergência viral de um novo 

e zoonótico HCoV ocorreu 10 anos depois, com a emergência do MERS-CoV 

(Coronavírus da síndrome respiratória do Oriente Médio), em 2012 na Arábia Saudita 

e outros países do Oriente Médio. A infecção respiratória causada pelo MERS-CoV é 

grave e apresenta taxa de letalidade em torno de 35% (WANG et al., 2020; HALAWA 

et al., 2021; WHO, 2022E; CHAFEKAR e FIELDING, 2018). Após a emergência 

desses dois betacoronavírus mortais, em dezembro de 2019 um novo coronavírus 

emergiu na população humana, na cidade de Wuhan, província de Hubei, na China 

(WU et al., 2020; HU et al., 2021; WHO, 2021).  

Inúmeros casos de uma pneumonia sem etiologia conhecida começaram a ser 

reportados e desde o primeiro caso constatado em 8 de dezembro, rapidamente a 

doença se espalhou provocando uma emergência de saúde pública sem precedentes, 

ultrapassando em muito os números de infectados e dispersão dos outros 

betacoronavírus, SARS e MERS (HU et al., 2021; WHO, 2021). Com o avanço do 

número casos e óbitos reportados em mais províncias chinesas, através de 

sequenciamento genético e isolamento viral de amostras de fluido de lavagem bronco 

alveolar de pacientes graves, cientistas chineses identificaram o agente causador da 

pneumonia viral, um novo coronavírus pertencente ao gênero Betacoronavirus, o 
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SARS-CoV-2 (Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 2) (ICTV,2020; 

CHEN et al., 2020; ZHU et al., 2020; HU et al., 2021). 

Os coronavírus são vírus envelopados de genoma RNA fita-simples, polaridade 

positiva (+ssRNA) não segmentado. Apresentam partículas esféricas com 

aproximadamente 125nm de diâmetro e com genoma entre 26-32kb, o maior genoma 

entre os vírus de RNA. O RNA viral possui Cap na extremidade 5’ e é poliadenilado 

na extremidade 3, ainda, apresenta regiões terminais não traduzidas (UTRs) nas duas 

extremidades. O genoma é envolto pelo nucleocapsídeo, o qual apresenta simetria 

helicoidal (Figura 22). A proteína do nucleocapsídeo (N) é altamente conservada entre 

os CoVs, e demonstra atividade antigênica, sendo relacionada a várias interações 

célula-hospedeiro e como alvo da resposta imune (MASTERS; PERLMAN, 2013; 

BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2016; CUI et al., 2019).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Estrutura de partícula do SARS-CoV-2 e organização do genoma. 
Representação gráfica da estrutura de partícula do SARS-CoV-2, coronavírus de 
maior importância no cenário epidemiológico atualmente, estão evidenciadas as 
principais proteínas estruturais e uma microscopia eletrônica da partícula. A 
representação do genoma mostra a organização das ORFs e proteínas ao longo do 
RNA viral, e são evidenciadas as diferenças com os genomas de SARS-CoV e 
MERS-CoV. Fonte:  Adaptado de HALAWA et al., 2021.  
 

As proteínas estruturais que compõe o vírion são a proteína do envelope viral 

(E), circundada pela glicoproteína de espícula (spike) (S), a qual é alvo da resposta 

imune do hospedeiro e é responsável pela ligação ao receptor ACE2 (enzima 

conversora de angiotensina 2) nas células humanas. Também estão presentes, a 
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proteína de membrana (M), a mais abundante na estrutura viral e a proteína de 

nucleocapsídeo (N) relacionada a proteção do genoma de RNA (MASTERS; 

PERLMAN, 2013; CUI et al., 2019; CHEN et al., 2020; HALAWA et al., 2021). O 

genoma do SARS-CoV-2 apresenta duas grandes fases de leitura aberta (ORFs) 

ocupando cerca de dois terços do genoma, dispostas no sentido 5′-3′, sendo ORF1a 

e ORF1b as quais codificam duas poliproteínas relacionadas a replicase viral e 16 

proteínas não-estruturais (NSP1– NSP16). Além de outras ORFs próximas a 

extremidade 3′ codificando as quatro principais proteínas estruturais: espícula (S), 

envelope (E), membrana (M) e nucleocapsídeo (N), e outras ORFs codificando 

proteínas acessórias (Figura 23) (MASTERS; PERLMAN, 2013; ALANAGREH et al., 

2020; CHEN et al., 2020; HALAWA et al., 2021; HU et al., 2021). 

 

1.9.1 COVID-19  

 

Em fevereiro de 2020, o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) 

classificou o novo vírus como SARS-CoV-2 (Coronavírus da Síndrome Respiratória 

Aguda Grave 2), agente etiológico da COVID-19 (Coronavirus disease 2019) 

(ICTV,2020; WHO, 2021). Logo a emergência do SARS-CoV-2 tomou grandes 

proporções e em poucos meses o vírus já havia atingido vários países. Em 11 de 

março de 2020 a Organização Mundial da Saúde declara a COVID-19 como uma 

pandemia (HU et al., 2021; WHO, 2021).  

O SARS-CoV-2 é transmitido por via aérea, por meio de gotículas respiratórias 

durante o contato pessoal próximo, e apresenta alta transmissibilidade entre 

humanos. Além disso, foi demonstrado significativo potencial de transmissão por 

indivíduos assintomáticos e pré-sintomáticos, fatores que somados ao cenário de 

emergência viral e a conectividade aérea do mundo atual contribuíram para facilitar a 

disseminação rápida e o status de pandemia (HARRISON et al., 2020; MORENS; 

FAUCI, 2020; WIERSINGA et al., 2020; HALAWA et al., 2021; WHO, 2021).   

A COVID-19 apresenta como sintomas mais comuns: febre, tosse seca, fadiga, 

dispneia, dores musculares, perda de olfato e paladar, cefaleia, náuseas e diarreia; 

sendo que o início dos sintomas pode ocorrer entre a 2-14 após a exposição inicial ao 

vírus (CDC, 2022B). Porém a COVID-19 apresenta quadros clínicos variáveis, 

podendo apresentar quadros mais leves em crianças e adultos jovens, até quadros 

graves e óbitos, principalmente em indivíduos com comorbidades e idosos. A infecção 
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causada pelo SARS-CoV-2 tem como principal alvo os pulmões, entretanto a COVID-

19 pode evoluir para quadros clínicos com manifestações multissistêmicas, causando 

hipóxia grave, resposta inflamatória exacerbada, lesão cardíaca, insuficiência renal, 

complicações trombóticas, disfunção hepática, sepse viral, falência de órgãos e morte 

(WIERSINGA et al., 2020; HALAWA et al., 2021; HU et al., 2021).  

A tempestade perfeita para a emergência do SARS-CoV-2 levou o mundo a 

uma crise de saúde pública sem precedentes, com mais de 752 milhões de casos e 

6,8 milhões de mortes relatadas por todo planeta até janeiro de 2023 (Figura 23) 

(WHO, 2023A).  

Figura 23: Dados globais sobre os casos e óbitos de COVID-19 relatados 
semanalmente pela OMS, em 29 de janeiro de 2023. Cada cor representa um 
continente e o número de casos, em amarelo: Américas, azul escuro: Ásia, verde 
claro: Europa, verde escuro: Mediterrâneo oriental e azul claro: África. A linha em 
azul representa Fonte: Atualização Epidemiológica Semanal COVID-19, Organização 
Mundial da Saúde, WHO, 2023A.  

 

No Brasil, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado em 25 de fevereiro de 

2020, de um paciente que chegou da Itália no estado de São Paulo, e desde o começo 

da pandemia foi observada uma rápida disseminação da doença pelo país, com uma 

das taxas de crescimento mais altas do mundo, perdendo apenas para países como 

Estados Unidos e Índia. Até o dia 29 de janeiro de 2023 foram registrados 36.794.261 

casos de COVID-19 com um acumulado de 696.759 óbitos (DE SOUZA et al., 2020; 

JESUS et al., 2020; CONASS, 2022).  

A partir da caracterização genômica do SARS-CoV-2, foi observado no decorrer 

da pandemia o surgimento de variantes genéticas do vírus, fato que colocou o mundo 

em alerta para a possível ocorrência de variantes virais apresentando 

comportamentos distintos em relação a virulência, mortalidade, transmissibilidade e 
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evasão imune. O surgimento de variantes é um evento natural e está relacionado à 

evolução viral, que acontece através da ocorrência de mutações, mudanças de 

nucleotídeos que ocorrem naturalmente no genoma viral durante a replicação, no caso 

das variantes de SARS-CoV-2 mutações principalmente na proteína S viral (SINGH et 

al., 2021; MISTRY et al., 2022; PAHO,2022B; WHO, 2022F). As novas linhagens 

genéticas do SARS-CoV-2 que apresentam risco para a saúde pública a nível global 

são classificadas pela OMS como Variantes de interesse (VOI) ou Variantes de 

preocupação (VOC) (WHO, 2022F). Durante a pandemia, algumas VOCs 

demonstraram alterações genômicas vantajosas que contribuíram para um melhor 

fitness viral, e com isso apresentaram alta incidência e rapidamente dominaram o 

cenário epidemiológico se sobrepondo em relação a outras linhagens previamente 

circulantes. São exemplos as VOCs: Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), 

Delta (B.1.617.2) e a Ômicron (B.1.1.529) (CDC, 2021; MISTRY et al., 2022; WHO, 

2022F). Nas variantes de preocupação algumas alterações chave foram observadas 

e compartilhadas na proteína S, o que pode conferir a essas variantes aumento de 

transmissibilidade ou alteração no cenário epidemiológico da COVID-19, aumento de 

virulência ou no desfecho clínico da doença. Todos esses fatores associados a queda 

na eficácia de ferramentas de controle e prevenção da doença, como vacinas, 

diagnóstico e alternativas terapêuticas disponíveis podem contribuir para o aumento 

de casos de COVID-19 (CDC, 2021; SINGH et al., 2021; PAHO, 2022B).  

Acrescentando a esse panorama, é importante destacar que os CoVs são 

capazes de sofrer recombinação e variação genética, se adaptando a novos 

hospedeiros. E ainda, todos os HCoVs responsáveis por causar emergências de 

saúde pública na espécie humana são originários de morcegos, porém para todos 

esses eventos de spillover foi observada a transmissão relacionada a um hospedeiro 

intermediário, reforçando o caráter zoonótico desses vírus. Para o SARS-CoV foi 

identificado como hospedeiro intermediário as civetas (Paguma larvata), e para o 

MERS-CoV algumas espécies de camelos dromedários (CUI et al., 2019; MAHDY et 

al., 2020; WANG et al., 2020; WIERSINGA et al., 2020). Até o momento nenhum 

morcego reservatório ou hospedeiro intermediário foi identificado para o SARS-CoV-

2. Entretanto grande diversidade de CoVs relacionados ao SARS-CoV-2 foram 

encontrados circulando em morcegos em comparação com outros hospedeiros, e 

estudos filogenéticos sugerem que linhagens ancestrais do SARS-CoV-2 poderiam 

estar circulando em morcegos há décadas (BONI et al., 2020; HOLMES et al., 2021; 
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LI et al., 2021; ZHOU et al., 2021; RUIZ-ARAVENA et al., 2022) (Figura 24). Desde 

sua emergência, a origem zoonótica do SARS-CoV-2 vem sendo suportada, estando 

relacionada a coronavírus de morcegos-ferradura, gênero Rhinolophus (LI et al., 2021; 

ZHOU et al., 2021; RUIZ-ARAVENA et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Diagrama resumindo os hospedeiros e reservatórios intermediários 
de HCoVs emergentes e endêmicos. Para o SARS-CoV-2 o evento de emergência 
e a possível participação de hospedeiros intermediários como pangolins (Manis 
javanica) ainda não foi elucidada. Fonte: Adaptado de JO et al., 2020.  

 

E ainda, desde o início da pandemia de COVID-19, a infecção por SARS-CoV-

2 já foi descrita em inúmeras espécies animais, sinalizando para a possibilidade de 

estabelecimento de mais reservatórios e/ou hospedeiros para o vírus em animais 

domésticos, de cativeiro, silvestres e de criação. Estudos recentes mostraram 

evidência de infecção natural por SARS-CoV-2 e susceptibilidade em vários animais, 

como: cães e gatos, furões, grandes felinos como tigres e leões, gorilas selvagens e 

outros primatas não-humanos, lontras, veados selvagens, visons, urso-gato-asiático, 

quatis, hienas, javalis, raposas e chacais (GAO; WANG, 2021; LARSEN et al., 2021; 

MURPHY; LY, 2021; SHARUN et al., 2021; CDC, 2022C).  

De acordo com a Organização Mundial para a Saúde Animal (WOAH), até 

dezembro de 2022 foram reportadas infecções por SARS-CoV-2 em 26 espécies 

animais e em 36 países (WOAH, 2022). Dados que evidenciam o caráter zoonótico 

do SARS-CoV-2 e sua capacidade de transpor a barreira de espécies, relacionada 
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principalmente com a ligação ao receptor ACE2, altamente conservado e ubíquo na 

maioria dos grupos de vertebrados. Em conjunto com esses fatores e considerando o 

cenário epidemiológico de circulação disseminada e descontrolada do SARS-CoV-2, 

é considerável o risco de manutenção enzoótica e estabelecimento do vírus em novos 

hospedeiros (DAMAS et al., 2020; DELAHAY et al., 2021; FISCHHOFF et al., 2021; 

WEI et al., 2021). 

A emergência do SARS-CoV-2 e sua ampla circulação em todo o mundo 

sinaliza para a complexa dinâmica de circulação desse vírus, e com as evidências 

cada vez mais sustentadas de infecção pelo vírus em outros mamíferos originadas do 

homem, infecções zoonóticas reversas, se faz necessário investigar e monitorar as 

populações de vida silvestre e doméstica. Compreender melhor o papel que outras 

espécies podem ter na transmissão e manutenção do vírus na natureza é importante 

para traçar estratégias de prevenção e controle tanto de novos eventos de spillover 

quanto de spillback que causam impacto na saúde humana e animal, além de 

acompanhar a ocorrência de possíveis mutações do SARS-CoV-2 (BASHOR et al., 

2021; GAO; WANG, 2021; GORAICHUK et al., 2021; MURPHY; LY, 2021).  
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2. JUSTIFICATIVA  

 

As doenças emergentes e reemergentes representam uma ameaça 

significativa à saúde pública global. As DIE podem ocasionar epidemias ao redor do 

globo causando enorme impacto socioeconômico, principalmente em países pobres 

ou em desenvolvimento. Ainda em relação ao impacto econômico, bilhões de dólares 

são gastos para ações de resposta a epidemias, pandemias e tratamento de doentes, 

além das perdas de cunho social e econômica em diversos setores da sociedade. 

Estudos recentes estimam que cerca de 25% das 60 milhões de mortes que ocorrem 

em todo o mundo anualmente são devido às doenças infecciosas. 

Os principais agentes infecciosos capazes de causar epidemias que afetam o 

ser humano são de origem zoonótica, sendo que fatores socioeconômicos, ambientais 

e ecológicos contribuem para a emergência ou spillover de novos patógenos na 

espécie humana.  

O Brasil é considerado um “hotspot” para a emergência de doenças infecciosas 

emergentes, seja pela elevada biodiversidade ou pelo cenário de alteração ecológica 

de diversos ecossistemas. Atualmente, no cenário epidemiológico do Brasil, os 

arbovírus merecem destaque. Entre os flavivírus, apresentam grande ameaça à saúde 

pública o vírus da Dengue que apresenta ampla circulação no país, o vírus Zika que 

foi recentemente introduzido, e o vírus da Febre Amarela que ocasionou uma 

epidemia silvestre de grande magnitude entre 2016 e 2019. Além desses, a 

emergência do vírus Chikungunya (Togaviridae) já foi responsável por ocasionar 

epidemias em várias regiões do país, e representa uma séria ameaça para a saúde 

da população. No Brasil ainda são escassos os estudos dedicados a investigar a 

ecologia desses vírus e o potencial de circulação em outros hospedeiros mamíferos 

que não o homem ou PNH.  

Com relação ao VACV, esse também se destaca como um vírus emergente no 

país, afetando principalmente o gado leiteiro e os ordenadores que têm contato direto 

com os animais infectados. A ocorrência de surtos de VACV causa danos à economia 

leiteira e à saúde pública. A circulação do VACV no ambiente rural é amplamente 

descrita na literatura, porém sabe-se que esse vírus circula também em pequenos 

mamíferos silvestres, o que contribui para sua manutenção e circulação. Além disso, 

já foi detectada a circulação desse vírus em gatos, cães e quatis inseridos em 

ambientes de interseção entre áreas silvestres e ambiente urbano no estado de Minas 
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Gerais. Considerando que grande parte da população não apresenta imunidade a 

esse vírus e que sua circulação natural vem se ampliando no país nos últimos anos, 

torna-se importante mapear o espectro de hospedeiros e potenciais áreas de 

ocorrência do VACV em ambientes urbanos ou de interseção entre o ambiente urbano 

e o silvestre.  

  Somando a todo esse cenário epidemiológico, a pandemia de COVID-19 

expôs a ameaça da emergência de patógenos para a espécie humana e os profundos 

impactos em saúde pública, sociais e econômicos causados por uma pandemia. 

Desde e emergência do SARS-CoV-2 em dezembro de 2019, foram registrados 752 

milhões casos de COVID-19 em todo o mundo até janeiro de 2023, sendo que o Brasil 

foi um dos países que pior respondeu e controlou a pandemia, com mais de 36 milhões 

de casos de COVID-19 confirmados. Em pouco mais de três anos, a pandemia 

causada pelo SARS-CoV-2 se tornou a maior emergência em saúde pública do século 

XXI. Mesmo com a disponibilidade de várias vacinas em tempo recorde, a COVID-19 

evidenciou a enorme dificuldade de contenção de patógenos à nível global e a falta 

de coordenação e apoio internacional do mundo moderno. Durante esses dois anos 

de pandemia, inúmeros eventos de spillback do SARS-CoV-2 da população humana 

para diferentes espécies animais foram descritos, evidenciando o potencial desse 

vírus de se estabelecer em novas espécies hospedeiras.  

Pelo exposto, sabe-se que o risco de eventos de spillover tem intrínseca 

relação com a perda de biodiversidade, destruição de habitas naturais e com a taxa 

de contato entre homem e hospedeiros animais. No Brasil os grandes centros urbanos 

sem planejamento e densamente povoados, com áreas verdes fragmentadas e 

presença de diversas populações de animais sinantrópicos, representam um risco 

para alterar a dinâmica de transmissão de patógenos já endêmicos no país, mas 

também para a ocorrência de eventos de spillover na população humana, assim como 

eventos de spillback. 

Ainda, os mamíferos podem ser considerados reservatórios para a manutenção 

de vários vírus na natureza, entre eles os CoVs, os vírus ZIKV, YFV, DENV, CHIKV e 

VACV, os quais representam relevante impacto no cenário epidemiológico brasileiro 

e no estado de Minas Gerais. Considerando a emergência desses vírus no país, 

associada à escassez de estudos eco-epidemiológicos acerca da circulação destes e 

da caracterização de populações de mamíferos que podem atuar como possíveis 

reservatórios e/ ou hospedeiros para esses vírus, este projeto visa contribuir para 
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avaliar a circulação e dinâmica ecológica destes vírus em áreas verdes inseridas em 

grandes centros urbanos.  

A hipótese da circulação desses vírus em pequenos mamíferos que compõe a 

fauna de áreas florestais inseridas em grandes cidades sinaliza para a risco de contato 

do homem com esses vírus zoonóticos, e para a consequente dispersão e 

transmissão destes nos ambientes urbanos, periurbanos e áreas limítrofes. Deste 

modo, é extremamente importante fortalecer o monitoramento e investigação de 

patógenos virais em animais silvestres e sinantrópicos, visando evitar e minimizar 

impactos de eventos de emergência e transmissão descontrolada, os quais podem 

colocar em risco tanto a saúde humana quanto animal.  

Além disso, este estudo se propõe a ampliar o conhecimento acerca da 

ocorrência desses vírus no Brasil, principalmente no que diz respeito aos processos 

de circulação zoonótica desses e assim contribuir para a construção de processos 

mais eficazes no que diz respeito a vigilância, prevenção e resposta a possíveis 

emergências dessas viroses.  
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CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INVESTIGAÇÃO MOLECULAR DE VÍRUS ZOONÓTICOS EM ROEDORES E 

MARSUPIAIS DO PARQUE DAS MANGABEIRAS E PARQUE JACQUES 

COUSTEAU, MINAS GERAIS, BRASIL. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Prospectar e caracterizar vírus zoonóticos em pequenos mamíferos silvestres 

e sinantrópicos (roedores e marsupiais) presentes em remanescentes de mata 

(parques ecológicos) inseridos em uma grande matriz urbana, avaliando a circulação 

viral e dinâmica ecológica. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

- Investigar a circulação dos vírus zoonóticos, YFV, DENV, ZIKV CHIKV, VACV, em 

amostras biológicas de roedores e marsupiais utilizando plataformas de diagnóstico 

por qPCR e RT-qPCR; 

 

- Caracterizar molecularmente os vírus detectados; 

 

- Estabelecer correlações ecológicas avaliando a circulação dos vírus frente às 

espécies de animais capturados, transectos de captura, sazonalidade e ecologia da 

paisagem. 
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4. FLUXOGRAMA DE TRABALHO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Correlações ecológicas  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Coleções de pequenos mamíferos 

 

Nessa tese foi analisada uma coleção de pequenos mamíferos (roedores e 

marsupiais) capturados no Parque das Mangabeiras (19° 56' S 43° 54' O) e no Parque 

Jacques Cousteau (19°58′ S 43°59′ O), Belo Horizonte, Minas Gerais, durante o 

período de abril de 2018 a março de 2019. A coleção engloba amostras de vísceras 

(fígado, rim, baço, pulmão, coração, bexiga, entre outros) de roedores e marsupiais 

habitantes desses parques (n=128). A coleção pertence ao grupo de pesquisa 

ECOVIR e foi obtida dentro do projeto ZIKA 440593/2016-6, Emergência de Zika vírus 

no Brasil: dinâmica evolutiva e ecológica do vírus em diferentes matrizes urbanas.  

Todas as amostras foram acondicionadas em freezer -700C ou em RNA Later® 

(Invitrogen™) no Laboratório de Vírus do Departamento de Microbiologia, Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

 

5.2 Áreas de estudo  

 

As áreas escolhidas para a captura dos pequenos mamíferos foram o Parque 

das Mangabeiras e o Parque Jacques Cousteau, ambos inseridos no município de 

Belo Horizonte, Minas Gerais (Figura 25). A cidade de Belo Horizonte é a capital do 

estado de Minas Gerais, possui uma área territorial de 331.354km² e população de 

2,5 milhões de habitantes (IBGE, 2021).  

O Parque das Mangabeiras, projetado pelo paisagista Roberto Burle Marx e 

inaugurado em 1982, localiza-se na região centro-sul de Belo Horizonte e está 

próximo da Serra do Curral, a uma altitude variando de 1000 a 1300 metros. É o maior 

parque urbano da cidade possuindo cerca de 2,4 milhões de m2 de área. Predominam 

a vegetação de Cerrado nas áreas de maior altitude e a Mata Atlântica está presente 

nos fundos de vale e encostas adjacentes. O parque recebe cerca de 15 mil visitantes 

por mês, constituindo uma área verde do município que desempenha significativo 

papel no lazer e turismo para a população. No parque é observada uma fauna 

diversificada, composta por aves, répteis, anfíbios e mamíferos, sendo que deste 

https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvJauP75FTxDPX2kepUt_yhnAuTDYA:1640110726503&q=19%C2%B0+57%27+3%22+S+43%C2%B0+54%27+18%22+O&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLVT9c3NCxIyS1Jzi0rWcQqY2h5aIOCqbm6grGSQrCCiTGIZ6KuYGihpOAPAMiZ4pUwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwisgfvJwPX0AhUpK7kGHTdlCs0QmxMoAXoECEYQAw
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último grupo já foram identificadas cerca de 30 espécies como quati, mico-estrela, 

caxinguelê (esquilo), ouriço-cacheiro e tatu-galinha (PBH, 2018A).  

O Parque Municipal Jacques Cousteau, foi criado em 1971 e abrange uma área 

de 335 mil metros quadrados. Está inserido na região Oeste de Belo Horizonte, e 

apresenta uma cobertura vegetal diversa predominante de porte arbóreo, com 

espécies de plantas nativas e exóticas. O Parque possui nascentes e cursos d’água 

perenes e a fauna é composta principalmente por anfíbios, répteis, aves, como sabiás, 

frangos d’água, saracuras, e mamíferos, como cuíca, mico-estrela, esquilo-caxinguelê 

e gambás. O Parque também é o maior produtor de mudas de plantas ornamentais 

da cidade (PBH, 2018B).  

Figura 25: Mapas evidenciando a localização geográfica de Belo Horizonte, e a 
localização dos parques municipais incluídos no estudo (19° 48′ 57″ Sul, 43° 57′ 15″ 
Oeste). Fonte: Portal Maps BH e Google Earth.  
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5.3 Coletas 

 

As coletas de pequenos mamíferos foram realizadas nos Parques Jacques 

Cousteau e Mangabeiras (2018-2019) (Figura 26), sendo que no Parque Jacques 

Cousteau dois transectos de amostragem de pequenos mamíferos foram 

estabelecidos e no Parque das Mangabeiras três transectos. Cada transecto 

apresentou quinze estações de coleta distantes 20 metros uma da outra. Cada 

estação teve duas armadilhas de coleta, sendo uma do tipo Sherman (dimensões: 

8x8x26 cm), específica para a coleta de roedores e marsupiais de pequeno porte e 

outra do tipo gaiola com isca suspensa, para captura de animais maiores como gambá 

(Didelphis sp.) e cuíca (Philander frenata), com um total de trinta armadilhas por 

transecto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Vista aérea dos parques urbanos, locais de coleta dos roedores e 
marsupiais e registros das capturas. (A) Parque Jacques Cousteau, (B) Mangabeiras, 
(C) Registros fotográficos das capturas, evidenciando armadilhas e espécies de pequenos 
mamíferos coletados. Fonte: Mapas Google Earth e registros fotográficos realizados 
durante as coletas do projeto.  

 

Nas áreas próximas de construções, ambas as armadilhas foram colocadas no 

chão. Na área de mata nativa em cada ponto foi colocada uma armadilha no chão e 
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outra no extrato médio da mata. Cada transecto foi percorrido uma vez por dia, logo 

pela manhã (Figura 27). A isca usada foi uma mistura de sardinha, amendoim, banana 

e farelo de milho. As armadilhas foram iscadas no momento da vistoria, pela manhã, 

entre 8h00 e 9h00, de cada dia de coleta. Durante cada período de coleta as 

armadilhas ficaram abertas por 3-5 dias consecutivos. Em cada área as coletas 

ocorreram por 5 dias consecutivos, a cada 2 meses, totalizando seis campanhas em 

cada parque no período de 1 ano. 

Após cada captura os animais foram pesados. Os pequenos mamíferos foram 

anestesiados com uma combinação de xilazina a 2% (roedores, 10 mg / kg, IP; 

marsupiais, 5 mg / kg, IM) e cloridrato de cetamina (roedores, 100 mg / kg, IP; 

marsupiais, 25 mg / kg, IM). Para a eutanásia dos roedores foi utilizada uma overdose 

de propofol (10 mg/kg) por via intracardíaca. As amostras biológicas de vísceras de 

marsupiais presentes na coleção são provenientes de animais que foram à óbito 

durante as coletas.  

A coleção biológica compreende um total de 128 animais, incluindo 125 

roedores e três marsupiais (Tabela 1). As capturas de pequenos mamíferos foram 

realizadas mediante Licença Permanente emitida pelo ICMBio (Instituto Chico Mendes 

de Conservação da Biodiversidade), sob o protocolo 12.989–2, em nome do 

pesquisador Adriano Paglia, componente da equipe do projeto. Os animais que 

compreendem a coleção testemunho de cada área foram depositados na Coleção de 

Mamíferos do Departamento de Zoologia da UFMG. As capturas foram aprovadas 

pelo CEUA/UFMG sob o número 306/2017. 

TABELA 1: Número amostral e distribuição de roedores e marsupiais capturados nos parques 
Jacques Cousteau e Mangabeiras em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.  

* Alguns roedores sem identificação foram caracterizados apenas como membros da ordem 

Rodentia.  

Mamíferos  Identificação 
(espécie/gênero) 

Mangabeiras  Jacques Cousteau Total 

Roedores  Cerradomys spp. 9 25 125 (97,7%)  
Necromys lasiurus 4 35 

 
 

Rattus rattus 0 36 
 

 
Ordem Rodentia* 4 12 

 

Marsupiais  Didelphis albiventris 1 0 3 (2,3%)  
Marmosops incanus 2 0 

 

     
Total  

 
20 (15,6%) 108 (84,4%) 128 (100%) 
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Figura 27: Transectos de captura dos pequenos mamíferos. (A) Parque Jacques 
Cousteau, Mapa mostrando a localização dos dois transectos de captura: Trilha 1: área 
mais próxima a região antropizada do parque; Trilha 2: área de Cerrado e pastagem (B) 
Mangabeiras, mapa evidenciando os três transectos considerados nas capturas: Trilha 1: 
área de transição Cerrado e Mata Atlântica; Trilha 2: área de mata mais preservada; Trilha 
3: área mais antropizada, próxima à Vila Marçola. Fonte: ALMEIDA, 2021.   
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5.4 Metodologia Laboratorial 

 

As amostras biológicas dos roedores e marsupiais que compõem a coleção 

foram preservadas em freezer -700C ou em RNA Later® (Invitrogen™). As amostras 

armazenadas em RNA Later foram destinadas para abordagem molecular, que 

compreende a investigação do material genético viral nas amostras, e foi realizada 

através da Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR). A triagem 

molecular foi realizada para os vírus YFV, DENV, ZIKV, CHIKV e VACV. Para a 

triagem as amostras testadas foram os fígados (n=128) e rins (n=128) desses 

pequenos mamíferos.  

 

5.4.1 Abordagem Molecular  

 

5.4.1.1 Extração de DNA  

 

Amostras de fígado dos pequenos mamíferos (n=128) foram utilizadas para 

investigação molecular de VACV através de qPCR. Para isso a extração de DNA viral 

desses fragmentos de tecido foi realizada utilizando o High Pure Viral Nucleic Acid Kit, 

Roche, seguindo as orientações do fabricante.  

Inicialmente os fígados dos animais foram processados, sendo pesados 25 µg 

de cada amostra. Os fragmentos de fígados pesados foram acondicionados em novo 

microtubo contendo 500 µL de PBS 1X, e o processo de lise tecidual foi realizado 

através de trituração em bead beater (BioSpec, SoniBeast™ Cell Disrupter - modelo 

607), usando três esferas por microtubo por 2 minutos.  

Após o processamento, 200 µL do material resultante foram ressuspendidos 

em 250 µL de Working Solution, contendo proteinase K, binding buffer e poly(A) (50 

µL, 200 µL e 0,4 µL respectivamente). A suspensão foi homogeneizada em vórtex e 

incubada a 72ºC por 10 minutos em bloco térmico (Eppendorf – Thermomixer 5355). 

Posteriormente foram adicionados 100 µL de binding buffer a cada amostra e os tubos 

foram vortexados. O produto foi transferido para colunas com filtro devidamente 

identificadas e centrifugado (centrífuga Eppendorf 5415R) por 1 minuto a 8.000 g. O 

líquido filtrado foi descartado e foram adicionados 500 µL de Inhibitor Removal Buffer, 

novamente centrifugado por 1 minuto a 8.000 g. O líquido foi descartado e, em seguida 

foram adicionados 450 µL de Wash buffer e cada coluna foi centrifugada por 1 minuto 
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a 8.000 g. A etapa de lavagem foi repetida mais uma vez e os tubos foram submetidos 

à centrifugação por 1 minuto a 12.000 g. As colunas foram acondicionadas em novos 

microtubos de 1.5 mL devidamente identificados, e para a etapa de eluição do DNA 

foram adicionados 50 µL de elution buffer em cada tubo, os tubos foram centrifugados 

por 1 minuto a 8.000 g. Os DNAs extraídos foram quantificados e analisados quanto 

à pureza através da utilização de espectofotômetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo 

Scientific), e foram armazenados em freezer -20ºC.  

 

5.4.1.2 Extração de RNA  

 

Para obtenção de RNA viral a partir das amostras biológicas de fígados (n=128) 

e rins (n=128) dos pequenos mamíferos foram utilizadas as amostras armazenadas 

em RNA later®. A extração de RNA desses órgãos foi realizada utilizado o RNeasy 

Mini Kit (QIAGEN®, USA). Inicialmente os fígados e rins de cada animal foram 

processados, sendo pesados entre 20 e 30 µg de cada amostra em novos microtubos 

livres de nucleasse contendo 600 µL do tampão de lise do Kit de extração. O processo 

de lise tecidual foi realizado através de trituração em bead beater (BioSpec, 

SoniBeast™ Cell Disrupter - modelo 607), usando três esferas por microtubo durante 

2 minutos. Após essa etapa inicial, o material foi centrifugado (centrífuga Eppendorf 

5415R) a 15.000 g por 10 segundos. Foram adicionados 600 µL de etanol 70% 

(MERCK) em cada tubo de amostra, a mistura foi homogeneizada e em torno de 700 

µL foram transferidos para as colunas do kit, que foram centrifugadas a 8.000 g por 

30 segundos. Os tubos coletores foram descartados e o restante da amostra seguiu o 

mesmo passo anterior. Em seguida, foi adicionado a cada tubo o volume de 800 µL 

do tampão RW1, as amostras foram centrifugadas por 30 segundos a 8.000 g. Os 

tubos coletores foram novamente descartados e foram realizadas duas etapas 

sequenciais de adição de 500 µL do tampão RPE nas colunas e centrifugação por 30 

segundos a 8.000 g. O líquido filtrado foi descartado, e as colunas foram colocadas 

em novos microtubos de 1.5 mL devidamente identificados, e em seguida para a 

eluição do RNA foram adicionados 55 µL de água livre de RNAses em cada coluna 

seguido de centrifugação de 8000 g por 1 minuto. Ao final, os RNAs obtidos foram 

armazenados em freezer -70ºC. 
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5.4.1.3 Detecção molecular através de RT-qPCR/qPCR 

 

Nesse projeto, os ensaios moleculares para investigação de vírus de RNA 

foram todos baseados na metodologia de One-step RT-qPCR. Na abordagem One-

step, as etapas de transcrição reversa (síntese de DNA complementar – cDNA) e PCR 

ocorrem conjuntamente e em um único tubo, usando uma enzima transcriptase 

reversa simultaneamente com uma DNA Polimerase. A transcriptase reversa utilizada 

foi a enzima GoScript RT do kit de qPCR GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR 

(PROMEGA).  

Os ensaios de RT-qPCR foram utilizados com o objetivo de triar as amostras 

de órgãos dos pequenos mamíferos para a presença de RNA viral de YFV, ZIKV, 

DENV e CHIKV. Para a investigação de DNA de Ortopoxvírus, VACV, foram 

realizados ensaios de qPCR.  

A investigação do genoma dos vírus que são alvo de estudo nesse projeto foi 

realizada com base em protocolos já descritos na literatura e/ou utilizados e 

padronizados no Laboratório de Vírus (UFMG), sendo que para a detecção molecular 

de cada vírus foram padronizadas e utilizadas reações distintas, de acordo com os 

reagentes utilizados.  

 

5.4.1.3.1 β-actina murina  

  

Com o objetivo de assegurar a integridade do processo de extração de ácidos 

nucléicos, foi realizada a amplificação de um controle interno, o gene β-actina murina, 

expresso constitutivamente em roedores, mas que também amplifica amostras de 

marsupiais e outros mamíferos. Dessa forma, inicialmente todas as amostras de 

órgãos de pequenos mamíferos foram submetidas a qPCR para amplificação de um 

fragmento de 63pb deste gene.  

Nesta metodologia, foram utilizados os iniciadores 5’-

AAATCGTGCGTGACATCAAAGA -3’ senso e antissenso 5’- 

GCCATCTCCTGCTCGAAGTC-3’. A reação foi realizada no aparelho StepOne™ 

(Applied biossystems) com as seguintes concentrações e volume de reagentes: 5 µL 

de Master mix, 0,5 µL de cada iniciador (β-actina) 10 pmol, 2 µL de amostra e 2 µL de 

água de livre de nuclease, para um volume final de 10 µL. A ciclagem utilizada foi de 

94ºC por 2 minutos para desnaturação inicial, 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 
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15 segundos e pareamento e extensão a 60ºC por um minuto. Seguidos de curva de 

melt padrão com as etapas de 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 1 minuto e 95ºC por 

1 minuto.   

 

5.4.1.3.2 Flavivírus   

 

Para investigação de vírus pertencentes ao gênero Flavivirus foram utilizadas 

reações de RT-qPCR específicas para cada vírus, YFV (DOMINGO et al., 2012), ZIKV 

(LANCIOTTI et al., 2008) e DENV (SANTIAGO et al., 2013; ALM et al., 2014) (Tabela 

2). Todas as reações foram baseadas no sistema de detecção utilizando sondas 

TaqMan®, sendo que reações de qPCR com sonda fornecem detecção altamente 

sensível e específica. 

Para todas as reações foi utilizado o kit de qPCR GoTaq® Probe 1-Step RT-

qPCR (PROMEGA), que contém o GoTaq® Probe qPCR Master Mix, dUTP (2X), a 

enzima Transcriptase Reversa GoScript™, água livre de nucleases e a referência 

passiva (ROX).  

 

TABELA 2: Especificações dos genes alvo, tamanho dos fragmentos e referências das 
reações para investigação de flavivírus.  

 

 

Para a reação de detecção de YFV foram utilizados os inciadores, senso YFallF 

‘5-GCTAATTGAGGTGYATTGGTCTGC-3’ e antissenso YFallR ‘5-

CTGCTAATCGCTCAAMGAACG-3’ e a sonda YFallP ‘5-FAM-

Vírus Região alvo Amplicon(pb) Técnica Referência 
 

YFV 
 

 
região não 

codificante 5’  

 
88 pb 

 
RT-qPCR 
(Taqman)  

 
DOMINGO et al., 2012 

 
ZIKV 

 

 
gene E 

 
76 pb 

 
RT-qPCR 
(Taqman) 

 
LANCIOTTI et al., 2008 

 
 
 

DENV 

 

DENV-1        NS5 
DENV-2          E 
DENV-3       pRM 
DENV-4 

 

112 bp 

78 bp 

74 bp 

          89 bp 

 

 
 

RT-qPCR 
(Taqman) 

 
 

SANTIAGO et al., 2013 

 
DENV 

 

região não 
codificante 3’ 

UTR 

 
63 pb 

RT-qPCR 
multiplex 
(Taqman) 

 
ALM et al., 2014 



86 
 

ATCGAGTTGCTAGGCAATAAACAC-TMR-3’, os quais tem como alvo a região não 

codificadora (5’-NCR) do genoma do YFV.  

Para a investigação de ZIKV foi utilizada a RT-qPCR descrita por Lanciotti e 

colaboradores (2008), sendo utilizados os iniciadores senso 5’-

CCGCTGCCCAACACAAG-3’ e antissenso 5’-CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-3’ 

e a sonda 5’-FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA-3’, que tem como 

alvo um fragmento de 76 pb do gene do envelope viral. Tanto para a reação de YFV 

quanto para a de ZIKV foram utilizados os mesmos volumes de reação e ciclagem, 

5,0 L de Master Mix, 0,5 L de cada iniciador (10 µM), 0,25 L de sonda (10 µM), 

0,25 L de Transcriptase Reversa, 2,5 L de RNA e água livre de nucleases q.s.p. 10 

L. As reações foram realizadas no aparelho StepOne™ (Applied biossystems) com 

as seguintes condições de ciclagem: um ciclo inicial de 45ºC por 15 minutos, seguido 

de 95ºC por 2 minutos, e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos com 60ºC por 1 minuto.  

Para a investigação do vírus da Dengue foram utilizadas duas metodologias, 

com os alvos descritos na Tabela 1. Para a RT-qPCR multiplex descrita por Alm e 

colaboradores (2014) foram utilizados os iniciadores senso DENV_F 5’- 

GCATATTGACGCTGGGARAGAC-3’ e antissenso DENV_R1-3 5’- 

TTCTGTGCCTGGAATGATGCTG-3’ e DENV_R4 5’-

YTCTGTGCCTGGATWGATGTTG-3’ com a sonda DENV_P 5’- 6FAM-

CAGAGATCCTGCTGTC-MGB(NFQ)-3’. Foram utilizados como volume de reação 

12,5 L de Master Mix, 2,25 L de cada primer (10 µM), 0,5 L de sonda (10 µM), 0,5 

L de Transcriptase Reversa, 4,0 L de RNA e água livre de nucleases q.s.p. 25,0 L. 

As condições de ciclagem da reação foram: um ciclo inicial de 50ºC por 15 minutos, 

seguido de 95ºC por 2 minutos, e 40 ciclos de 95ºC por 03 segundos com 60ºC por 

30 segundos. 

Já para a RT-qPCR descrita por Santiago e colaboradores (2013), os 

iniciadores e sondas estão descritos na Tabela 3. Foram utilizados como volume de 

reação e ciclagem, 5,0 L de Master Mix, 0,5 L de cada iniciador (10 µM), 0,3 L de 

sonda (10 µM), 0,2 L de Transcriptase Reversa, 2,5 L de RNA e água livre de 

nucleases q.s.p. 10,0 L. As condições de ciclagem da reação foram: um ciclo inicial 

de 45ºC por 15 minutos, seguido de 95ºC por 2 minutos, e 45 ciclos de 95ºC por 15 

segundos com 60ºC por 1 minuto. 
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Todas as reações de RT-qPCR foram realizadas em duplicata. Em cada placa 

de qPCR foram adicionados controles positivos, RNA viral de cada vírus, sendo RNA 

do YFV17DD vacinal (lote: 980FPO662), RNA de ZIKV SPH (amostra cedida por 

Pedro F.C. Vasconcelos – Instituto Evandro Chagas) e de todos os quatro sorotipos 

de DENV (coleção Laboratório de Vírus). Além de controle negativo com água.  

 

TABELA 3: Iniciadores e sondas utilizados nos ensaios de RT-qPCR para DENV-1–4 
(SANTIAGO et al., 2013). 

 

5.4.1.3.3 Alphavírus 

 

Para investigação de CHIKV foi utilizada uma metodologia de RT-qPCR 

baseada no estudo de Edwards e colaboradores (2007). A região amplificada 

corresponde ao gene E1 do genoma viral. Foram utilizados os primers senso 5'-

TCGACGCGCCCTCTTTAA -3' e antissenso 5'-ATCGAATGCACCGCACACT-3' e a 

sonda 5'-ACCAGCCTGCACCCATTCCTCAGAC-3'. Foram utilizados como volume de 

reação 5,0 L de Master Mix, 0,5 L de cada primer (10 µM), 0,25 L de sonda (10 

µM), 0,25 L de Transcriptase Reversa, 2,5 L de RNA e água livre de nucleases 

q.s.p. 10,0 L. As reações foram realizadas no aparelho StepOne™ (Applied 

biossystems) com as seguintes condições de ciclagem: um ciclo inicial de 45ºC por 15 

minutos, seguido de 95ºC por 2 minutos, e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos com 

60ºC por 1 minuto. 

Reagente  Sequência  Gene alvo 

D1 primer Foward CAAAAGGAAGTCGTGCAATA NS5 

D1-R CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAAC  

D1-Sonda CATGTGGTTGGGAGCACGC  

D2 primer Foward CAGGTTATGGCACTGTCACGAT E 

D2-R CCATCTGCAGCAACACCATCTC  

D2-Sonda CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA  

D3 primer Foward GGACTGGACACACGCACTCA prM 

D3-R CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT  

D3-Sonda ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG  

D4 primer Foward TTGTCCTAATGATGCTGGTCG prM 

D4-R TCCACCTGAGACTCCTTCCA  

D4-Sonda TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG  
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Todas as reações de RT-qPCR foram realizadas em duplicata. Em cada placa 

de qPCR foi adicionado o controle positivo, RNA viral de CHIKV genótipo ECSA 

(BHI1762H804917), amostra cedida gentilmente pelo Prof. Dr Maurício Lacerda 

Nogueira da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (FAMERP), e controle 

negativo com água.  

 

5.4.1.3.4 Orthopoxvirus 

 

Para a detecção da presença de DNA de VACV nas amostras biológicas de 

pequenos mamíferos foi utilizada a metodologia de qPCR. Para amplificar o gene 

A56R, que codifica a hemaglutinina viral (HA), o protocolo foi realizado conforme 

descrito por Trindade e colaboradores (2008) (Tabela 4). As reações desse protocolo 

permitem distinguir amostras diferentes da espécie VACV. 

A reação de qPCR foi realizada utilizando o kit de qPCR GoTaq® Probe 1-Step 

RT-qPCR (PROMEGA), com adição de SYBR® Green (Applied biossystems). Todas 

as amostras foram testadas em duplicata e foram incluídos nas placas o controle 

positivo, DNA de VACV amostra Western Reserve (WR) (coleção Laboratório de 

Vírus), e controle negativo (água). Foram adicionados 5,0 L de Master Mix, dUTP 

(2X), Sybr, 0,2 L de cada iniciador (10 µM), 1,0 L de DNA e 3,6 L de água livre de 

nucleases q.s.p. 10,0 L. As reações foram realizadas no aparelho StepOne™ 

(Applied biossystems) com as seguintes condições de ciclagem: um ciclo inicial de 

95ºC por 10 minutos, 40 ciclos de 95ºC por 10 segundos e 58ºC por 40 segundos, 

seguidos de curva de melt padrão à 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 1 minuto e 95ºC 

por 15 segundos. Para considerar amostras positivas foi avaliada a temperatura de 

dissociação semelhante à do controle positivo utilizado nas reações. Quando essa 

temperatura variou abaixo ou acima de 2ºC, a amplificação foi considerada 

inespecífica.  

Ainda, foi realizada também qPCR visando a detecção do gene da DNA 

polimerase (E9L) dos Orthopoxvirus (LI et al., 2006). Foram utilizados os iniciadores 

senso ‘5-TCA ACT GAA AAG GCC ATC TAT GA-3’ e antisenso 5´-GAG TAT AGA 

GCA CTA TTT CTA AAT CCC A-3’ e a sonda 5’- TET- CCA TGC AAT ATA CGT ACA 

AGA TAG TAG CCA AC-3’, os quais amplificam um fragmento de 100pb. A reação de 

qPCR foi realizada nas seguintes condições: 5,0 L de Master Mix, 0,4 L dos 
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iniciadores (10 µM), 0,2 L de sonda (10 µM), 1,0 L de DNA e água livre de nucleases 

q.s.p. 10,0 L. Nessa reação também foi utilizado o Master Mix do kit de qPCR 

GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR (PROMEGA) e as reações foram realizadas no 

aparelho StepOne™ (Applied biossystems) com as seguintes condições de ciclagem: 

um ciclo inicial de 50ºC por 2 minutos, seguido de 95ºC por 10 minutos, e 40 ciclos de 

95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto.  

 

TABELA 4: Iniciadores utilizados para detecção de VACV com base na hemaglutinina viral, 
gene A56R.  

 

 

5.4.1.3.5 Gel de Agarose 1% 

 

Para a análise de alguns fragmentos de DNA amplificados para o gene A56R 

foi realizada eletroforese em Gel de Agarose 1%, a 100 volts (V). Para o preparo do 

gel foi adicionado 1,0 g de agarose (Sigma) em 100 mL de tampão tris acetado de 

EDTA (TAE 1X) (Tris 40mM, ácido acético 20 mM e EDTA 1 mM), a agarose foi 

dissolvida em aquecimento em micro-ondas e posteriormente distribuída em cuba de 

eletroforese apropriada. Após a solidificação do gel, 10µL de produto de DNA 

amplificado foi adicionado em canaletas específicas juntamente com o corante Blue 

Orange 6X (Promega) e ladder de 50 pb (Bioron). Após o término da corrida, o gel foi 

corado pelo período de 30 minutos com o corante de DNA SYBR Safe (Invitrogen) e 

as bandas foram visualizadas em transiluminador de luz azul (Thermo Scientific).  

Iniciadores Sequência Especificidade 

HA-genérico F 5’- CAT CAT CTG GAA TTG TCA CTA CTA AA-3’   

 
Não específico, amplifica todas as 

amostras de VACV. Amplifica outros 
OPV.  

HA-genérico R 5’- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’    

   

HA-BVV F 5’-ACC GAT GAT GCG GAT CTT TA-3’ 
Amplifica todas as linhagens de VACV 

brasileiros 

HA-genérico R 5’- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’    

   

HA BVV-nDEL F 5’-GCG GAT CTT TAT GAT ACG TAC AAT G-3’   
Amplifica amostras de VACV que não 

apresentam a deleção de 18 nt (BVV Grupo 
2). Não amplifica vírus do Grupo 1. 

HA-genérico R 5’- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’    
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5.4.1.3.6 Sequenciamento  

 

Para as amostras positivas, de todos os vírus investigados, os amplicons das 

reações de RT-qPCR foram purificados e encaminhados para o Instituto René Rachou 

(Fiocruz Minas) para tentativa de sequenciamento para confirmação dos resultados. 

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger ou dideoxi (SANGER, 1977) 

em sequenciador automático ABI 3700 (Applied Biosystems). 

Os dados brutos do sequenciador foram analisados utilizando os programas 

SeqTrace (STUCKY, 2012) e Sequence Scanner Software v2.0 (Applied Biosystems). 

As sequências de nucleotídeos relativas às regiões analisadas dos genomas dos vírus 

detectados nesta pesquisa foram obtidas do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) para 

análises comparativas. Os alinhamentos das sequências de nucleotídeos foram 

realizados com auxílio dos programas Clustal W e MUSCLE implementados no 

software MEGA 10.2 (https://www.megasoftware.net/) (KUMAR et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.megasoftware.net/
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Caracterização ecológica dos pequenos mamíferos  

 

A coleção de pequenos mamíferos é composta por 128 animais, e 

majoritariamente por roedores (n=125) o que corresponde a 97,7% das amostras. Da 

ordem Rodentia a coleção abrangeu animais do gênero Cerradomys spp. (n= 34), 

Necromys lasiurus (n=39), Rattus rattus (n=36) e roedores sem identificação de 

espécie e gênero (n=16). De todas as amostras, apenas 2,3% são referentes aos 

marsupiais e estão incluídas as espécies Didelphis albiventris (n=1) e Marmosops 

incanus (n=2). Na seção de anexos dessa tese foi adicionada uma tabela com dados 

de todas as amostras e características dos animais incluídos na coleção. A diferença 

com relação a quantidade de marsupiais se refere ao fato desses animais não terem 

sido eutanasiados, como foi proposto para os roedores. Os exemplares de marsupiais 

que foram incluídos nesse projeto foram à óbito durante a coleta e assim tiveram as 

vísceras coletadas.  

Com relação a representatividade por parques 15,6% das amostras são 

referentes ao Parque das Mangabeiras (n=20) e 84,4% ao Parque Jacques Cousteau 

(n=108). Com relação à composição de espécies observadas nas coletas, a fauna 

presente no Parque Jacques Cousteau sofre constante pressão antrópica, já que o 

parque se encontra rodeado por área urbana, e apresenta uma pequena área de 

extensão (335 mil metros quadrados). Esses fatores podem ter contribuído para a alta 

representatividade de roedores coletados nesse local, quando comparado ao Parque 

das Mangabeiras.  

No Parque das Mangabeiras as coletas foram mais frequentes no Transecto 1 

(trilha 1) (Figura 27), área de transição de Cerrado e Mata Atlântica e o gênero mais 

abundante coletado em todo o parque foi de Cerradomys sp. (n=9). Já com relação 

ao Parque Jacques Cousteau, foi possível observar captura mais frequente no 

Transecto 2 (área de Cerrado e pastagem) e com predominância de espécies 

silvestres, 35 capturas de Necromys lasiurus e 22 capturas de Cerradomys sp. Em 

contrapartida, no Transecto 1 (área mais antropizada) foi observada maior frequência 

de captura de Rattus rattus (n=35), o que evidencia a presença abundante desse 

roedor cosmopolita em áreas de fragmentos de mata inseridas em regiões 

antropizadas. Destacando que a captura de Rattus rattus só ocorreu no parque 
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Jacques Cousteau, o que corrobora também com a localização do parque, cercado 

por todo o perímetro por extensa área urbana.  

Os marsupiais incluídos nessa coleção foram provenientes do Parque das 

Mangabeiras, e esse parque apresentou número amostral menor (15,6%), o que pode 

ser correlacionado ao fato desse parque apresentar uma extensão territorial 

significativa (2,4 milhões de m2) com áreas de mata mais preservadas, o que pode 

contribuir para a maior dispersão das espécies. Ainda, a presença de uma fauna 

silvestre mais diversa, pode ser relacionada a conexão com outras áreas de mata do 

entorno do parque, como a Serra do Curral e o Parque Mata da Baleia.   

 Com relação ao período sazonal de coleta, a maioria dos animais foram 

coletados durante a estação seca, correspondendo a 65,6% (n=84) do total, enquanto 

34,4% (n=44) foram coletados em período que apresenta maior precipitação (outubro 

– março). Com relação a composição geral da coleção, observou-se uma maior coleta 

de mamíferos machos, 51,5% (n=66) comparado à 42,2% de fêmeas (n=54), e oito 

animais sem sexo definido (6,3%).  

 Na Tabela 5, foram reunidas as principais características das espécies 

analisadas nesse projeto, destacando que nossa área de estudo compreende 

fragmentos dos biomas de Cerrado e Mata Atlântica, e todas as espécies coletadas 

apresentam distribuição nesses biomas. Além disso, é importante destacar que 

considerando os roedores incluídos no estudo, as famílias Cricetidae e Muridae são 

as famílias mais diversas de mamíferos do planeta (BURGIN et al., 2018), fator que 

em conjunto com as características intrínsecas dos roedores contribuem para os 

hábitos peri-domésticos observados nesses animais e a presença de espécies dessas 

famílias nos parques estudados. Assim como para os roedores, os animais incluídos 

na família Didelphidae também são conhecidos por prosperarem em ambiente com 

ação antrópica (JANSEN et al., 2010; BEZERRA-SANTOS et al., 2021).  

 

TABELA 5: Características ecológicas dos pequenos mamíferos incluídos na coleção  

* (MA) Mata Atlântica (CE) Cerrado (CA) Caatinga (PT) Pantanal (AM) Amazônia (PP) Pampa.   
Fonte: Gillespie, H. 2004; Paglia et al., 2012; IUCN, 2022; Guia dos Roedores do Brasil, 2008.  

Ordem Família  Gênero/Espécie Dieta  Locomoção Peso Distribuição  

Rodentia  Cricetidea Cerradomys sp. Frugívoro/Granívoro Terrestre 50-140g MA, CE, CA, PT 

 Cricetidea N. lasiurus Frugívoro/Onívoro Terrestre 40-80g 
AM, MA, CE, 

CA, PT, PP 

 Muridae R. rattus Onívoro Terrestre/Arborícola 70-300g Cosmopolita 

Didelphimorphia Didelphidae D. albiventris  Frugívoro/Onívoro Escansorial  500-2700g CE, CA, PT, PP 

 Didelphidae M. incanus  Insetívoro/Onívoro Escansorial  20-140g MA, CE, CA 
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As espécies incluídas na nossa coleção são consideradas generalistas, e como 

demonstrado na Tabela 6, a dieta onívora desses mamíferos pode ser considerada 

fator determinante para essa adaptação em áreas de borda entre ambientes e para 

os hábitos sinantrópicos. Nesse cenário, considerando pequenos mamíferos que 

vivem inseridos em fragmentos de mata urbanos é relevante compreender que devido 

a ação antrópica alterando as condições ambientais, como por exemplo, através da 

oferta de alimento, disponibilidade de abrigo e redução de predadores (MILLS, 2006), 

é observada elevada densidade populacional dessas espécies, que assim conseguem 

prosperar e se adaptar cada vez mais ao ambiente urbanizado. De fato, no contexto 

dos dois parques, o sucesso reprodutivo dos roedores, especialmente da espécie 

Rattus rattus no Jacques Cousteau, pode ser correlacionado a presença dessas 

alterações antrópicas.  

Considerando ainda uma das problemáticas relacionadas à elevada densidade 

populacional de roedores e espécies generalistas em fragmentos florestais, pode-se 

destacar o exemplo dos hantavírus. Onde estudos eco-epidemiológicos já 

demonstraram risco aumentado de infecções por esses vírus em ambiente degradado 

e com composição de espécies alterado, já que roedores generalistas são as 

principais espécies de roedores reservatórios de hantavírus, e essas espécies são 

facilmente encontradas em áreas periurbanas e regiões que demonstram alterações 

de composição vegetal (MILLS, 2006; SANTOS et al., 2018; PRIST et al., 2021). 

Não obstante, levando em consideração o efeito diluidor na ocorrência de DIE 

(KESSING et al., 2010; KEESING E OSTFELD, 2021), onde o risco de transmissão 

de patógenos pode aumentar com o declínio da biodiversidade, o contexto dos dois 

parques aqui estudados pode ser correlacionado com esse fator. No que diz respeito 

a composição de espécies e distribuição de fauna nos dois parques, não temos dados 

que nos permitem inferir a diversidade e densidade das espécies animais desses 

locais, mas pelo cenário de pressão antrópica em que se encontram pode-se inferir 

um predomínio de espécies generalistas em detrimento de espécies especialistas. 

Sendo que as espécies generalistas, frequentemente correlacionadas à habitats 

degradados, apresentam risco aumentado para transmissão de patógenos e assim 

como nos parques aqui estudados estão mais propensas a estabelecer contato com 

seres humanos e outros animais encontrados no entorno dos parques.  
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6.2 Prospecção molecular de arbovírus em amostras de pequenos mamíferos  

 

Foram analisados todos os fígados (n=128) e rins (n=128) dos roedores e 

marsupiais coletados para prospecção dos arbovírus de interesse nesse projeto, YFV, 

ZIKV, DENV e CHIKV. Após a extração de RNA, todas as 256 amostras de RNA 

provenientes dos fígados e rins foram submetidas a qPCR para o gene da β-actina 

murina, e todas foram positivas para esse controle endógeno. Sendo assim foi 

possível validar o processo de extração de ácidos nucléicos e prosseguir para a 

triagem por RT-qPCR para os arbovírus investigados. 

Dentre todos os órgãos processados e analisados, rins e fígados dos pequenos 

mamíferos para todos os alvos propostos (Tabela 6), uma amostra de fígado de roedor 

(FJC94), apresentou amplificação em RT-qPCR para o fragmento correspondente a 

região 5’ não codificante (NCR) do genoma de YFV (Figura 28).  

 

TABELA 6: Tabela representativa dos alvos de RT-qPCR analisados e dos resultados 
obtidos para investigação de arbovírus.  

      + São representados também o número de órgãos testados para cada alvo para concluir a 
investigação molecular proposta para os arbovírus. 

 

 

A amostra de fígado positiva para o RNA viral de YFV corresponde a um roedor, 

da espécie Necromys lasiurus, macho, coletado na campanha de novembro de 2018 

Vírus Região alvo Ensaio 
molecular 

Número de 
fígados 

testados 

Número de rins 
testados 

Resultados 
RT-qPCR 

YFV 5’ NCR 
 

RT-qPCR 
 

n=128 n=128 
indetectável 

*exceto FJC94 

ZIKV Gene E 
 

RT-qPCR 
 

n=128 n=128 
       

 indetectável 

CHIKV E1 
 

RT-qPCR 
 

n=128 n=128 
 

indetectável 

DENV 

 
DENV-1       NS5 
DENV-2         E 
DENV-3      pRM 
DENV-4 
 

 
 

RT-qPCR 
 

n=20 n=20 

 
 

indetectável 

DENV 
Região não 

codificante 3’ 
UTR 

RT-qPCR 
multiplex 

 
n=108 n=108 

 
indetectável 
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no Parque Jacques Cousteau. Entretanto, o valor de Ct/Cq (threshold cycle), o qual 

indica o número de ciclos da reação de qPCR necessários para início da amplificação, 

foi alto nas duas repetições realizadas (média Ct = 35.9) e isso sinaliza para a baixa 

carga viral presente na amostra, o que dificultou a continuidade de caracterização e 

tentativa de sequenciamento e isolamento viral a partir dessa amostra. 

 

Figura 28: Gráfico de amplificação da amostra de fígado positiva para YFV 
(FJC94). O gráfico é representativo de duas reações de RT-qPCR positivas, com 
média de CT de 35.7. (CP) Controle positivo, RNA YFV e (CN) controle negativo 
da reação. 
 

Foi realizada a tentativa de amplificação de um fragmento maior do genoma de 

YFV a partir dessa amostra (FJC94) para encaminhar para sequenciamento, porém 

após a realização de PCR convencional e visualização em gel de poliacrilamida 8%, 

nenhuma banda foi visualizada. Ainda, foi realizado novo processamento e extração 

de RNA da mesma amostra de fígado armazenada em freezer -70ºC que ainda não 

havia sido descongelada para tentativa de nova amplificação por RT-qPCR. Além 

disso, foram realizadas extrações de RNA de outros órgãos desse animal, além de 

fígado e rim, como baço, gônadas e bexiga. Entretanto, nenhuma das novas tentativas 

demonstrou amplificação nos ensaios moleculares. Considerando as novas 

abordagens de investigação molecular tanto por PCR convencional quanto por RT-

qPCR, através de alvos maiores do genoma do YFV e em diferentes órgãos, os dados 

aqui demonstrados não podem ser conclusivos quanto a positividade desse pequeno 

mamífero para o YFV.  

A detecção de YFV em espécies silvestres já foi documentada na literatura, 

sendo descrita evidências sorológicas em pequenos mamíferos na Guiana Francesa 

e no México, onde foram detectados anticorpos neutralizantes em várias espécies de 
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primatas, bem como em outros mamíferos silvestres pertencentes às ordens 

Rodentia, Artiodactyla, Carnivora e Xenarthra (THOISY et al., 2004; CIGARROA-

TOLEDO et al., 2016). Esses achados corroboram com a necessidade de investigação 

do YFV em animais silvestres, principalmente em áreas endêmicas para FA e que 

possuem registros recentes de surtos e epidemias em humanos e PNH (FIGUEIREDO 

et al., 2019; SACCHETTO et al., 2020). Destaca-se também a importância de 

investigação nos parques inseridos em áreas urbanas densamente povoadas, os 

quais são refúgios de fauna e no contexto da FA podem contribuir para manutenção 

da circulação viral e para o risco de emergência de surtos urbanos. De fato, em Belo 

Horizonte e região metropolitana foi relatada a ocorrência de epizootias recentes, nos 

anos de 2017, 2018 e 2021 (PBH, 2017A; PBH, 2017B; SACCHETTO et al., 2020; 

PBH, 2021). Inclusive, com destaque para a ocorrência de epizootias por FA no 

Parque das Mangabeiras em 2017, e na região oeste da capital onde está inserido o 

Parque Jacques Cousteau, o qual foi fechado pelo poder público mais de uma vez. 

Nesse cenário, os dois parques passaram a exigir comprovante de vacinação para 

visitantes. 

As interações complexas entre fatores ambientais e ecológicos acabam por 

alterar o padrão de distribuição e transmissão de patógenos entre os hospedeiros e 

regiões geográficas. Assim, considerando a ocorrência de ciclos silvestres dos 

arbovírus aqui estudados, evidências sorológicas e moleculares já descreveram a 

exposição e possível papel de pequenos mamíferos na dinâmica de transmissão 

desses vírus. Um exemplo é o vírus da Dengue, como descrito por Thoisy e 

colaboradores (2009) que demonstrou por estudos moleculares a detecção dos quatro 

sorotipos de DENV em animais das ordens Rodentia, Chiroptera e Marsupialia. Além 

de outros estudos que corroboram esses achados moleculares e também sorológicos 

em roedores e marsupiais, além de primatas e morcegos (THOISY et al., 2004; 

LAVERGNE et al., 2009; MORALES et al., 2017; OLIVEIRA-FILHO et al., 2018; GWEE 

et al., 2021).  

Sabe-se que para o ZIKV também existem evidências na literatura acerca da 

participação de pequenos mamíferos na manutenção de ciclos silvestres, como 

roedores, morcegos, caprinos, ovinos e orangotangos (ANDRAL et al., 1968; 

DARWISH et al., 1983; BUENO et al., 2016). E especialmente no Brasil, destaca-se 

também a detecção viral em PNH, sinalizando para o possível estabelecimento do 

ciclo silvestre nesses animais no país, o que ainda não é completamente elucidado e 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lavergne+A&cauthor_id=19725384
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Oliveira-Filho+EF&cauthor_id=29424106
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pode desempenhar importante papel na manutenção do ZIKV em áreas urbanas 

(FAVORETTO et al., 2016; TERZIAN et al., 2018). Para o CHIKV também existe a 

possibilidade de manutenção viral em ciclos silvestres envolvendo PNH como ocorre 

na África, e além da detecção em PNH, estudos já mostraram circulação viral em 

roedores, esquilos, aves e morcegos (CHEVILLON et al., 2008; PAHO, 2011; 

VOURC’H et al., 2014; MATUSALI et al., 2019). 

A ausência de detecção dos arbovírus investigados nesse estudo pode ser 

correlacionada a alguns fatores, como a ausência de infecção e viremia no momento 

da coleta dos animais. E, ainda devido a fatores relacionados ao delineamento do 

estudo, como ausência de acompanhamento longitudinal da população analisada e 

ausência de amostras de soro também para realização de análises sorológicas. 

Reforçando os dados aqui apresentados, estudos pregressos que utilizaram 

abordagens semelhantes com a nossa metodologia, também demonstraram ausência 

de circulação de arbovírus em coleções de mamíferos investigadas (CABRERA-

ROMO et al., 2016; SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2018; PAUVOLID-CORRÊA et al., 

2019; DE OLIVEIRA FIGUEIREDO et al., 2022). Embora esses estudos de vigilância 

viral em interfaces humano-animal indiquem ausência de circulação de arbovírus em 

determinadas populações estudadas, não se pode descartar essa possibilidade, visto 

o caráter zoonótico desses vírus e principalmente levando em consideração o papel 

expressivo dos roedores como reservatórios de vírus zoonóticos (MEERBURG et al., 

2009; KEESING; OSTFELD, 2021).   

O risco de estabelecimento e spillback de patógenos como os arbovírus para 

as populações de animais silvestres próximas à grandes centros urbanos no Brasil 

deve ser considerado, já que esses arbovírus são endêmicos e estão amplamente 

distribuídos nas regiões urbanas sendo responsáveis por causar epidemias sazonais 

e frequentes com grande impacto na saúde pública. Destaca-se, ainda, que a situação 

pode ser agravada no contexto dessas arboviroses pela presença massiva do vetor 

Aedes aegypti nas áreas urbanas brasileiras (KOTSAKIOZ et al., 2017), e no contexto 

dos parques, também seria relevante a investigação viral entomológica em espécies 

competentes de mosquitos vetores que podem estar presentes nessas áreas. Estudos 

focados na cadeia epidemiológica desses arbovírus ainda no ambiente silvestre 

podem contribuir essencialmente para compreensão da dinâmica de ocorrência dos 

ciclos enzoóticos desses vírus e sinalizam para a necessidade de uma abordagem de 

vigilância de longo prazo, visando detectar precocemente a circulação enzoótica, a 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cabrera-Romo+S&cauthor_id=27357156
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cabrera-Romo+S&cauthor_id=27357156
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pauvolid-Corr%C3%AAa+A&cauthor_id=31888285
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disseminação desses vírus por biomas e a possível ocorrência de eventos de 

emergência.  

Ainda, infecções por YFV em modelos animais, como hamsters, camundongos 

e PNH, já demonstraram comprometimento principalmente de órgãos como fígado, 

rins e baço, e com viremia média de 2-6 dias (MEIER et al., 2009; JULANDER, 2016). 

Entretanto modelos utilizando camundongos não são os preferenciais para infecção 

por flavivírus, já que de forma geral, o sistema imune desses animais consegue conter 

a infecção. Por outro lado, os hamsters são susceptíveis a infecção por YFV e são 

modelos animais que reproduzem bem a infecção viral como ocorre em humanos e 

PNH (TESH et al., 2001; JULANDER, 2016). Fazendo um paralelo com esses dados 

e com o fato das infecções por arbovírus apresentaram no geral curtos períodos 

virêmicos (KERKHOF et al., 2019), a detecção molecular de YFV e outros arbovírus 

em animais saudáveis e que ainda não apresentam papel definido no ciclo de 

manutenção desse vírus se torna um desafio. Somando-se a isso, os vetores 

silvestres do YFV são encontrados majoritariamente na altura das copas das árvores, 

e os roedores de maneira geral, assim como Necromys lasiurus, apresentam hábitos 

terrestres (PAGLIA et al., 2012; ALENCAR et al., 2016; SILVA et al., 2020). Vale 

salientar que a espécie Necromys lasiurus é um dos principais reservatórios dos 

Hantavírus (DE OLIVEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2018) além disso, apresenta 

hábitos generalistas se adaptando bem em ambientes antropizados com áreas de 

mata fragmentadas e peridomicílio, fatores que podem ser relacionados com um 

possível papel na manutenção de outros patógenos virais (DE OLIVEIRA et al., 2018; 

SANTOS et al., 2018; COSTA et al., 2019).  

Nossos dados indicam a ausência de circulação desses arbovírus nos animais 

investigados, nas áreas e no período do estudo. Vale ressaltar que para compreender 

melhor a possível exposição desses animais aqui estudados aos vírus investigados, 

se faz necessária a realização de testes sorológicos que podem evidenciar exposição 

pregressa a um determinado patógeno, através da detecção de anticorpos. Porém, 

como não tivemos acesso ao soro desses animais, não podemos inferir sobre 

possíveis infecções prévias na população de mamíferos analisada. E diante disso, 

mais esforços são necessários para compreender a possível dinâmica de circulação 

enzoótica desses vírus no contexto aqui apresentado.  
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6.3 Prospecção molecular de VACV em amostras de pequenos mamíferos  

 

Inicialmente, assim como realizado para a investigação dos arbovírus, após a 

extração de DNA, as amostras foram submetidas a qPCR para o gene de β-actina 

murina e todas foram positivas. Para a investigação molecular de VACV, as amostras 

de fígados (n=128) dos roedores e marsupiais foram testadas, por qPCR, para 

amplificação de dois genes sendo o E9L (DNA polimerase viral) e A56R 

(hemaglutinina viral - HA) (LI et al., 2006; TRINDADE et al., 2008). 

Para o gene E9L, testado em qPCR utilizando o sistema TaqMan®, não foi 

observada positividade para nenhum dos animais coletados nos dois parques urbanos 

investigados. Já para a prospecção molecular referente ao alvo A56R, três amostras 

foram positivas, o que representa uma positividade total de 2,3% dos 128 animais 

analisados. Considerando as análises das reações de qPCR, as três amostras 

positivas apresentaram curvas de melt no Tm esperado, condizentes com o Tm do 

controle positivo utilizado (VACV-WR) (Figura 29).  

Duas amostras de fígados positivas (FJC26/FJC88) são correspondentes a 

roedores, ambos do gênero Cerradomys spp. coletados no mesmo ano e provenientes 

do Parque Jacques Cousteau, o que corresponde a 8% dos Cerradomys spp. 

coletados nesse parque (2/25). A terceira amostra positiva é referente ao fígado de 

um marsupial, da espécie Marmosops incanus, coletado no Parque das Mangabeiras, 

correspondendo a 50% (1/2) dos exemplares de Marmosops incanus coletados nesse 

estudo (Tabela 7).  

 

TABELA 7: Amostras de pequenos mamíferos positivas na prospecção molecular de VACV, 
referente ao gene alvo A56R.  

 

 

 

Espécie Identificação  qPCR 
Fígado  
A56R 

Média 
Ct/Cq 

Sexo  Parque Ano de 
coleta 

   
 

   

Marmosops 
incanus 

FM31 + 29.3 Fêmea Mangabeiras 2019 

Cerradomys spp. FJC26 + 27.0 Macho  Jacques 
Cousteau 

2018 

Cerradomys spp. FJC88 + 35 Macho  Jacques 
Cousteau 

2018 
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Figura 29: Gráficos dos resultados de qPCR para o alvo A56R (Hemaglutinina viral – 
HA). Os gráficos mostram a temperatura de dissociação dos controles positivos VACV WR e 
das amostras consideradas positivas FM31, FJC26 e FJC88 na triagem molecular específica 
para o gene A56R. As amostras apresentaram amplificação na PCR 2 (HA-BVV F/HA-generic 
R). Legenda: (C-) controle negativo, (C+ WR) controle positivo.   
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Ainda, os resultados das reações de qPCR foram visualizados em eletroforese 

em gel de agarose 1%. A separação do material amplificado, por eletroforese, 

referente às amostras FM31 e FJC88 mostrou amplicons com tamanhos de banda 

condizentes com o tamanho do fragmento observado para os controles positivos 

(Figura 30).  

 

 

 

Figura 30: Eletroforese em Gel de Agarose 1%. São observadas bandas para os 
amplicons provenientes das reações para o gene A56R.  Reação TRINDADE et al., 2008 
(HA BVV). Acima das canaletas estão indicadas as amostras testadas. Foram dedicadas 
canaletas ao controle negativo (CN) e positivo (CP) VACV WR. Marcador de tamanho 
molecular de 50pb (Bioron). As canaletas vazias são referentes a produtos de reação 
testados, mas que não demonstraram visualização de bandas de fragmentos.  

 

A investigação molecular referente ao gene A56R, foi realizada com o protocolo 

de Trindade e colaboradores (2008) que é capaz de diferenciar os dois grupos de 

VACV-Br (Vaccínia vírus brasileiros). Através das análises dos gráficos de 

amplificação e curva de melt das três amostras consideradas positivas, as três podem 

ser consideradas amostras de VACV pertencentes ao Grupo 1, levando em 

consideração que apresentaram amplificação apenas na reação de qPCR 2 (BVV) 

(desenhada para amplificar todas as linhagens de VACV-Br) e não foi observada 

amplificação na qPCR BVV nDEL que amplifica amostras de VACV que não possuem 

a deleção de 18 nucleotídeos no gene A56R (Grupo 2). Entretanto, para confirmar a 

caracterização das amostras como pertencentes ao Grupo 1 de VACV circulantes no 

Brasil os amplicons foram encaminhados para tentativa de sequenciamento. 
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Após a purificação das bandas do gel de agarose, as amostras foram 

encaminhadas para sequenciamento em ambas as orientações pelo método dideoxi 

em plataforma ABI3130. Foi obtida uma sequência de nucleotídeos equivalente a 

amostra de Cerradomys sp. (FJC88). O fragmento obtido, referente ao gene A56R, 

apresentou 127 pb. Foi confirmada a detecção de VACV em amostra de fígado de 

roedor Cerradomys sp. por sequenciamento genético, e a sequência foi alinhada com 

sequências homólogas de VACV brasileiros. A sequência obtida apresentou 

similaridade com outras sequências de VACV depositadas no GenBank. Através do 

alinhamento (Figura 31) é possível observar a deleção de 18nt no gene A56R, 

agrupando a sequência às amostras de VACV do grupo 1 circulantes no Brasil.  
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Figura 31: Alinhamento de sequências do gene A56R da amostra FJC88 com sequências homólogas de VACV brasileiro. É possível 
observar a deleção de 18nt no gene A56R na mesma posição compartilhada entre a amostra FJC88 e os demais isolados brasileiros do Grupo 
1. As cores e letras representam bases conservadas, eliminações são representadas por traços, e cores e letras diferentes bases divergentes. 
Os fragmentos foram sequenciados em ambas as orientações pelo método dideoxi em plataforma ABI3130 (Applied Biosystems), a montagem 
da sequência consenso e a análise de qualidade da sequência foi realizada utilizando os softwares SeqTrace e Sequence Scanner Software 
v2.0. As sequências foram alinhadas pelo software MEGA 10.2 (usando o Muscle e Clustal W). 
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A detecção de VACV em ambiente urbano sem registro preliminar de surto já 

foi descrita na literatura para outros mamíferos como gatos, cães, capivaras e quatis 

(COSTA et al., 2017; DUTRA et al., 2017; COSTA et al., 2018). No Brasil, a maioria 

dos estudos destinados à investigação de VACV é direcionada a áreas com histórico 

de surtos de VB, envolvendo principalmente humanos e bovinos. Porém, levando em 

consideração o amplo espectro de hospedeiros que o VACV é capaz de infectar, essa 

característica pode favorecer a circulação viral também em ambiente urbano.  

Desde os primeiros isolados de VACV em roedores silvestres e sentinelas na 

década de 1960 no Brasil, a circulação de VACV em roedores vem sendo evidenciada 

na literatura, seja através de detecção molecular ou sorológica (FONSECA et al., 

1998; FONSECA et al., 2002; ABRAHÃO et al., 2009; SCHATZMAYR et al., 2011; 

PERES et al., 2013; BARBOSA et al., 2014; DUTRA et al., 2017; MIRANDA et al., 

2017), incluindo pequenos roedores silvestres e sinantrópicos e capivaras, além da 

detecção também em marsupiais (PERES et al., 2013; PERES et al., 2016; MIRANDA 

et al., 2017). Dessa forma, os dados aqui apresentados corroboram com as evidências 

já descritas na literatura científica, onde espécies de roedores e marsupiais podem 

atuar como reservatórios do VACV e contribuir para a persistência desse vírus na 

natureza. Torna-se importante ressaltar, também, a positividade para espécies do 

gênero Cerradomys spp. observada neste estudo e, que também foi descrita no 

estudo de Miranda e colaboradores (2017).  

No contexto dos parques das Mangabeiras e Jacques Cousteau, nossos dados 

reforçam a hipótese de possível atuação desses mamíferos, principalmente os 

roedores, como pontes de transmissão entre o ambiente natural/silvestre para o 

urbano, como já descrito em modelos de transmissão do VACV (ABRAHÃO et al., 

2009; DE OLIVEIRA et al., 2017). Os hábitos sinantrópicos e generalistas de roedores 

contribuem para manutenção desses mamíferos no espaço urbano, que fornece 

recursos e abrigo, condições propícias para reprodução e abundância de populações 

desses animais, e essa proximidade pode desencadear danos aos ecossistemas 

urbanos, as populações de animais silvestres e domésticos locais, mas também para 

a saúde humana. Além disso, considerando a atuação dos roedores como link para 

transmissão do VACV entre os ambientes, nas áreas de entorno dos parques urbanos 

o risco de interações entre roedores e animais domésticos é concreto, o que 

consequentemente pode contribuir disseminação e transmissão do VACV também 

para o homem.  
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Nesse cenário, a investigação viral em áreas de interface de vida silvestre com 

grandes centros urbanos é uma oportunidade de compreender não só a dinâmica de 

circulação do VACV em outros ambientes, mas entender um pouco mais acerca do 

risco que essa circulação pode representar para a saúde humana e animal. E 

considerando o âmbito de saúde pública, a ocorrência de infecção grave por VACV 

em humanos imunocomprometidos é bem descrita na literatura (LAITON-DONATO et 

al., 2020), e esse contexto de circulação do VACV em áreas de mata próximas a 

grandes cidades pode colocar a população humana susceptível, não vacinada contra 

a varíola, em risco para a ocorrência de infecções.  

De acordo com os dados de qPCR apresentados, uma amostra de marsupial 

(Marmosops incanus) proveniente do Parque das Mangabeiras, foi positiva para 

VACV. Esse resultado sinaliza para a possível circulação do vírus também nos 

roedores silvestres desse parque. Hipótese anteriormente levantada por Costa e 

colaboradores (2018) que confirmaram por dados moleculares e sorológicos, a 

exposição ao VACV em quatis e cães do Mangabeiras, mas que também considerou 

a possível atuação de roedores silvestres na circulação do VACV nesse local.  Nesse 

sentido, a positividade desse marsupial e dos dois roedores Cerradomys spp. do 

Jacques Cousteau, reforça a possível atuação de espécies silvestres na dinâmica de 

transmissão do VACV nessas duas áreas verdes urbanas. Ressaltamos, também, que 

no Parque das Mangabeiras são encontrados roedores do gênero Cerradomys spp., 

porém o número reduzido de exemplares desse gênero nessa coleção pode ser um 

fator relacionado com a ausência de detecção do VACV nos roedores desse parque.  

A baixa taxa de positividade observada, 2,3% de todos os pequenos mamíferos 

investigados para VACV pode ser correlacionada ao número amostral pequeno, ao 

período de coleta pontual (abril de 2018 a março de 2019), e ao fato de a região não 

apresentar histórico de surtos de VB e não estar localizada próxima a áreas de criação 

de bovinos e exploração de economia leiteira. Acrescentando-se a esses fatores, a 

ausência de dados sorológicos para as amostras incluídas nesse projeto. 

Considerando estudos semelhantes ao nosso, de investigação de VACV em animais 

silvestres, Miranda e colaboradores (2008), mostraram uma taxa de positividade de 

6.4% (21/325) considerando detecção molecular por qPCR em roedores e marsupiais 

amostrados em Minas Gerais.  
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Ainda, levando em conta estudos de vigilância para outros ortopoxvírus e a 

detecção desses vírus em roedores. No estudo de Kinnunen e colaboradores (2011) 

foi avaliada a soroprevalência de anticorpos anti-OPV em 15 espécies de roedores, e 

foram encontradas soroprevalências de 33% na Finlândia e 32% na Alemanha, além 

do estudo Oldal e colaboradores (2015) que evidenciaram uma taxa de 

soroprevalência de 18% de anticorpos anti-OPV em roedores coletados na Hungria. 

Ainda, as taxas mais elevadas observadas na Europa podem ser correlacionadas a 

circulação do CPXV, que sabidamente apresenta roedores como hospedeiros 

reservatórios, além de outros mamíferos susceptíveis, como gatos e humanos 

(ESSBAUER et al., 2010).      

Nessa perspectiva, para o MPXV também é observada circulação em pequenos 

mamíferos e roedores (LI et al., 2023). E diante do evento de emergência de MPXV 

observado a partir de 2022 (WHO, 2022D), assim como as emergências relacionadas 

aos outros ortopoxvírus e ao VACV, é importante manter atenção e o monitoramento 

da dinâmica de transmissão e circulação desses vírus, especialmente devido ao 

amplo espectro de hospedeiros e a papel zoonótico que representam.   

Os resultados aqui descritos são importantes para destacar a ocorrência de 

ciclos enzoóticos virais em determinadas áreas geográficas, identificando assim 

possíveis locais de risco para ocorrência de eventos de spillover, além de espécies 

animais susceptíveis, com potencial para albergar vírus zoonóticos. No contexto 

urbano, esses dados reforçam a necessidade de detecção precoce da circulação de 

vírus com caráter patogênico, como uma ação preventiva para evitar surtos em 

populações animais e humanas susceptíveis.  
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7. CONCLUSÕES  

 

Os dados apresentados indicam a ausência de evidências de circulação dos 

arbovírus investigados, YFV, ZIKV, DENV e CHIKV, nos pequenos mamíferos 

inseridos no Parque das Mangabeiras e Jacques Cousteau.  

 

Embora na prospecção molecular o RNA do YFV tenha sido detectado em uma 

amostra de fígado de Necromys lasiurus, essa detecção não pôde ser confirmada por 

sequenciamento ou isolamento viral. Portanto, esses dados não são conclusivos para 

afirmar a positividade da amostra ao YFV.  

 

A detecção de DNA do VACV em amostras de pequenos roedores e 

marsupiais, e o sequenciamento de um fragmento do gene A56R a partir de uma 

amostra de Cerradomys spp, são dados que reforçam a possibilidade de atuação 

desses mamíferos na manutenção e cadeia de transmissão do VACV também em 

ambiente urbano. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

- Para as amostras consideradas positivas na investigação molecular para o gene 

A56R, realizar novos ensaios de PCR para tentativa de amplificação de fragmentos 

de DNA maiores que possam contribuir para caracterização genética dessas 

amostras.  

 

- Realizar tentativa de isolamento viral a partir das amostras consideradas positivas 

para VACV nos ensaios de qPCR; 
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CAPÍTULO II  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROSPECÇÃO MOLECULAR E SOROLÓGICA DE VÍRUS ZOONÓTICOS EM 

AMOSTRAS DE QUATIS (Nasua nasua) DO PARQUE DAS MANGABEIRAS, 

MINAS GERAIS, BRASIL. 
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9. OBJETIVOS 

 

9.1 Objetivo Geral 

 

Prospectar e caracterizar vírus zoonóticos em uma população de Nasua nasua 

presente na mastofauna de um parque urbano inserido em uma grande matriz urbana, 

Belo Horizonte, Minas Gerais.  

 

9.2 Objetivos Específicos  

 

- Investigar molecularmente através de RT-qPCR a circulação de SARS-CoV-2 em 

amostras biológicas de Nasua nasua; 

 

- Investigar molecularmente através de RT-qPCR a circulação de arbovírus 

(YFV/DENV/ZIKV/CHIKV) em amostras biológicas de Nasua nasua; 

 

- Investigar molecularmente através de qPCR a circulação de VACV em amostras 

biológicas de Nasua nasua; 

 

- Caracterizar molecularmente os vírus detectados; 

 

- Investigar a presença de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 e anti-

Ortopoxvírus em amostras biológicas de Nasua nasua. 
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10. FLUXOGRAMA DE TRABALHO 
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11. MATERIAL E MÉTODOS  

 

11.1 Coleção de quatis (Nasua nasua) 

 

A segunda coleção biológica analisada nesse projeto engloba amostras 

biológicas de swab oral, swab anal e soro de quatis (Nasua nasua) (n=40) coletadas 

no Parque das Mangabeiras (19° 56' S 43° 54' O), Belo Horizonte, Minas Gerais, no 

ano de 2021. A realização das capturas de quatis foi concretizada em uma parceria 

estabelecida entre o Laboratório de Vírus UFMG, o professor Dr. Marcelo Pires do 

Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinária da Escola de Veterinária UFMG, 

juntamente com a Fundação de Parques Municipais e Zoobotânica de Belo Horizonte 

e o Projeto Quatis.  

Todas as amostras foram acondicionadas em freezer -700C ou em RNA Later® 

(Invitrogen™) no Laboratório de Vírus do Departamento de Microbiologia, Instituto de 

Ciências Biológicas da UFMG. 

 

11.2 Área de estudo 

 

Esse estudo epidemiológico de corte transversal foi realizado a partir da coleta 

de amostras biológicas de quatis habitantes do Parque das Mangabeiras (Figura 32), 

no período de fevereiro a agosto de 2021. Como descrito no Capítulo I, o Parque das 

Mangabeiras é o maior parque urbano da cidade e está inserido na região centro-sul 

de Belo Horizonte, contando com cerca de 15 mil visitantes/ mês (PBH, 2018A). Os 

detalhes acerca da estrutura e características do parque já foram descritos 

anteriormente neste trabalho, portanto, pontuaremos neste tópico informações 

importantes com relação a população de quatis inserida nesse parque urbano.  

Para o contexto da população de quatis amostrada no Parque das Mangabeiras 

é relevante destacar o Projeto Quatis. O projeto é fruto de uma parceria entre a 

Fundação de Parques Municipais e Zoobotânica (FPMZB) e a Universidade Federal 

de Minas Gerais (UFMG), e atua no monitoramento da população de quatis do parque 

há pouco mais de 15 anos. As ações do projeto incluem a realização de pesquisas 

para compreender o comportamento desses procionídeos, fatores relacionados à 

dieta, área de vida, hábitos, morfologia e relações de interação com os seres humanos 

visitantes do parque (PROJETO QUATIS, 2022; PBH, 2022).  

https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvJauP75FTxDPX2kepUt_yhnAuTDYA:1640110726503&q=19%C2%B0+57%27+3%22+S+43%C2%B0+54%27+18%22+O&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLVT9c3NCxIyS1Jzi0rWcQqY2h5aIOCqbm6grGSQrCCiTGIZ6KuYGihpOAPAMiZ4pUwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwisgfvJwPX0AhUpK7kGHTdlCs0QmxMoAXoECEYQAw
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De acordos com estudos realizados com relação ao levantamento populacional 

da espécie Nasua nasua no parque, a densidade de quatis no ano de 2010 estava 

acima das condições naturais (30,03 indivíduos/km2), e para o ano de 2021 dados 

preliminares indicam que a estimativa de densidade seja de 24,63 indivíduos/km2. A 

alta densidade de quatis no parque das Mangabeiras pode ser correlacionado a 

ausência de predadores naturais e grande disponibilidade e oferta de alimento de 

origem humana para esses animais (HEMETRIO, 2011; comunicação pessoal).  

 

 

 

Figura 32: Mapa evidenciando a localização geográfica de Belo Horizonte, e a 
localização do Parque das Mangabeiras. O Parque das Mangabeiras é o maior 
parque urbano de Belo Horizonte e está situado na região centro-sul da cidade. Fonte: 
Adaptado de Portal Maps BH, FPMZB, 2020 e Google Earth.  
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11.3 Coletas  

 

Para obtenção de amostras biológicas dos quatis foram realizadas duas 

capturas por estação, compreendendo as estações seca e chuvosa (fevereiro e junho, 

julho e agosto).  

Os animais foram capturados através de armadilhas modelo Tomahawk, 

montadas em cinco pontos estratégicos de passagem dos animais, sendo utilizadas 

iscas de banana. Durante a captura as armadilhas de ferro galvanizado foram 

revisadas diariamente, e possuem as seguintes dimensões: de 70cm x 30cm x 20cm. 

Os quatis capturados foram identificados, marcados, foi realizada a coleta de 

amostras, tratamento de eventuais feridas e soltura.  

Os animais foram anestesiados com Tiletamina e Zolazepam na dose 

recomendada de 0,1ml/kg por via intramuscular conforme protocolo anestésico 

utilizado no Zoológico de Sorocaba, São Paulo entre 1992 e 2011 (TEIXEIRA e 

AMBROSIO, 2014) e monitorados mediante aferição de frequência cardíaca, 

frequência respiratória e temperatura retal. Ainda, durante o período de sedação foi 

realizada a biometria de regiões corporais e dentes visando estimar idade de cada 

animal. A fim de monitorar esses animais sem necessidade de novas capturas, eles 

foram marcados com um brinco numerado de polipropileno. Entretanto, alguns 

animais podem perder essa marcação, e assim eles também foram identificados com 

implante de microchip na porção subcutânea da região interescapular.  

A coleta de sangue dos animais foi realizada através da punção da veia jugular 

com auxílio de seringas estéreis de 5 mL e o sangue foi acondicionado em tubos de 

coleta com ativador de coágulo para posterior utilização em investigação sorológica. 

Também foram coletados swabs orais e anais dos animais, armazenados em RNA 

later, para investigação molecular de vírus zoonóticos. 

Após as capturas e término dos procedimentos de identificação e coleta de 

amostras, os quatis eram colocados em caixas de transporte para recuperação 

anestésica, e posteriormente, eram soltos no mesmo local onde foram capturados, 

minimizando assim impactos e interferência em sua área de vida.  

A realização do projeto foi aprovada pelo SISBIO sob a licença de número 

75831, pelo CEUA/UFMG sob protocolos números 158/2020 e 100/2021 e a 

Fundação de Parques Municipais e Zoobotânia de Belo Horizonte sob protocolo FU 

004-2020 para execução. A coleção é composta por amostras de swabs e soros de 
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40 indíviduos da espécie Nasua nasua (Tabela 8), quatro indivíduos contabilizados 

correspondem a re-capturas.   

 

TABELA 8: Número amostral, data de coleta e sexo dos quatis incluídos nesse 
estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

11.4 Metodologia laboratorial  

  

Para investigação de infecção e/ou exposição dos quatis aos vírus zoonóticos 

SARS-CoV-2, arbovírus (YFV/ZIKV/DENV/CHIKV) e VACV as amostras de swab anal 

e oral foram submetidas à prospecção molecular por meio de Reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (qPCR). Além da investigação molecular, simultaneamente 

também foi realizada a investigação sorológica para a busca de anticorpos 

neutralizantes anti-SARS-CoV-2 e anti-OPV nas amostras de soro desses animais, 

através da técnica de soroneutralização por redução de placa (PRNT). As amostras 

positivas na prospecção molecular foram encaminhadas para tentativa de 

sequenciamento.  

 

11.4.1 Abordagem molecular  

11.4.1.1 Extração de RNA 

 

Para obtenção de RNA viral a partir das amostras biológicas dos quatis foi 

realizada a extração de RNA utilizando o QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®, 

Maryland, USA). Para as amostras de swabs 70 µL foram diluídos em 70 µL de meio 

MEM 0% e homogeneizados, e posteriormente adicionados em 560 µL de solução de 

AVL, os soros referentes aos swabs positivos também foram analisados por RT-qPCR 

e para extração 140 µL de soro foram adicionados a 560 µL de solução de AVL 

Data de coleta  Sexo Número amostral Total 
Fevereiro/2021 Machos 3 8 

 Fêmeas  5  
Junho/2021 Machos 4 10 

 Fêmeas  6  
Julho/2021  Machos 6 15 

 Fêmeas  9  
Agosto/2021 Machos 4 11 

 Fêmeas  7  
Total   44 
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fornecida pelo kit. Os microtubos foram vortexados e incubados à temperatura 

ambiente por 10 minutos. Após o período de incubação os tubos foram centrifugados 

(centrífuga Eppendorf 5415R) a 12.000 g por 30 segundos, posteriormente foi 

adicionado 560 µL de etanol (96–100%) em cada amostra e os microtubos foram 

submetidos a agitação em agitadores do tipo vórtex por 15 segundos.  

Em seguida os tubos foram novamente centrifugados a 12.000 g por 30 

segundos e as soluções de amostra, AVL, etanol correspondente a cada amostra 

foram adicionadas as colunas do kit devidamente identificadas, as colunas foram 

centrifugadas a 6.000 g por 1 minuto. Os tubos coletores foram descartados e as 

colunas colocadas em novos tubos coletores, e o passo anterior foi repetido. Após a 

centrifugação, os tubos coletores foram trocados e foi adicionado a cada coluna o 

volume de 500 µL de buffer AW1 que foram centrifugadas a 6.000 g por 1 minuto. O 

líquido filtrado foi descartado e as colunas adicionadas em novos tubos coletores para 

adição de 500 µL de buffer AW2 e centrifugação por 3 minutos a 12.000 g. Após esse 

passo, as colunas foram colocadas em novos microtubos de 1.5mL devidamente 

identificados e foi adicionado 60 µL de AVE em cada tubo para eluição. As colunas 

foram incubadas por 10 minutos e posteriormente centrifugadas a 6.000 g por 1 

minuto, ao final o RNA foi imediatamente armazenado em ultra freezer -70ºC.  

 

11.4.1.2 Extração de DNA  

 

Amostras de swabs orais e anais, e soros dos quatis também foram utilizadas 

para investigação molecular de VACV através de qPCR. Para isso a extração de DNA 

viral desses fragmentos de tecido foi realizada utilizando o High Pure Viral Nucleic 

Acid Kit, Roche, seguindo as orientações do fabricante.  

Após o processamento inicial, 140 µL de cada amostra foram adicionados em 

250uL de Working Solution, contendo proteinase K, binding buffer e poly(A) (50uL, 

200 µL e 0,4 µL respectivamente). A suspensão foi homogeneizada em vórtex e 

incubada a 72ºC por 10 minutos em bloco térmico (Eppendorf – Thermomixer 5355). 

Posteriormente foram adicionados 100 µL de binding buffer a cada amostra e os tubos 

foram vortexados. O produto foi transferido para colunas com filtro devidamente 

identificadas e centrifugado (centrífuga Eppendorf 5415R) por 1 minuto à 8.000 g. O 

líquido filtrado foi descartado e foram adicionados 500 µL de Inhibitor Removal Buffer, 

novamente centrifugado por 1 minuto a 8.000 g. O líquido foi descartado e, em seguida 
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foram adicionados 450 µL de Wash buffer e cada coluna foi centrifugada por 1 minuto 

a 8.000 g. A etapa de lavagem foi repetida mais uma vez e os tubos foram submetidos 

à centrifugação por 1 minuto a 12.000 g. As colunas foram acondicionadas em novos 

microtubos de 1.5 mL devidamente identificados, e para a etapa de eluição do DNA 

foram adicionados 50 µL de elution buffer em cada tubo, os tubos foram centrifugados 

por 1 minuto a 8.000 g. Os DNAs extraídos foram quantificados e analisados quanto 

à pureza através da utilização de espectofotômetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo 

Scientific), e foram armazenados em freezer -20ºC.  

 

11.4.1.3 β-actina  

 

 Assim como proposto na metodologia do Capítulo I, foi realizada a amplificação 

de um controle interno, o gene β-actina murina, expresso constitutivamente em 

roedores, mas que também amplifica para amostras de outros pequenos mamíferos. 

Dessa forma, inicialmente todas as amostras de RNA e DNA extraídos foram 

submetidas a qPCR para amplificação de um fragmento desse gene. Sendo utilizados 

os iniciadores 5’-AAATCGTGCGTGACATCAAAGA -3’ senso e anti-senso 5’- 

GCCATCTCCTGCTCGAAGTC-3’. As reações foram realizadas no aparelho 

StepOne™ (Applied biossystems), sendo utilizadas as concentrações, volume de 

reagentes e condições de ciclagem como descrito no Capítulo I, tópico 5.4.1.3.1.   

 

11.4.1.4 RT-qPCR para SARS-CoV-2  

 

Para a investigação molecular de SARS-CoV-2 foi utilizada a RT-qPCR descrita 

pelo Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC, 2020B) que tem como alvo 

os genes N1 e N2 do nucleocapsídeo (N) viral do SARS-CoV-2 (Tabela 9).  

Para todas as reações foi utilizado o kit de iTaq™ Universal Probes One-Step 

Kit (BIO-RAD) e o conjunto de iniciadores e sondas 2019-nCoV RUO Kit (Integrated 

DNA Technologies – IDT).  

Para o preparo do mix da reação foram utilizados os seguintes reagentes: iTaq 

universal probes reaction mix (2x) 10 µL, transcriptase reversa 0,5 µL, 

Iniciadores/Sonda 1,5 µL, água livre de nucleases 3,0 µL e RNA 5 µL, para um volume 

final de reação de 20 µL. O mix foi preparado separadamente para cada alvo (N1, N2). 

Após o preparo da reação, as amostras foram submetidas a ciclagem térmica no 
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equipamento Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR Systems com as 

seguintes condições: 25ºC por 2 minutos, 50ºC por 15 minutos, seguidos de 95ºC por 

2 minutos e 45 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 55ºC por 30 segundos. Em cada 

reação foram adicionados controle negativo (NTC, água) e controle positivo RNA de 

SARS-CoV-2 (gentilmente cedido pela Dra. Danielle Durigon e Dr. Edison Durigon, 

USP, Brasil e Dr. Rafael Elias Marques (Centro Nacional de Biociencias LNBio-

CNPEM).  

 

TABELA 9: Iniciadores e sondas utilizados para a detecção por RT-qPCR de 
SARS-CoV-2.  
 

Reagente Sequência 5’ - 3’ Concentração  

2019-nCoV_N1 
Forward Primer 

GAC CCC AAA ATC AGC GAA AT 500 nM 

2019-nCoV_N1 
Primer Reverse 

TCT GGT TAC TGC CAG TTG AAT CTG 500 nM 

2019-nCoV_N1 
Sonda 

FAM-ACC CCG CAT TAC GTT TGG 
TGG ACC-BHQ1 

125 nM 

2019-nCoV_N2 
Primer Forward 

TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA 500 nM 

2019-nCoV_N2 
Primer Reverse 

GCG CGA CAT TCC GAA GAA 500 nM 

2019-nCoV_N2 
Sonda 

FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGC 
TTC AG-BHQ1 

125 nM 

 

 

11.4.1.5 RT-qPCR para investigação de Flavivírus   

 

Para investigação de vírus pertencentes ao gênero Flavivirus foram utilizadas 

reações de RT-qPCR específicas para cada vírus, YFV (DOMINGO et al., 2012), ZIKV 

(LANCIOTTI et al., 2008) e DENV (SANTIAGO et al., 2013). Para todas as reações foi 

utilizado o kit de qPCR GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR (PROMEGA), sendo que as 

condições de ciclagem das reações, reagentes, iniciadores e sondas utilizados estão 

descritos na metodologia do Capítulo I, tópico 5.4.1.3.2. Para a investigação do vírus 

da Dengue foi utilizada apenas a RT-qPCR descrita por Santiago e colaboradores 

(2013), com os iniciadores e sondas descritos na Tabela 3 do Capítulo I.   
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11.4.1.6 RT-qPCR para Alphavírus 

 

Para investigação de CHIKV foi utilizada uma metodologia de RT-qPCR 

baseada no estudo de Edwards e colaboradores (2007). A região amplificada 

corresponde ao gene E1 do genoma viral, e os ensaios de RT-qPCR foram baseados 

nas mesmas condições descritas no Capítulo I, tópico 5.4.1.3.3.  

 

11.4.1.7 qPCR para Orthopoxvirus 

 

Para a investigação da presença de DNA de VACV nas amostras biológicas de 

quatis foi realizada triagem molecular através de qPCR, com investigação de três 

alvos. As reações de qPCR, para os genes alvo A56R (hemaglutinina viral - HA) e 

C11R (VGF/viral growth factor – fator de crescimento viral) foram realizadas utilizando 

o kit de qPCR GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR (PROMEGA), com adição de SYBR® 

Green (Applied biossystems). Todas as amostras foram testadas em duplicata e foram 

incluídos nas placas o controle positivo, DNA de VACV amostra Western Reserve 

(WR), e controle negativo (água).  

Para o gene A56R foram utilizados os iniciadores senso ‘5-CAT CAT CTG GAA 

TTG TCA CTA CTA AA-3’ e antisenso 5´- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’ 

(TRINDADE et al., 2008). Foram adicionados 5,0 L de Master Mix, dUTP (2X), Sybr, 

0,2 L de cada iniciador (10 µM), 1,0 L de DNA e 3,6 L de água livre de nucleases 

q.s.p. 10,0 L. Para o gene C11R foram utilizados os iniciadores senso ‘5-

CGCTACAACAGATATTCCAGCTATCAG-3’ e antisenso 5´-

AGCGTGGATACAGTCACCGTGTAA-3’ (KROON et al., 2016), sendo adicionados 

para a reação 5,0 L de Master Mix, dUTP (2X), Sybr, 0,8 L de cada iniciador (10µM), 

2,0 L de DNA e 1,4L de água livre de nucleases q.s.p. 10,0 L. 

Todas as reações foram realizadas no aparelho StepOne™ (Applied 

biossystems) com as seguintes condições de ciclagem: um ciclo inicial de 95ºC por 10 

minutos, 40 ciclos de 95ºC por 10 segundos e 58ºC por 40 segundos, seguidos de 

curva de melt padrão à 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 1 minuto e 95ºC por 15 

segundos. Para considerar amostras positivas foi avaliada a temperatura de 

dissociação semelhante à do controle positivo utilizado nas reações. Quando essa 
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temperatura variou abaixo ou acima de 2ºC, a amplificação foi considerada 

inespecífica.  

Foi realizada também qPCR visando a detecção do gene da DNA polimerase 

(E9L) dos Orthopoxvirus (LI et al., 2006). Foram utilizados os iniciadores senso ‘5-TCA 

ACTGAAAAGGCCATCTATGA-3’ e antisenso 5´-GAGTATAGAGCACTATTTCTA 

AATCCCA-3’ e a sonda 5’- TET- CCATGCAATATACGTACAAGATAGTAGCCAAC-3’, 

sendo que as condições de ciclagem das reações e reagentes, utilizados estão 

descritos na metodologia do Capítulo I, tópico 5.4.1.3.4.  

 

11.4.1.8 Gel de Agarose 1% 

 

Visando realizar a análise de alguns fragmentos de DNA amplificados, foi 

realizada eletroforese em gel de agarose 1%, a 100 volts (V), como descrito no 

Capítulo I.  

 

11.4.1.9 Sequenciamento e inferências filogenéticas   

 

As análises de sequenciamento e inferências filogenéticas referentes a 

investigação de SARS-CoV-2 foram realizadas em parceria com o Dr. Luiz Carlos 

Júnior Alcantara e a Dra. Marta Giovanetti, Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).  

Para as amostras positivas o RNA viral foi encaminhado para sequenciamento 

para confirmação dos resultados. Inicialmente para a síntese de cDNA foi utilizado o 

kit SuperScript IV Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) seguindo as orientações do 

fabricante. A partir do cDNA é realizada uma PCR multiplex utilizando a Q5 High 

Fidelity Hot-Start DNA Polymerase (New England Biolabs) e um conjunto de 

iniciadores específicos (ARTIC Network (https://github.com/articnetwork/artic-

ncov2019/tree /master/primer_schemes/ nCoV-2019/V1) para sequenciar o genoma 

completo do SARS- CoV-2 (QUICK, J., 2020).  

Para prosseguir com o sequenciamento os produtos amplificados da PCR 

foram purificados com beads 1x AMPure XP (Beckman Coulter) e posteriormente 

foram quantificados usando Qubit® dsDNA HS Assay Kits (Invitrogen) de acordo com 

as instruções do fabricante. A preparação das bibliotecas para sequenciamento foi 

realizada usando um protocolo já publicado e com o Kit de sequenciamento Oxford 

Nanopore Ligation (SQKLSK109). Para cada amostra foi adicionado um código de 

https://github.com/articnetwork/artic-ncov2019/tree%20/master/primer_schemes/%20nCoV-2019/V1
https://github.com/articnetwork/artic-ncov2019/tree%20/master/primer_schemes/%20nCoV-2019/V1
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barras usando os kits Native Barcoding Expansion (NBD104 e EXP-NBD114). Depois 

da etapa de ligação do adaptador de barcode as bibliotecas de sequenciamento foram 

colocadas em uma célula de fluxo (FLO-MIN106) para sequenciamento MinION 

subsequente. Os dados das sequencias gerados (reads) foram “base calling” usando 

o software Guppy e a demultiplexação de código de barras foi realizada usando qcat. 

As sequências consenso foram geradas por montagem de novo usando o Genome 

Detective e a Coronavirus Typing Tool (XAVIER et al., 2020). 

A atribuição de linhagem foi realizada usando a ferramenta de software de 

classificação de linhagem Pangolin (RAMBAUT et al., 2020). Foi utilizada a plataforma 

GISAID (Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data) (https://gisaid.org/) para 

obtenção de sequências de genoma de SARS-CoV-2 de todo o mundo, para posterior 

realização de análises comparativas. As sequências foram alinhadas usando a 

ferramenta ViralMSA (LI, 2018; MOSHIRI et al., 2020) e IQ‐ TREE2 (MINH et al., 

2020), sendo usada para análise filogenética a abordagem de máxima 

verossimilhança. A topologia de árvore de máxima verossimilhança foi então usada 

para estimar o número de eventos de transmissão viral entre várias regiões brasileiras 

e o resto do mundo. O TreeTime (SAGULENKO et al., 2018) foi usado para 

transformar esta topologia de árvore em uma árvore datada usando uma taxa média 

constante de 8,0 x 104 substituições de nucleotídeos por sítio por ano, após a exclusão 

de sequências discrepantes (outlier sequences). O padrão de mutação da VUI 

(variante sob investigação) foi analisado usando a ferramenta online NextClade 

(AKSAMENTOV et al., 2021). 

 

11.4.2 Abordagem sorológica  

 

Visando avaliar de maneira mais completa a exposição e/ ou infecção dos 

quatis ao SARS-CoV-2 e ao VACV a abordagem de investigação molecular foi 

complementada pela abordagem sorológica. O teste escolhido para investigar a 

presença de anticorpos neutralizantes nas amostras de soro de quatis foi o ensaio de 

soroneutralização por redução de placa (Plaque Reduction Neutralizing Test – PRNT).  
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11.4.2.1 Células Vero   

 

Células Vero (CCL81) foram utilizadas nos testes de soroneutralização para 

investigação de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2. Células de linhagem 

contínua Vero são células derivadas de epitélio do rim de macaco verde africano 

(Cercopithecus aethiopis) e foram obtidas da American Type Culture Collection 

(ATCC), Maryland, EUA. Essas células foram cultivadas em meio de cultura simples 

(Meio mínimo de Eagle – MEM) (Gibco, USA), com acréscimo de soro fetal bovino 

(SFB) a 5% (Cultilab, Brasil) para o crescimento celular, também são adicionados 

antimicrobianos (penicilina a 100 U/mL e estreptomicina a 0,1 mg/mL) e anfotericina 

B (2 ug/mL) para inibir o crescimento de bactérias e fungos, em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2. O cultivo foi realizado em garrafas de células com áreas de 

25cm², 75cm² e 150cm².  

 

11.4.2.2 Células BSC-40 

 

Células BSC-40 foram utilizadas nos testes de soroneutralização para 

investigação de anticorpos neutralizantes anti-ortopoxvírus. Células de linhagem 

contínua BSC-40 são células epiteliais derivadas do rim de macaco verde africano 

(Cercopithecus aethiopis), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), 

Maryland, EUA. As células foram cultivadas em meio de cultura simples (Meio mínimo 

de Eagle – MEM) (Gibco, USA), acrescido de soro fetal bovino (SFB) a 5% (Cultilab, 

Brasil) para o crescimento celular, com adição de antimicrobianos, penicilina a 100 

U/mL, estreptomicina a 0,1 mg/mL e anfotericina B (2 ug/mL) para inibir o crescimento 

de bactérias e fungos, e mantidas em estufa a 37°C suplementada com 5% de CO2. 

O cultivo foi realizado em garrafas apropriadas e, posteriormente, as células foram 

transferidas para placas de 6 poços com fundo chato para a realização do teste de 

soroneutralização. 

 

11.4.2.3 Ensaio de soroneutralização para SARS-CoV-2  

 

Os ensaios de soroneutralização para investigação de anticorpos 

neutralizantes anti-SARS-CoV-2 foram realizados em parceria com o Dr. Mauro 
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Martins Teixeira e o Dr. Leonardo Camilo de Oliveira, em laboratório com nível de 

biossegurança adequado, no Laboratório Nacional Agropecuário (LANAGRO – MG).  

Para os ensaios de PRNT, as amostras de soro foram inicialmente aquecidas 

a 56°C por 20 minutos para a inativação do sistema complemento e testadas, em 

duplicata, para detecção da presença de anticorpos contra SARS-CoV-2.  

Para cada soro testado, foram utilizadas placas de 24 poços, nas quais foram 

implantadas 1x105 células Vero por poço 24 horas anteriormente ao ensaio. A amostra 

de vírus controle, referência para a contagem do número de placas na ausência de 

anticorpos, foi diluída seriadamente até a obtenção do número de 100 UFPs em 100µL 

(1x103 UFP/mL). Os soros também foram diluídos seriadamente, nas diluições de 

1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640.  

Para cada diluição de soro, foi preparada uma mistura de 100μL de diluição de 

soro mais 100 μL de suspensão viral contendo 100 UFP, mantidas sob agitação (200 

rpm) à 37°C, por 1 hora e, em seguida, inoculadas nas células. As placas teste foram 

incubadas a 37°C e após 1 hora de adsorção das partículas virais, foi acrescentado 

meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 1% SFB, suplementado com 1,5% 

CMC. As placas foram então incubadas a 37°C pelo período de 72 horas até o 

aparecimento de ECP. Após esta incubação, as células foram fixadas por 15 minutos 

em solução tamponada de formaldeído à 10% e em seguida, a monocamada de 

células foi corada com solução de cristal violeta durante 15 minutos.  

Para cada teste realizado, foi utilizado como referência controles com amostras 

de soro sabidamente positivas, ou seja, com anticorpos neutralizantes contra o SARS-

CoV-2. A atividade neutralizante contra as partículas de SARS-CoV-2 foi determinada 

e expressa como concentração de soro requerida para atingir 50% de redução de 

unidades formadoras de placa (UFP). 

 

11.4.2.4 Ensaio de soroneutralização para Orthopoxvirus 

 

Para a detecção de anticorpos neutralizantes anti-OPV foi utilizado o protocolo 

descrito por Newman e colaboradores (2003), e adaptado pelo nosso grupo (COSTA 

et al., 2013; KROON et al., 2016), sendo que os ensaios de soroneutralização são 

considerados como método padrão-ouro para a detecção de anticorpos neutralizantes 

relacionados com proteção a infecções virais.  
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Inicialmente, os soros foram triados em duplicata na diluição de 1:40. Essa 

diluição é feita em meio MEM 0% SFB, adicionado de igual volume de MEM contendo 

entre 30 e 300 unidades formadoras de placa (UFP) de VACV-WR. Inicialmente, as 

amostras de soro foram incubadas a 56ºC por 30 minutos em banho-maria para 

desnaturação das proteínas do sistema complemento. Para o controle de vírus, 

fundamental para a revelação da técnica, o mesmo processo foi adotado exceto pela 

presença da amostra de soro diluído, o qual foi substituído por SFB. As soluções de 

soro e vírus foram homogeneizadas e incubadas por 16 horas à 37°C em estufa 

suplementada com 5% CO2. As soluções soro-vírus foram inoculadas em placas de 

seis poços com monocamadas de BSC-40, apresentando 90 e 100% de confluência 

para adsorção. Durante esse processo, a placa foi incubada a 37°C em atmosfera de 

5% de CO2 e homogeneizadas a cada quinze minutos durante uma hora. Após a 

adsorção, 2 mL de MEM 2% SFB foi adicionado a cada um dos poços, seguindo para 

o período de incubação de 48 horas a 37°C, 5% de CO2. Após as 48 horas de 

incubação, as placas foram fixadas com solução de formalina a 10% (formaldeído 

37%) e coradas com solução de cristal violeta a 1%. As placas de lise viral foram 

visualizadas e contadas. A partir da média do número de placas de cada duplicata, 

foram consideradas positivas as amostras que apresentaram média de redução ≥50% 

àquelas encontradas no controle de vírus.  

 

11.4.3 Isolamento viral  

 

Após a triagem molecular por RT-qPCR, as amostras positivas para SARS-

CoV-2 foram submetidas a tentativa de isolamento viral. Esse ensaio foi realizado em 

parceria com o Dr. Mauro Martins Teixeira e o Dr. Leonardo Camilo de Oliveira, em 

laboratório com nível de biossegurança adequado, no Laboratório Nacional 

Agropecuário (LANAGRO – MG). 

Para o isolamento de SARS-CoV-2 foram utilizadas células VERO. As amostras 

foram diluídas em meio DMEM (1:1, 80µL amostra em 80 µL meio) 3X antibiótico 

Penicilina/Streptomicina e inoculadas sobre a monocamadas de células VERO em 

placas de 12 poços. Foi realizada adsorção por 2 horas, com homogeneização padrão 

de 15 em 15 minutos. Após o período de adsorção o volume final foi completado com 

1mL de DMEM 2% SFB e as placas foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera 

com 5% de CO2 por 4 dias, ou até aparecimento de ECP.  
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12. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

12. 1 Prospecção molecular de SARS-CoV-2 e investigação sorológica em amostras 

de Quatis  

 

Para validar o processo de extração de RNA de todas as amostras biológicas 

de quatis, essas foram submetidas a qPCR para o gene β-actina murina, e todas foram 

positivas para a presença do controle endógeno.  

Considerando todos os quatis incluídos nesse estudo (n=40), todos os swabs 

orais e anais foram submetidos a RT-qPCR para investigação do material genético de 

SARS-CoV-2. Dentre todas as amostras, 2 animais foram positivos, o que representa 

uma positividade de 4,5% do total.  

Com relação aos dois quatis positivos, o quati (Q341) foi positivo para a amostra 

de swab oral, o quati (Q535) foi positivo tanto no swab oral quanto anal. As amostras 

de soros referentes a esses dois animais também foram submetidas a RT-qPCR para 

SARS-CoV-2, entretanto nenhum dos dois soros foi positivo, indicando que não havia 

viremia detectável no momento da captura. Os dois quatis positivos são fêmeas e 

foram capturadas no mês de fevereiro de 2021 (Tabela 10) (Figura 33).  

De acordo com o CDC (2020), as amostras são consideradas positivas quando 

apresentam amplificação dos dois alvos N1 e N2, considerando um valor de threshold 

(Ct) ≤ 40. Todas as amostras analisadas nesse trabalho foram submetidas a repetição 

de RT-qPCR para confirmação dos resultados.  

 

TABELA 10: Dados das amostras de quatis positivas e resultados da prospecção molecular 
de SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

Quati Data  Sexo Amostra  RT-qPCR SARS-CoV-2  Ct 

Q341 17/02/2021 Fêmea  Swab oral  + 33 N1 / 37 N2 

   Swab anal  -  
   Soro -  

Q535 18/02/2021 Fêmea  Swab oral  + 20 N1 / 24 N2 

   Swab anal  + 30 N1/ 33 N2 

   Soro -  
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Figura 33: Gráficos de amplificação das amostras de swab positivas 
para SARS-CoV-2. (A) Gráfico de amplificação Q535. (B) Gráfico de 
amplificação Q341. Os gráficos são representativos de duas reações de RT-
qPCR positivas. (CP) Controle positivo, RNA de SARS-CoV-2 e (NEG NTC) 
controle negativo da reação.  

 

Visando confirmar a detecção do SARS-CoV-2, as três amostras positivas 

foram encaminhadas para o processo de sequenciamento utilizando a metodologia 

MinION, e obtivemos uma sequência de genoma completo a partir da amostra de swab 

anal do quati 535. Análises filogenéticas inferidas pelo método da Máxima 

Verossimilhança demonstraram o agrupamento esperado com outras sequências de 

genoma de SARS-CoV-2 provenientes de todo o mundo, depositadas no GISAID 

desde outubro de 2021 (n=3,441), e confirmaram que a sequência se agrupa com a 

variante P.2 (zeta) do SARS-CoV-2, circulante no Brasil (Figura 34). 

 

 

B 
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Figura 34: Árvore filogenética de SARS-CoV-2. A análise de Máxima 
Verossimilhança da sequência de genoma completo de SARS-CoV-2 proveniente de 
Nasua nasua obtida nesse trabalho foi inferida a partir de 3,441 genomas de SARS-
CoV-2 de todo o mundo até outubro de 2021. As cores representam os clados 
correspondentes as diferentes variantes de preocupação de SARS-CoV-2 
denominadas pela OMS. Variante alpha (Marrom), variante beta (Marrom claro), 
variante delta (Azul), variante Gamma (Verde), variante Ômicron (Rosa), outras 
variantes (cinza). Em amarelo estão destacadas as sequências referentes a variante 
P.2 (zeta), e destacada de vermelho é representada a sequência de SARS-COV-2 
proveniente de Nasua nasua desse estudo. A árvore em escala temporal também 
evidencia a ocorrência dessas variantes através do tempo. A sequência de SARS-
CoV-2 recém-gerada foi depositada no banco de dados do GISAID sob o número de 
acesso EPI_ISL_8800460. A sequência também foi incluída no SISGEN (Sistema 
Nacional de Gestão do Patrimônio Genético) número A627307. 
 

 

A sequência de genoma completo do SARS-CoV-2 obtida do swab anal de um 

quati mostra a primeira descrição da linhagem zeta (B.1.1.28.2, denominada P.2) em 

outras espécies, e não apenas em hospedeiros humanos. No Brasil, a variante P.2 foi 
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detectada inicialmente no estado do Rio de Janeiro, em outubro de 2020, e havia sido 

considerada uma variante de interesse (VOI). Mutações foram identificadas no gene 

que codifica a proteína Spike do vírus, incluindo a mutação E484K, que está presente 

em outras variantes de preocupação em todo o mundo e pode contribuir para a 

redução da neutralização por anticorpos e escape do sistema imune (LAMARCA et 

al., 2021; VOLOCH et al., 2021). Nossos dados reiteram a dispersão e circulação da 

variante zeta pelo Brasil, e no estado de Minas Gerais, na época do estudo 

(LAMARCA et al., 2021; SABINO et al., 2021; VOLOCH et al., 2021). 

Com base nos resultados da técnica de soroneutralização, foram detectados 

anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 em 20 amostras de soro de quatis, 

correspondendo a uma porcentagem de 50% dos animais analisados, considerando 

uma porcentagem de redução de 50% (PRNT-50) em pelo menos uma das diluições 

testadas (1:20, 1:40,1:80). Ainda, considerando uma porcentagem de redução maior, 

de 90% (PRNT-90), 13 amostras (32,5%) apresentaram anticorpos neutralizantes 

detectáveis em pelo menos uma das três diluições testadas. Por fim, sete quatis 

(17,5%) apresentaram anticorpos neutralizantes na PRNT-90 em todas as diluições 

(Figura 35).  

Para os quatis positivos na investigação molecular, foi observado para o soro 

do quati Q535, positivo tanto em swab anal como oral, a presença de anticorpos contra 

o SARS-CoV-2 nas três diluições considerando uma porcentagem de redução de 50% 

(Figura 35). Dados que juntamente com a detecção de RNA viral confirmam a 

exposição/infecção desse animal pelo vírus. Entretanto, o quati Q341 não apresentou 

anticorpos detectáveis. Considerando os quatro quatis recapturados, três 

demonstraram soroconversão quando comparadas as amostras de soro coletadas 

pela primeira vez. Sendo as primeiras capturas dos quatro animais referentes ao mês 

de fevereiro de 2021 e as recapturas em junho, julho e agosto do mesmo ano.  

Os dados sorológicos de 50% dos quatis apresentando anticorpos 

neutralizantes anti-SARS-CoV-2 podem sugerir um cluster de exposição natural e 

infecção nessa população de animais no momento do estudo. Reforçando nossos 

dados, os resultados de soroconversão de três animais recapturados, com níveis de 

anticorpos superiores aos observados nas amostras de soro da primeira data de 

coleta, podem sugerir diferentes eventos de exposição ao SARS-CoV-2 ou uma janela 

de soroconversão para os indivíduos analisados até o período do nosso estudo. Dessa 

forma, estudos experimentais são uma necessidade urgente para entender melhor a 



129 
 

suscetibilidade da espécie Nasua nasua à infecção por SARS-CoV-2, a resposta 

imune e a possível capacidade de excreção e transmissão viral dos quatis.  

 

Figura 35: Gráfico representando os dados de PRNT e a porcentagem de redução 
das amostras de soro de quatis analisadas. Anticorpos neutralizantes de SARS-CoV-
2 detectados pelo teste de neutralização por redução de placa. A linha destacada 
representa uma porcentagem média de redução de todas as amostras testadas. Os 
círculos representam todas as amostras testadas em diferentes diluições (n=44), os 
círculos verdes representam o quati 535 e os círculos vermelhos representam os sete 
quatis com anticorpos neutralizantes considerando PRNT 90% em todas as diluições 
(1:20, 1:40, 1:80).  

 

Nesse sentido, os dados aqui apresentados confirmam um evento de 

transmissão reversa do SARS-CoV-2, com ampla circulação na população humana, 

para uma população de quatis em uma área urbana do Brasil. Esses resultados 

também chamam a atenção para a possibilidade de transmissão zoonótica em 

ambientes silvestres e o risco de estabelecimento de ciclos de transmissão enzoótica 

do SARS-CoV-2, inclusive em áreas verdes fragmentadas próximas a ambientes 

urbanos. Ainda, esses dados são corroborados pela extensa literatura científica atual, 

a qual vem reportando a ocorrência de infecções naturais e susceptibilidade ao SARS-

CoV-2 em uma ampla gama de hospedeiros animais, considerando espécies de 

animais domésticos, de cativeiro, de criação e silvestres (SHARUN et al., 2021; CUI 

et al., 2022; WOAH, 2023). A infecção natural por SARS-CoV-2 já foi descrita em 

espécies animais como: cães, gatos, furões, hamsters, visons, grandes felinos, 

primatas não humanos, quatis, veados, esquilos, entre outros (MCALOOSE et al., 
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2020; FARAG et al., 2021; GAO e WANG, 2021; MURPHY e LY, 2021; SHARUN et 

al., 2021; CDC, 2022C; WOAH,2022). Enfatizando que animais vivendo em locais com 

maiores oportunidades de contato com o homem, como casas, zoológicos, parques e 

fazendas apresentam maior risco de infecção natural pelo SARS-CoV-2 (FARAG et 

al., 2021; GORAICHUK et al., 2021; MUNNINK et al., 2021).  

Os quatis são pequenos mamíferos diurnos e que apresentam uma dieta 

onívora, são animais muito sociáveis, apresentando locomoção terrestre, mas 

também são tipicamente encontrados em árvores. Esses animais são considerados 

sinantrópicos, conseguindo prosperar em áreas próximas à ambientes urbanos, 

frequentemente são avistados interagindo com o homem e são encontrados ingerindo 

alimentos de origem antrópica (HEMETRIO, 2011; FERREIRA et al., 2013; 

RODRIGUES et al., 2021; PROJETO QUATIS, 2021) De acordo com Hemetrio (2011), 

a densidade de quatis no Parque das Mangabeiras, área de estudo deste projeto, está 

acima do considerado natural (30,03 indivíduos/km2 no ano de 2010), o que pode ser 

correlacionado a ausência de predadores naturais e grande disponibilidade de 

alimento.  

Levando em consideração essas características da espécie e o cenário do 

Parque das Mangabeiras, alguns fatores podem ajudar a explicar a possível fonte e 

vias de transmissão do SARS-CoV-2 na população de quatis amostrada. No contexto 

ecológico observado, o comportamento dos quatis pode facilitar o contato com 

visitantes e turistas, com fômites contaminados, lixo e restos de comida em lixeiras e 

nas áreas urbanas limítrofes ao parque, como residências e estabelecimentos 

comerciais (Figura 36). Tal fato, corrobora também com a positividade viral encontrada 

em swabs orais provenientes desses animais. Esse conjunto de fatores pode ainda 

facilitar a possível ocorrência de transmissão interespécies de SARS-CoV-2, nessas 

áreas limítrofes entre ambientes urbano-silvestres, locais que podem propiciar maior 

interação e oportunidades de contato entre hospedeiros humanos, animais silvestres 

e domésticos. Estudos pregressos do nosso grupo de pesquisa já demonstraram a 

possível atuação dos quatis do Parque das Mangabeiras na circulação do VACV em 

ambiente urbano (COSTA et al., 2018). Dados que também suportam a investigação 

de outros vírus nesses procionídeos, como proposto por esse projeto.  

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Oude+Munnink+BB&cauthor_id=33172935
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Figura 36: Mapa demonstrando o deslocamento do quati 341 pelo Parque das 
Mangabeiras e registros da população de quatis amostrada. (A) Vista de satélite do Parque 
Municipal das Mangabeiras, destacando os cursos d'água em linhas azuis e o deslocamento 
do Quati 341 através de pontos georreferenciados em círculos amarelos, durante o período de 
fevereiro a março de 2021. Área do Parque Municipal das Mangabeiras, circundada por uma 
linha vermelha. (B, C) Fotografias de indivíduos da população de Nasua nasua do Parque das 
Mangabeiras. Fotógrafo: Augusto Gomes. Este mapa foi criado com o Software QGIS 3.24.3, 
DATUM SIRGAS 2000 (UTM 23S). 
 

Além disso, fortalecendo os dados observados, registros de monitoramento por 

GPS (Sistema de Posicionamento Global) do quati 341, no período de fevereiro a 

março de 2021 (Figura 36), mostram, de fato, o deslocamento do animal pelas áreas 

limítrofes do parque, com residências e ambientes urbanos, além dos registros 

A 

B C 
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fotográficos de indivíduos da população de quatis estudada, em contato com lixo e 

restos de alimentos de origem humana (Figura 36). 

Vale destacar também que a detecção molecular de um quati positivo para 

SARS-CoV-2 também foi descrita em um zoológico do estado de Illinois, nos Estados 

Unidos (APHIS, 2021; WOAH, 2022). Resultados que assim como os nossos, 

reafirmam a susceptibilidade desses animais ao SARS-CoV-2, e assim como os quatis 

do Parque das Mangabeiras, o quati positivo desse zoológico também não 

apresentava sinais clínicos de infecção.  

Com base em nossos resultados, não é possível comprovar como esses quatis 

foram infectados com o SARS-CoV-2. No entanto, encontramos fortes evidências da 

transmissão do SARS-CoV-2 a partir de uma origem humana, especialmente devido 

ao genoma viral obtido, que pertence à variante P.2, que também circulava na 

população humana naquele local (Rede Genômica Fiocruz, 2022), juntamente com o 

status sorológico observado na população de quatis. E novamente, considerando o 

contexto ecológico observado, que sugere contato indireto com lixo humano 

contaminado ou mesmo contato direto próximo com humanos infectados. 

A transmissão direta de SARS-CoV-2 de humanos infectados para outros 

animais já foi bem documentada (MUNNINK et al., 2021; YEN et al., 2022; CDC, 

2022C). Análises de sequenciamento de genoma já mostraram a transmissão 

humano-animal e animal-humano do SARS-CoV-2 entre visons e trabalhadores em 

fazendas de visons na Holanda (MUNNINK et al., 2021) e entre hamsters de 

estimação e humanos em Hong Kong (YEN et al., 2022). Além dos estudos de 

Pickering e colaboradores (2022), o qual demonstrou a transmissão animal-humano 

através de veados de cauda branca, no Canadá, e o estudo de Sila e colaboradores 

(2022), entre gatos e humanos na Tailândia. Esse cenário reforça a ameaça para 

ocorrência de possíveis novos clusters de transmissão de SARS-CoV-2 nas interfaces 

animal-humano e a preocupação com o risco de novos eventos de spillover em 

populações humanas. Além disso, a possibilidade de transmissão sustentada entre 

animais silvestres pode contribuir para a evolução viral e levar à ocorrência de 

mutações (BASHOR et al., 2021), fato que pode contribuir para o surgimento de novas 

variantes, alterar a dinâmica da transmissão, e em cenários mais extremos ocasionar 

escape vacinal. 

A detecção de RNA viral no swab oral e no swab anal do quati 535 indica a 

presença simultânea do vírus em dois sítios corporais diferentes desse animal. Além 
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disso, a presença de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 (PRNT-50) em todas 

as diluições testadas de soro deste animal, juntamente com nossos resultados de RT-

qPCR apontam para uma replicação viral neste hospedeiro. Ainda, os baixos valores 

de Ct do swab oral (Tabela 12), podem indicar elevada carga viral no trato respiratório 

superior deste mamífero. Resultados que estão de acordo com estudos relacionados 

à patogênese do SARS-CoV-2 em humanos e outras espécies de mamíferos, em 

relação a infecções naturais e experimentais, mostrando replicação viral afetando 

principalmente o trato respiratório superior, mas também o trato intestinal (V’KOVSKI 

et al., 2021, LAMERS et al., 2022). Analisados em conjunto, esses resultados mostram 

a suscetibilidade dos quatis ao SARS-CoV-2 e trazem mais evidências sobre a 

possível excreção e capacidade de transmissão desses hospedeiros, embora não 

esteja claro se os quatis infectados podem transmitir o vírus para outros animais. Foi 

realizada a tentativa de isolamento viral das amostras positivas na RT-qPCR, porém 

nossas amostras foram coletadas no reagente RNAlater™ e esse reagente 

demonstrou toxicidade para a monocamada celular.  

No contexto ecológico observado, para a população de quatis do Parque das 

Mangabeiras, seria relevante monitorar esses pequenos mamíferos visando 

compreender melhor o possível papel desses animais como hospedeiros e/ou 

reservatórios do SARS-CoV-2 em áreas de interface silvestre-urbana. Ainda, com 

relação à conservação da espécie e possíveis impactos na ecologia desses animais, 

seria importante ampliar a compreensão acerca da susceptibilidade da espécie frente 

à infecção pelo SARS-CoV-2, avaliando por exemplo fatores como o curso da 

infecção, a presença ou não de sintomas, o padrão de resposta imune desses animais 

e interação da proteína S viral com receptor ACE2, o qual é conservado entre várias 

espécies de mamíferos (SUN et al., 2020; WEI et al., 2021). A compreensão de 

aspectos relacionados à infecção pelo SARS-CoV-2 nesses animais pode contribuir 

para explicar a ausência de viremia e de sinais clínicos observada nos animais no 

momento de captura.  

Dessa forma, diante do evento de spillback de SARS-CoV-2 para animais 

silvestres aqui documentado, é importante orientar os moradores das áreas limítrofes 

e visitantes do parque para não alimentar os animais e restringir o contato próximo 

com a população de quatis, buscando minimizar as possíveis fontes de transmissão 

do SARS-CoV-2 para esses animais. Além disso, visando evitar futuros surtos seria 

importante a adoção de iniciativas relacionadas à saúde única, como a vigilância de 
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circulação viral em outros animais do parque, a exigência de comprovante de 

vacinação e a conscientização dos visitantes.     

 

12.2 Prospecção molecular de VACV e investigação sorológica em amostras de quatis 

 

Após o processo de extração, todos DNAs obtidos, referentes as amostras de 

swabs orais, anais e soro, foram dosados em Nanodrop e submetidos a qPCR para o 

gene da β-actina, para posterior prospecção para os genes propostos para 

investigação de OPV. 

Com relação aos resultados referentes a investigação molecular nos quatis 

analisados, para o alvo E9L nenhuma amostra foi considerada positiva. Com relação 

à triagem para A56R, três amostras, dois swabs orais (Q354; Q551) e um soro (Q543), 

foram consideradas indeterminadas por apresentarem amplificações detectáveis na 

curva de amplificação, mas temperaturas de dissociação divergentes do controle 

positivo, ou apenas uma duplicata próxima (Tm com temperatura variando abaixo ou 

acima de 2ºC - amplificação considerada inespecífica). Entretanto, quando foram 

realizadas repetições desses resultados de qPCR, as amostras foram consideradas 

negativas.  

Para a investigação realizada para o gene C11R (VGF), cinco amostras 

(12.5%) foram consideradas positivas nas análises de qPCR, considerando 

amplificações observadas nas duas duplicatas e temperaturas de dissociação 

próximas ao controle positivo da reação. Essas amostras apresentaram valores de Cq 

variando entre 31.9 e 34.5, e são referentes aos quatis 552 (soro), 542 (soro), 543 

(soro), 352 (swab oral) e 535 (swab oral).  

Vale destacar também que para nenhum desses cinco animais considerados 

positivos na investigação molecular para o gene C11R, foi observada positividade nos 

outros alvos testados. Também, não foi observada amplificação para amostras 

biológicas diferentes (soro, swab oral e swab anal) referentes ao mesmo animal.  

Ainda, os fragmentos de DNA amplificados para o alvo VGF nas reações de 

qPCR foram fracionados e visualizados em gel de agarose 1%, sendo confirmada a 

presença de banda no tamanho esperado (semelhante ao controle positivo), 

entretanto após a purificação e tentativa de sequenciamento por método de Sanger, 

não foi obtida nenhuma sequência de nucleotídeos com qualidade adequada. As 

análises dos dados brutos de sequenciamento pelos programas SeqTrace e 
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Sequence Scanner (como descrito e utilizado no Capítulo I) demonstraram sequências 

com baixa qualidade, o que inviabilizou a confirmação da positividade das amostras 

para VACV e a caracterização molecular.  

Levando em conta esses dados, é válido destacar que a triagem molecular de 

OPV através da investigação do gene C11R pode ser considerada mais sensível 

quando comparada aos outros alvos, já que esse alvo é bem conservado e encontra-

se duplicado no genoma dos OPVs (ABRAHÃO et al., 2010), fato que poderia ajudar 

a explicar o perfil de detecção observado para as amostras de quatis analisadas.   

No entanto, a metodologia aqui utilizada para investigação do gene C11R, 

utiliza iniciadores que amplificam um fragmento de 81 pb desse gene. Nesse sentido, 

o tamanho do fragmento pode ser considerado pequeno, e esse fato pode ser 

considerado como uma hipótese para a falta de sucesso do sequenciamento, e a 

utilização de fragmentos de DNA mais longos e não degradados (amplicon do alvo 

desejado) é fator determinante para a obtenção de sequências de nucleotídeos 

confiáveis e de qualidade em sequenciamento Sanger (CROSSLEY et al., 2020).  

Considerando os dados apresentados, uma perspectiva com relação a esses 

resultados é a realização de novos ensaios de PCR para as amostras positivas na 

investigação para VACV, visando buscar a amplificação de regiões maiores do 

genoma viral para nova tentativa de sequenciamento. 

Com relação os dados referentes à investigação sorológica da população de 

quatis amostrada, não foram detectados anticorpos neutralizantes anti-OPV nas 

amostras de soro desses animais, considerando o ponto de corte ≥ 50% (PRNT-50) 

em relação ao controle de vírus (Figura 37).  

Ainda, os ortopoxvírus são imunologicamente reativos, sendo observada 

imunidade cruzada entre esses vírus, onde a infecção desencadeada por uma espécie 

viral gera imunidade contra qualquer outra espécie do gênero (FENNER et al., 1988; 

JACOBS et al., 2009). Nesse sentido os dados de PRNT aqui apresentados são 

correlacionados à presença de anticorpos anti-OPV, porém a técnica é considerada 

padrão-ouro para detecção de anticorpos neutralizantes em decorrência de infecções 

virais (KROON et al., 2016) e é amplamente utilizada em estudos de soroprevalência 

relacionados a investigação de circulação do VACV no Brasil e outros OPV em todo 

mundo (ABRAHÃO et al., 2010; COSTA et al., 2018; ABREU et al., 2022; LUCIANI et 

al., 2022; ZAECK et al., 2023). 
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Figura 37: Gráfico representando os dados de PRNT-50 para as amostras 
de soro de quatis.  No gráfico é evidenciada a porcentagem de redução de 
placas de lise dos soros testados em relação ao controle de vírus (VACV- WR). 
Todas as amostras foram consideradas negativas e a linha em destaque 
representa a média dos percentuais de redução de todas as amostras. 

 

A ausência de imunidade anti-OPV observada nesse estudo, em contraste com 

os dados de Costa e colaboradores (2018), pode estar correlacionada com o número 

amostral do nosso estudo. Considerando que a população estimada de quatis para os 

anos de 2010 e 2021, fica em torno de 124 e 101 indivíduos respectivamente 

(HEMETRIO, 2011; HEMETRIO comunicação pessoal) e não amostramos todos os 

indivíduos, além da possibilidade de ausência de infecção prévia por ortopoxvírus nos 

animais aqui analisados.   

No contexto ecológico aqui observado, onde a população de quatis do Parque 

das Mangabeiras transita frequentemente por espaços urbanos limítrofes ao parque, 

como a Vila Marçola, áreas residenciais e de comércio, e estabelece contato frequente 

com os visitantes, essa proximidade de animais com seres humanos pode ser um fator 

relevante para aumentar o risco de transmissão de patógenos zoonóticos como 

descrevemos para o SARS-CoV-2, mas também para o VACV. Cenário que justifica 

a investigação desses animais como potenciais hospedeiros e/ou reservatórios virais, 

e dessa área verde urbana no contexto eco-epidemiológico do VACV.  

No Brasil, a cadeia epidemiológica do VACV já é bem explorada no contexto 

rural, com atuação principal de bovinos e seres humanos (SILVA-FERNANDES et al., 

2009; KROON et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2017). A avaliação da circulação do VACV 
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em áreas urbanas tem sido mais explorada, e os dados apresentados nessa tese e 

em estudos pregressos pontuam para a atuação de mamíferos silvestres e domésticos 

na dinâmica de circulação desse vírus nesses ambientes (DUTRA et al., 2016; COSTA 

et al., 2017; COSTA et al., 2018; ABREU et al., 2022). 

Corroborando os nossos dados e hipótese, Costa e colaboradores (2018) 

confirmaram a circulação de VACV em quatis do Parque das Mangabeiras, a partir de 

amostras coletadas nos anos de 2013 a 2015 através de análises moleculares e 

sorológicas. Em conjunto, os dados moleculares aqui descritos e os resultados de 

Costa e colaboradores (2018), indicam que o VACV circula nessa população de 

procionídeos e pode desempenhar um papel na manutenção e disseminação do 

VACV nesse ambiente urbano, atuando assim como proposto para os roedores nos 

estudos (ABRAHÃO et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2017), como links entre o 

ambiente de mata e as áreas periurbanas do entorno do parque.  

Ainda, destacando o possível papel de quatis nesse cenário, o estudo de 

Gallardo-Romero e colaboradores (2016) mostrou uma prevalência de anticorpos anti-

OPV de 16.67% em quatis da espécie Nasua narica (quati de nariz branco) no México, 

além da confirmação da detecção de anticorpos anti-OPV em um quati na região 

sudoeste do estado de São Paulo (PERES et al., 2013).  

 

12. 3 Prospecção molecular de arbovírus em amostras de swabs de quatis 

  

Para a prospecção molecular para arbovírus foram analisados os swabs orais 

e retais dos quatis. De todas as amostras de quatis amostradas, não foi observada 

positividade para os arbovírus testados, YFV, ZIKV, CHIKV e DENV.  

Assim como para a investigação realizada para os roedores e marsupiais, 

incluídos no Capítulo I deste estudo, as hipóteses relacionadas a ausência de 

detecção dos arbovírus investigados na população de quatis aqui analisada podem 

ser a ausência de infecção e viremia no momento da coleta, além da não 

susceptibilidade desses procionídeos a infecção pelos arbovírus investigados. Ainda, 

uma limitação acerca da investigação de arbovírus nos quatis foi a ausência de 

realização de investigação sorológica, devido à escassez na quantidade de soro para 

realização de PRNT, já que essas amostras foram submetidas também a investigação 

sorológica para SARS-CoV-2 e OPV. E ainda, devido à reatividade cruzada entre 
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esses vírus, seriam necessários ensaios de soroneutralização direcionados para cada 

um dos arbovírus investigados.   

Considerando o cenário epidemiológico do Brasil, a detecção de arbovírus em 

espécies de mamíferos silvestres já foi relatada no país, como anticorpos contra 

DENV-1, DENV-2 e YFV em primatas do estado da Bahia, e anticorpos contra DENV-

3 em preguiças (CATENACCI et al., 2018) além da detecção da circulação de ZIKV 

em PNH (FAVORETTO et al., 2016; TERZIAN et al., 2018).  

Para o velho mundo, a ocorrência de ciclos enzoóticos de ZIKV, DENV e CHIKV 

em PNH e em áreas naturais já é bem descrita, porém nas Américas esse cenário 

ainda precisa ser elucidado, e espécies com potencial para reservatórios e/ou 

hospedeiros podem ser identificadas. De fato, Oliveira-Filho e colaboradores (2018) 

encontraram soroprevalência de anticorpos para ZIKV, DENV-1, DENV-2, DENV-3, 

DENV-4, YFV em macacos-prego de Pernambuco. Além do estudo de Moreira-Soto 

e colaboradores (2018), que investigou a presença de anticorpos anti-arbovírus em 

PNH, e encontrou evidências sorológicas limitadas (devido à reatividade cruzada) da 

infecção de PNH por ZIKV e CHIKV, resultados recentes que mostram o risco de 

manutenção de ciclos silvestres desses vírus no país, assim como o observado para 

Febre Amarela.   

Nesse mesmo sentido, estudos nacionais já evidenciaram a detecção de 

anticorpos totais contra arbovírus em quatis inseridos no Parque Nacional do Iguaçu, 

uma área de Mata Atlântica da região Sul do Brasil (RODRIGUES et al.,2023). Diante 

de todo esse contexto, a investigação da circulação de arbovírus em quatis Sul-

Americanos se mostra plausível, especialmente levando em consideração os hábitos 

sinantrópicos dessa espécie e a elevada densidade de mosquitos vetores 

relacionados à transmissão dos arbovírus em áreas urbanas do Brasil (KOTSAKIOZ 

et al., 2017; VARIZA et al., 2022).  
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13. CONCLUSÕES  

 

Foi confirmada a circulação do SARS-CoV-2 e ocorrência de spillback viral em 

uma população de quatis de uma área de interface silvestre-urbana na cidade de Belo 

Horizonte, em Minas Gerais.  

 

Através do sequenciamento, foi demonstrada a primeira detecção da variante 

P.2 do SARS-CoV-2 em uma espécie animal, no Brasil. A detecção de 50% da 

população de quatis analisada apresentando anticorpos neutralizantes anti-SARS-

CoV-2 também confirma a infecção/exposição desses animais ao vírus e sinaliza para 

o risco de manutenção de ciclos enzoóticos em ambientes silvestres. 

 

A detecção molecular de VACV em amostras biológicas de quatis sinaliza para 

o possível papel desses procionídeos na dinâmica de transmissão e manutenção do 

vírus em ambientes urbanos. Entretanto para confirmar os dados apresentados é 

necessária a realização de sequenciamento ou isolamento viral.  

 

 Não foram detectados anticorpos neutralizantes anti-OPV na população de 

quatis analisada nesse estudo. 

 

No período analisado e na população de quatis amostrada, não foram 

observadas evidências de circulação dos arbovírus investigados.  

 

Os dados apresentados evidenciam a importância da vigilância de viroses 

emergentes em animais silvestres e em áreas de interface silvestre-urbana, adotando 

ferramentas e ações no contexto da saúde única.  
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14. PERSPECTIVAS 

 

- Realizar novos ensaios de PCR para as amostras consideradas positivas na 

investigação para VACV, visando amplificar regiões maiores do genoma viral para 

tentativa de sequenciamento;  

 

- Realizar tentativa de isolamento viral a partir das amostras de quatis consideradas 

positivas para VACV nos ensaios de qPCR;  
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ANEXOS 
 

ANEXO A 

Tabela Suplementar 1: Dados da coleção biológica de roedores e marsupiais analisados nesse projeto.   

IDENTIFICAÇÃO PARQUE ORDEM/GÊNERO/ESPÉCIE SEXO PESO DATA TRANSCECTO ESTAÇÃO 

PMAG01 Mangabeiras Didelphis albiventris Fêmea 366g 14/04/2018 T3P2 Seca 
PMAG03 Mangabeiras Necromys lasiurus Fêmea 72g 15/04/2018 T1P2 Seca 
PMAG04 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 80g 15/04/2018 T1P1 Seca 
PMAG05 Mangabeiras Necromys lasiurus Macho 73g 16/04/2018 T1P1 Seca 
PMAG09 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 100g 19/06/2018 T1P1 Seca 
PMAG11 Mangabeiras Necromys lasiurus Fêmea 40g 21/06/2018 T1P3 Seca 
PMAG14 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 102g 21/08/2018 T1P3 Seca 
PMAG16 Mangabeiras Cerradomys sp. - 70g 23/08/2018 T1P11 Seca 
PMAG17 Mangabeiras Necromys lasiurus Macho 46g 23/08/2018 T1P15 Seca 
PMAG18 Mangabeiras Cerradomys sp. - 59g 24/08/2018 T1P2 Seca 
PMAG20 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 84g 16/10/2018 T1P12 Chuvosa 
PMAG21 Mangabeiras Rodentia Fêmea 34g 17/10/2018 T1P10 Chuvosa 
PMAG23 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 54g 19/10/2018 T1P1 Chuvosa 
PMAG25 Mangabeiras Rodentia Fêmea 53g 08/01/2019 T1P5 Chuvosa 
PMAG28 Mangabeiras Rodentia Macho 44g 10/01/2019 T1P2 Chuvosa 
PMAG29 Mangabeiras Rodentia Fêmea 24g 11/01/2019 T1P4 Chuvosa 
PMAG31 Mangabeiras Marmosops incanus Fêmea 26g 19/02/2019 T2P9 Chuvosa 
PMAG32 Mangabeiras Marmosops incanus Macho 32g 20/02/2019 T2P15 Chuvosa 
PMAG34 Mangabeiras Cerradomys sp. Fêmea 28g 21/02/2019 T3P2 Chuvosa 
PMAG38 Mangabeiras Cerradomys sp. - 44g 22/02/2019 T1P11 Chuvosa 

JC01 Jacques Cousteau Rodentia Macho 100g 16/05/2018 T1P6 Seca 
JC02 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 74g 16/05/2018 T1P9 Seca 
JC04 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 120g 16/05/2018 T1P8 Seca 
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JC05 Jacques Cousteau Rodentia Fêmea 120g 16/05/2018 T1P10 Seca 
JC06 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 220g 16/05/2018 T1P5 Seca 
JC07 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 134g 17/05/2018 T1P5 Seca 
JC08 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 114g 17/05/2018 T1P14 Seca 
JC09 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 64g 17/05/2018 T1P10 Seca 
JC10 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 114g 17/05/2018 T2P2 Seca 
JC11 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 74g 17/05/2018 T1P3S Seca 
JC12 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 144g 17/05/2018 T1P3G Seca 
JC13 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 64g 17/05/2018 T1P12 Seca 
JC14 Jacques Cousteau Rodentia Macho 74g 17/05/2018 T2P9 Seca 
JC15 Jacques Cousteau Rodentia Fêmea 100g 17/05/2018 T2P12 Seca 
JC17 Jacques Cousteau Rodentia Macho 74g 18/05/2018 T2P13 Seca 
JC18 Jacques Cousteau Rodentia Macho 144g 18/05/2018 T1P3 Seca 
JC19 Jacques Cousteau Rodentia Macho 84g 18/05/2018 T2P2 Seca 
JC20 Jacques Cousteau Rodentia Macho 64g 18/05/2018 T2P9 Seca 
JC21 Jacques Cousteau Rodentia Fêmea 124g 19/05/2018 T1P3 Seca 
JC22 Jacques Cousteau Rodentia - 54g 19/05/2018 T2P14 Seca 
JC23 Jacques Cousteau Rodentia Macho 134g 19/05/2018 T2P15 Seca 
JC26 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 42g 10/07/2018 T2P8 Seca 
JC27 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 54g 10/07/2018 T1P13 Seca 
JC28 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 44g 10/07/2018 T2P9 Seca 
JC29 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 53g 10/07/2018 T2P2 Seca 
JC30 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 79g 10/07/2018 T2P5 Seca 
JC31 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 39g 10/07/2018 T2P9 Seca 
JC32 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 29g 10/07/2018 T2P10 Seca 
JC33 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 39g 10/07/2018 T2P11 Seca 
JC34 Jacques Cousteau Necromys lasiurus - 29g 10/07/2018 T2P10 Seca 
JC35 Jacques Cousteau Cerradomys sp. - 29g 10/07/2018 T2P11 Seca 
JC36 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 39g 10/07/2018 T2P15 Seca 
JC37 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 26g 10/07/2018 T2P12 Seca 
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JC39 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 54g 11/07/2018 T2P11 Seca 
JC40 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 89g 11/07/2018 T2P3 Seca 
JC41 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 64g 11/07/2018 T2P6 Seca 
JC42 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 72g 11/07/2018 T2P2 Seca 
JC43 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 49g 11/07/2018 T2P11 Seca 
JC44 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 54g 11/07/2018 T2P5 Seca 
JC45 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 17g 11/07/2018 T2P12 Seca 
JC46 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 124g 12/07/2018 T1P3 Seca 
JC49 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 114g 12/07/2018 T1P2 Seca 
JC50 Jacques Cousteau Necromys lasiurus - 39g 12/07/2018 T2P12 Seca 
JC51 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 54g 13/07/2018 T2P9 Seca 
JC52 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 84g 13/07/2018 T1P15 Seca 
JC54 Jacques Cousteau Necromys lasiurus - 34g 13/07/2018 T2P10 Seca 
JC55 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 89g 13/07/2018 T1P11 Seca 
JC56 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 144g 13/07/2018 T1P5 Seca 
JC57 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 124g 13/07/2018 T1P7 Seca 
JC58 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 224g 13/07/2018 T1P4 Seca 
JC59 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 20g 25/09/2019 T2P11 Seca 
JC60 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 25g 25/09/2019 T2P10 Seca 
JC61 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea - 25/09/2019 T2P11 Seca 
JC62 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 112g 25/09/2019 T2P14 Seca 
JC63 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 173g 25/09/2019 T1P2 Seca 
JC64 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 54g 25/09/2019 T2P11 Seca 
JC65 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 42g 25/09/2019 T2P9 Seca 
JC66 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 108g 25/09/2019 T1P3 Seca 
JC67 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 198g 25/09/2019 T1P12 Seca 
JC68 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 38g 26/09/2019 T2P10 Seca 
JC69 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 65g 26/09/2019 T2P14 Seca 
JC70 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 163g 26/09/2019 T1P12 Seca 
JC71 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 39g 26/09/2019 T2P11 Seca 
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JC73 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 43g 26/09/2019 T2P2 Seca 
JC74 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 163g 26/09/2019 T1P2 Seca 
JC75 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 34g 26/09/2019 T2P9 Seca 
JC76 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 122g 27/09/2019 T1P4 Seca 
JC77 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 172g 27/09/2019 T1P3 Seca 
JC78 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 39g 27/09/2019 T2P11 Seca 
JC79 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 154g 27/09/2019 T1P1 Seca 
JC80 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 35g 28/09/2019 T2P8 Seca 
JC81 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 34g 28/09/2019 T2P14 Seca 
JC82 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 56g 28/09/2019 T1P1 Seca 
JC83 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 60g 28/09/2019 T2P7 Seca 
JC85 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 66g 20/11/2019 T1P8 Chuvosa 
JC86 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 174g 20/11/2019 T1P12 Chuvosa 
JC87 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 54g 20/11/2019 T2P9 Chuvosa 
JC88 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 124g 20/11/2019 T2P3 Chuvosa 
JC89 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 56g 20/11/2019 T2P10 Chuvosa 
JC90 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 62g 20/11/2019 T2P5 Chuvosa 
JC91 Jacques Cousteau Rodentia Fêmea 128g 20/11/2019 T2P13 Chuvosa 
JC92 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 56g 21/11/2019 T2P15 Chuvosa 
JC93 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 54g 21/11/2019 T2P8 Chuvosa 
JC94 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 80g 21/11/2019 T2P1 Chuvosa 
JC95 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 52g 22/11/2019 T2P7 Chuvosa 
JC96 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 44g 22/11/2019 T2P7 Chuvosa 
JC97 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 46g 22/11/2019 T2P9 Chuvosa 
JC98 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 44g 22/11/2019 T2P15 Chuvosa 
JC99 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 52g 22/11/2019 T2P12 Chuvosa 

JC100 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 28g 22/11/2019 T2P4 Chuvosa 
JC101 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 76g 22/11/2019 T2P1 Chuvosa 
JC102 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Fêmea 26g 22/11/2019 T2P1 Chuvosa 
JC103 Jacques Cousteau Necromys lasiurus Macho 65g 23/11/2019 T2P15 Chuvosa 
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JC104 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Fêmea 62g 01/02/2019 T2P10 Chuvosa 
JC105 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 159g 31/01/2019 T1P5 Chuvosa 
JC106 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 86g 02/01/2019 T2P10 Chuvosa 
JC107 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 80g 26/03/2019 T1P6 Chuvosa 
JC108 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 80g 26/03/2019 T2P3 Chuvosa 
JC110 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 90g 26/03/2019 T2P15 Chuvosa 
JC111 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 60g 27/03/2019 T1P10 Chuvosa 
JC113 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 70g 27/03/2019 T1P12 Chuvosa 
JC114 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 150g 27/03/2019 T1P8 Chuvosa 
JC115 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 175g 27/03/2019 T1P12 Chuvosa 
JC116 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 100g 27/03/2019 T1P3 Chuvosa 
JC117 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 190g 26/03/2019 T1P9 Chuvosa 
JC118 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 150g 28/03/2019 T1P12 Chuvosa 
JC119 Jacques Cousteau Cerradomys sp. Macho 70g 28/03/2019 T2P8 Chuvosa 
JC120 Jacques Cousteau Rattus rattus Fêmea 100g 29/03/2019 T1P5 Chuvosa 

TOTAL: 128        
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Abstract: Yellow fever (YF) is a re-emerging viral zoonosis caused by the Yellow Fever virus (YFV), affecting 

humans and non-human primates (NHP). YF is endemic in South America and Africa, being considered a burden 

for public health worldwide despite the availability of an effective vaccine. Acute infectious disease can 

progress to severe hemorrhagic conditions and has high rates of morbidity and mortality in endemic countries. 

In 2016, Brazil started experiencing one of the most significant YF epidemics in its history, with lots of deaths 

being reported in regions that were previously considered free of the disease. Here, we reviewed the historical 

aspects of YF in Brazil, the epidemiology of the disease, the challenges that remain in Brazil’s public health 

context, the main lessons learned from the recent outbreaks, and our perspective for facing future YF 

epidemics. 
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1. Introduction 

Yellow fever virus (YFV) is a positive-strand RNA virus that is the prototype of Flavivirus genus 
(Flaviviridae family) and is recognized as the etiological agent of Yellow Fever (YF) [1,2]. YF disease is 

characterized by an acute, febrile, hemorrhagic infectious disease, transmitted by mosquito vectors to human 

populations and non-human primates (NHP) in South America and Africa [2,3]. In Brazil, YF is considered a 

disease of compulsory notification, where all suspected cases must be immediately reported to the health 

authorities [2,4]. 

YF was responsible for hundreds of thousands of deaths between the 18th century and the beginning of 

the 20th century, and for recurrent epidemics in endemic regions of Africa and South America [2,5]. YF still 

remains a public health threat, leading to significant morbidity and mortality rates in the human populations of 

Africa and South America. A high case fatality rate (CFR) is observed, especially in South America, ranging from 

40% to 60% [3,5,6]. The occurrence of rural (savannah cycles) and urban cycles is frequently reported in the old 

world, in addition to sylvatic cycles [7]. Large YF outbreaks occurred in Angola and the Democratic Republic of 

Congo during 2015–2016 [5,8], which placed YFV on the top list of arboviral threats by the Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC) Global Disease Detection Operations Center [9]. According to the Pan American 

Health Organization (PAHO), the South American countries that reported the highest numbers of cases of YF 

during 1960–2019 were Brazil (3829 cases), Peru (3189 cases), Bolivia (1546 cases) and Colombia (701 cases) 

[10]. 

In Brazil, YFV is maintained in nature through enzootic/sylvatic cycles involving non-human primates (NHP) 

and mosquitoes of the genera Haemagogus and Sabethes [2,11]. YF has a seasonal pattern of occurrence, with 

most cases recorded from December to May. However, the occurrence of outbreaks is irregular, and viral 

transmission can change according to factors such as temperature, rainfall, high density of vectors, amplifying 

hosts, and low vaccination coverage of the human population [2]. Some factors have contributed to the 

elimination of the YF urban cycle, transmitted by urban vector 
Aedes aegypti, which include the introduction of vaccination since 1937, the mass immunization in the following 

decade, along with intense campaigns to eradicate the vector [2]. In this scenario, the last registered urban YF 

case in the country occurred in 1942, followed by epidemic records related to sylvatic cycles, especially in the 

Amazon basin [2,11]. 

However, in 2016, one of the most significant epidemics of sylvatic YF occurred in Brazil, with most cases 

reported in regions considered free of the disease, or with little YFV circulation [5,11,12]. The YF cases 

exponentially increased during the 2016–2019 epidemic, highlighting concerns about the risks of YF 

reurbanization once the YFV outbreak reached the southeast region, the most populous region in the country 

[5,11]. The risk of reurbanization is sustained by vector plasticity in the Brazilian territory and by large susceptible 

populations that had no routine vaccination until the recent re-emergence [11,13–15]. 
In this review, we revisited the history of YF in Brazil and the substantial impact for public health since its 

introduction during the colonization period until the emergence observed in the 2016–2019 epidemic. Eco-

epidemiological aspects of the disease, as well as the lessons and challenges from last epidemic period, are also 

discussed. 

2. A Brief History of Yellow Fever in Brazil 

The YFV and its urban vector Aedes aegypti arrived in the Americas, including Brazil, through the slave-

trading ships from West Africa during the period of colonization [5,8,16,17]. The first YF epidemic in Brazil was 

recorded in 1685, in the Northeast region, specifically in Recife and Pernambuco states [16,18] (Figure 1). 

http://dx.doi.org/10.3390/v12111233
http://dx.doi.org/10.3390/v12111233
http://dx.doi.org/10.3390/v12111233
http://www.mdpi.com/journal/viruses
http://www.mdpi.com/journal/viruses
http://www.mdpi.com/journal/viruses
http://www.mdpi.com/journal/viruses
http://www.mdpi.com/journal/viruses
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Figure 1. Map of the natural history of Yellow Fever in Brazil. (A) The timeline highlights sanitary measures 

adopted to fight against Yellow Fever in Brazil. (B) A map of Brazil showing the detection and distribution of 

Yellow Fever virus (YFV). The red lines connect the events of viral emergence in different regions of the country. 

The grey scale indicates the regions of Brazil from the lightest to the darkest as follows South, Northeast, 

Southeast, North, and Midwest. 

In the subsequent years, YFV would hit other port cities in the Northeastern region, causing outbreaks. In 

the middle of 1850, after almost a century without notifications, YFV reached Rio de Janeiro (Southeastern 

region), causing more than 4000 deaths. Although the etiology of YF was still unknown and there was no proof 

of any transmission form, at the beginning of the 19th century several surveillance measures were adopted to 

fight against YF, including the mandatory notification of the disease and the hygienic and sanitary measures that 

indirectly contributed to the reduction in Aedes populations [16,19] (Figure 1). At the end of the 19th century, 

Carlos Finlay, a Cuban epidemiologist, proposed that YF was transmitted through mosquito bites [20–22]. 

However, it was not until 1900 that Walter Reed, a pathologist and bacteriologist, and his colleagues proved that 

YF was caused by a filterable agent and transmitted by the vector Aedes aegypti [23–26]. 
In the following years, because of a decrease in YF cases, the resources to fight against the disease were 

decreased, contributing to an urban YF epidemic in Rio de Janeiro in 1928–1929 [19]. In addition, in the 1930s, 

the sylvatic cycle was documented in the country [23–25] together with the discovery of the importance of 

NHP in the viral maintenance cycle [27]. 

Max Theiler, a South African doctor, developed a mouse model of YF infection to demonstrate the potential 

of protection of serum antibodies against YFV. In the subsequent years, other research groups investigated the 

possibility of attenuating a wild type YFV, aiming to induce protective immunity in humans without causing any 

disease. As a result, the used wild type YFV was attenuated due to the development of an immunogenic and safe 

Yellow Fever-17D (YF-17D) vaccine strain [28]. In 1937, the vaccine against YF was produced by the Oswaldo Cruz 

Institute, today called Bio 

Manguinhos/Fiocruz [16–19,25,29]. In addition, by 1940 mass campaigns to eradicate the urban vector 

Aedes aegypti had begun; however, sporadic cases still occurred in several states, with the last urban case 

reported in Acre in 1942 [16,25]. In 1958, the PAHO officially declared that A. aegypti was eradicated in Brazil 

[16]; nevertheless, in the 1970s, the collapse of the continental program to combat vector mosquitoes led by 

PAHO culminated with the urban reinfestation of A. aegypti, and its spread to several Brazilian regions by the 

end of this decade [30–33]. 

The last two decades have witnessed the expansion of YFV circulation area in the country, where human 

cases and NHP epizootics were registered beyond the endemic Amazon region [34]. YFV spread to the East and 
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South regions could be seen during 2002–2003, with cases registered in Minas Gerais and Rio Grande do Sul, 

and between 2007 and 2009, with confirmed cases in the North and Midwest regions, in addition to São Paulo, 

Paraná, and Rio Grande do Sul states [34–36]. The change in the spatial distribution of YF cases was even more 

evident during 2007–2009, with the confirmation of more than 100 YF cases in the South and Southeast regions, 

with a lethality rate of 51% [32,34,35] (Figure 1). 

In 2014, YFV re-emerged in the Midwest region, in areas of Cerrado biome [11,34,37]. In the monitoring 

period of 2014–2015, based on the seasonality pattern, the occurrence of cases was mainly concentrated in 

Goiás and Mato Grosso do Sul states, and during 2015–2016 the cases were mostly concentrated in the Midwest 

region [12,37]. In a historical analysis, from 1980 to 2015, the period that precedes the most recent sylvatic 

epidemics, 789 YF human cases were registered in Brazil. In this 36-year interval, the outbreaks had an irregular 

pattern of annual incidence, with some periods of viral re-emergence [37]. At the end of 2016, the most 

significant sylvatic YF epidemic of the last 70 years began, affecting mainly the Southeastern region of Brazil 

[11,12,34,38]. 

3. Challenges and Lessons Learned 

The extensive re-emergence of YF in Brazil started in late 2016, and, according to data from the Ministry 

of Health, 2237 human cases of YF and 759 deaths were recorded between December 2016 and June 2019 

[12,39] (Figure 2). 

 

Figure 2. Spatial distribution of Yellow Fever (YF) cases in Brazil during 2001–2019. The map shows a correlation 

between human confirmed cases of YF and biomes (A), and confirmed epizootics in the Southeast region (B) during 

the 2016–2019 outbreak. The map was created using the Quantum GIS (QGIS) software. 

The epicenter of epidemic was the Southeastern region of Brazil, specifically Minas Gerais and 
São Paulo states [11,12,40–42]. This outbreak was 2.8 times greater than what was recorded in the past 36 years 

[12,38]. In contrast to previous outbreaks concentrated in the Amazon and Central West regions, this outbreak 

was centered in the Southeastern region of Brazil, covering the Cerrado biome towards the region originally 

covered by the Atlantic Forest [11]. 

The recent re-emergence of YFV showed that the majority of the population affected by YF (82.8% during 

2017–2018) were male. This population is in an economically active age range [12] and is composed of residents 

of rural areas, probably due to work activities and proximity to forest sites, factors that contribute to the 

exposure of these individuals to YFV vectors [3,40,41]. Considering the data from Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação (SINAN), an increase in the number of YF cases affecting male individuals has been 

observed since 2001 (Figure 3). The higher prevalence in males brings economic losses to their families and the 

region, as men are more likely to perform most of the activities in the field. Moreover, it is important to highlight 
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that deforestation is a factor that can increase the risk of YFV spread to urban environments, raising 

opportunities for human exposure to fragmented forest areas with the occurrence of YFV sylvatic cycles [11,43]. 

 

Figure 3. Distribution of human cases of YF in Brazil. (A) Distribution of confirmed human cases per year in Brazil 

for the monitoring period of (July to June) 2001–2019. (B) Distribution of YF human cases according to gender in 

Brazil during 2001–2016. (C) Clinical outcome of human cases of YF in Brazil during 2001–2016. All data was 

obtained from Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN), and epidemiological reports of the 

Brazilian Ministry of Health. 

The 2016–2019 YF epidemic also brought additional economic impacts for health authorities and for the 

public health in general. It is already known that the emerging infectious diseases (EID) cause significant impacts 

such as high costs associated with response plans, surveillance, and preventive actions [44]. Certainly, the re-

emergence of YFV in Brazil caused a great burden for the public health services, since hundreds of Intensive Care 

Unit (ICU) beds were needed, in addition to expenses related to the monitoring of patients in the different clinical 

stages of the disease, and the laboratory diagnosis of human and epizootics cases. 

In this sense, one of the major challenges faced during the 2016–2019 epidemic was the establishment of 

standard protocols for clinical management of patients, which culminated in the implementation of the national 

catastrophe plan implemented by the government for the 2014 World Cup, at least by Minas Gerais state (the 

epicenter of outbreaks). In many hospitals, there was a change in patient management areas, an increase in the 

number of ICU beds and the hiring of healthcare professionals to serve the affected population. In addition, 

there was a need to create a transportation system for patients from rural areas to large urban centers, where 

reference hospitals and higher acuity care were located (Serviço de Infectologia do Hospital Eduardo de 
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Menezes, reference of Minas Gerais state for Yellow Fever, personal communication). This decision was taken 

on an urgent basis, taking into account the rapid spread of YF and the worsening of the patients’ clinical 

conditions. In fact, YF can present a broad clinical spectrum in humans, including asymptomatic infection, mild 

illness and severe disease; however, much is still unknown about the pathogenesis of this disease [3,5]. 

Considering this last outbreak in Brazil, a great advance in the disease’s understanding has been reported and 

new clinical findings and outcomes have been described in the literature. Recent studies have reported the 

occurrence of late-relapsing and persistent hepatitis after YF [45,46] and other clinical findings were the 

occurrence of pancreatitis and progressive severe metabolic acidosis in severe cases of YF and manifestations in 

the central nervous system [47,48]. 

Certainly, the clinical management of severe forms constituted a major challenge since YF leads to liver 

failure with rapid evolution, compromises other vital organs and leads to a cytokine storm that culminates in 

plasma leakage and shock, which implies the need for intensive supportive therapies and treatments. Regarding 

the clinical management of patients with severe YF, Ho and colleagues showed that some measures such as the 

use of anticonvulsant drugs, routine use of intravenous proton pump inhibitors, aggressive early haemodialysis 

and plasma exchange were beneficial during YF treatment [47]. Additionally, studies related to understanding 

the predictors of mortality in patients with severe forms of YF affected during previous epidemic periods have 

been shown to be valuable. Hence, factors such as increasing age, male gender, higher neutrophil and leukocyte 

count, higher aspartate transaminase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), bilirubin, and creatinine, 

prolonged prothrombin time, and higher viral load are significantly used as predictors of mortality of YF disease 

[49]. 

Furthermore, the recent YF epidemic also raised possibilities for increasing the knowledge related to the 

clinical field and antiviral research, with recent studies showing that the repurposing of clinically approved drugs 

can represent a quick alternative to discover new antivirals for public health emergencies. Freitas et al. [50] 

demonstrated that YFV is susceptible, in vitro and in vivo, to sofosbuvir, a clinically approved drug against 

Hepatitis C virus (HCV). In addition, Mendes et al. [51] demonstrated a reduction in blood viremia and an 

improvement in clinical course with sofosbuvir treatment. 

The management of vaccination in the affected population can also be considered a complex challenge in 

the YF epidemic scenario. In order to protect the largest possible portion of population against the disease, the 

Sistema Único de Saúde (SUS) distributed 45.1 million doses of the YFV vaccine in 2017 and 23.8 million doses 

in 2018 [52]. Currently, the North, Midwest, Southeast, and South regions of Brazil are considered areas with 

vaccination recommendation (ACRV), however, in the Northeast region, the vaccination has been recommended 

only for Bahia and Maranhão states, and in some municipalities of Piauí, Sergipe, and Alagoas states [39]. 

Vaccination campaigns against YF also aim to prevent expansion of viral circulation, which is also associated with 

the movement of people [40]. The 17DD vaccine produced by the Institute of Technology in Immunobiologicals 

(Bio-Manguinhos) of the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) leads to 98% protection [2,11]. 

The target public for which the vaccine is indicated are individuals from 9 months to 59 years of age who 

reside or travel to areas with vaccination recommendation [2,34]. In the current campaign, the vaccine is being 

used in a standard dose (0.5 mL), but during the YF epidemic period, the dose fractionation strategy was 

adopted for some states, with the fractional dose (0.1 mL) corresponding to a fifth (1/5) of a standard dose 

[11,34,52,53]. This type of strategy is approved during emergency situations and has already been 

recommended by the World Health Organization (WHO) and used in outbreaks such as during the one that 

occurred in 2015–2016 in the African continent [52–56]. As the viral dissemination was favored by the vaccine 

shortage, with insufficient doses for the entire population, the vaccine fractionation strategy was an effective 

tool. In addition, strategies to control the Ae aegypti vector, which contribute to preventing viral spread and 

the resurgence of YFV, have little emphasis on the continent [57]. However, after emergency situations it is 

necessary to re-vaccinate the population with the full dose; the long-term protection provided by fractional 

doses in varied populations and epidemiological contexts is unknown [58]. In this sense, the study by Costa-

Rocha and colleagues which evaluated the duration of humoral and cellular immunity after administration of 

reduced doses of the 17DD-Yellow Fever vaccine provided evidence to support the regular use of dose sparing 

strategies for YF vaccine in adults [59]. 
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Currently, the WHO recommends one life-time dose of the YF vaccine; however, this is controversial for 

two reasons: the level of neutralizing antibodies drops years after vaccination and cases of YF infection have 

occurred in previously vaccinated individuals [40,60–63]. Even though YF vaccine is highly immunogenic and able 

to induce a robust antibody response and a strong and polyfunctional cellular immune response, recent studies 

demonstrated the importance of booster doses to ensure a long-term persistence of memory components in 

response to 17DD YF vaccine [60–62,64]. These recent findings suggest that in YF endemic areas, at least an 

additional dose of the vaccine should be administered after the first immunization, in order to avoid the 

reduction in neutralizing antibodies titers below the protective levels [60–62]. During the recent epidemic in 

Brazil, the priority was to vaccinate the largest portion of the population possible; however, it is recommended 

that after this emergency period the population receives a full dose of 17DD vaccine, reinforcing the idea that 

at least two doses are necessary [58,60,62,65]. 

With the re-emergence of YFV significantly affecting the Southeastern region of Brazil, and the consequent 

concern about the beginning of an urban cycle, there was an intensification of vaccination campaigns mainly in 

large urban centers [34,52]. The dislocation of cases, previously restricted to rural areas, to metropolitan regions, 

as recorded mostly in 2018, was of great concern and alert to epidemiological surveillance systems. However, 

the low vaccination coverage against YF in Brazil is a problem that has persisted for decades [66]. In view of this, 

the current challenge is to achieve vaccination coverage of at least 95% in all Brazilian territory. 

A recent study conducted by Stoffella-Dutra and colleagues revealed that, respectively, 25.8% and 
26.5% of the rural and urban populations living in Serro region (state of Minas Gerais) did not present 

neutralizing antibodies against YFV [67]. Furthermore, 10 individuals from the same area that presented their 

vaccination card with proven vaccination against YFV tested negative for the presence of neutralizing antibodies. 

Considering the recent epidemic and the risks of YF re-urbanization, this finding raises questions about the real 

burden of YFV infections, in which the disease could be underestimated. Although the vaccination coverage in 

that region has improved [68], there are still a high number of individuals lacking any neutralizing antibodies 

response against YFV, which can increase the vulnerability of the populations, as well as the to the occurrence 

of new outbreaks or even epidemics [67]. 

Other studies performed in Brazil also highlighted the absence of neutralizing antibodies against 
YFV in individuals from rural and urban areas [69,70]. However, different from the results reported by Stoffella-

Dutra and colleagues, few individuals tested negative. These findings draw attention to the fact that some areas 

in the state of Minas Gerais can present a high proportion of individuals with absence of neutralizing antibodies 

against YFV, which could potentially be a factor related to the recent 2016–2019 YF epidemic, reinforcing this 

state as the epicenter of the outbreaks [40]. 

The presence of individuals lacking a neutralizing antibodies response against YFV in endemic areas for YF 

disease also reinforces the importance of active epidemiological surveillance and continued vaccination 

campaigns aiming to reach at least ≥95% coverage. This coverage is necessary because according to the WHO, a 

vaccine coverage of at least 80% would be important to prevent and control new outbreaks [71]. Indeed, learning 

about the current seroprevalence in regions under risk of YF disease can add valuable information that could 

help to assist national and international health authorities in the development of future vaccination strategies. 

The 2016–2019 YF epidemic in Brazil was the most impactful in the past decades and several factors, 

including the failure of entomological and epizootic surveillance systems, low vaccination coverage in several 

regions of the country, and population migration, have potentially contributed to the recent epidemic scenario. 

In this context, issues related to vector control and NHP surveillance are also challenges to be covered. 

Effective surveillance of the vector population is essential for implementing control strategies, as well as 

contributing to highlighting potential sources of transmission and potential new outbreaks, not only for YF, but 

also of other recurrent arboviruses in Brazil such as Zika, Dengue and Chikungunya [72]. Considering the plasticity 

of vectors involved in the YF transmission cycle and the existence of an urban vector widely domesticated in the 

country, it would be important that the PAHO Entomology and Vector Control Action Plan [73] become 

implemented, maintaining an active surveillance not only in Brazil but for all affected countries in America. 
Similar to vector control strategies, NHP epizootics surveillance still need to be better established and 

optimized in all regions of Brazil for a greater control effectiveness, especially in those areas with higher risks of 

enzootic cycles. Hence, epizootics surveillance needs to be carried out in a sufficient time frame, capable of 
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providing effective control for viral dispersion. Furthermore, information about illness and death in the NHP, 

obtained by the Epizootics Surveillance Program of Brazil and local health authorities, also fails to report and 

disseminate data. 
The effective diagnosis of YF human cases is also another critical point. The delay in reporting the 

laboratory test results slowed down the processes of clinical intervention and surveillance. Apart from this, 

another issue that compromises better understanding of epidemics is the classification of cases into “cases 

under investigation”, which makes it difficult to understand the true dimension of the epidemic event due to 

the delay observed for resolution in cases discarded or confirmed as YFV infection or YF disease. This delay 

directly influences the possible actions to control and fight against the disease. 

Considering the old classification of yellow fever’s endemic area in the country, the Brazilian coast and the 

Southeastern region were considered YF free areas, however, with the re-emergence of YFV in 2016, this 

scenario can no longer be considered (Figure 2). There are factors that may be related to viral dislocation for the 

East and South regions of the country, among them the ecological changes (fragmentation of habitats, climate 

changes) and the patterns of human behavior, which may have contributed to the increased densities of vectors 

and NHP, and their consequent proximity to humans [5,11]. Political and social factors are also relevant in the 

complex recent re-emergence scenario of YF in Brazil, such as failure of political commitment and strategies to 

achieve satisfactory vaccine coverage and monitor population immunity in areas at risk for YF transmission. 

Besides poor basic sanitation in several regions of the country, which can contribute to the proliferation of 

vectors, anthropic environmental changes, such as the advancement of agriculture and peri-urban growth and 

insufficient health and surveillance policies, can contribute to the poor detection and control of outbreak 

situations [11,71]. Furthermore, Faria and colleagues estimated that virus lineages moved, on average, 4.25 

km/day during the last outbreak. This velocity on vectors movement also reflected YFV lineage movement within 

the enzootic cycle and not the movement of asymptomatic infected humans. These findings also corroborate 

the fact that NHPs are not likely to carry the virus over long distances [11,40], different from infected humans 

and vector species that can help with viral dislocation, reaching greater distances [11,35,74]. 

Recent phylogenetic studies have shown that YFV strains circulating during the 2016–2019 epidemic 

presented a high identity with the South American genotype I, previously described circulating in the Amazon 

region [40,41,74–76]. Further analysis revealed that the strain 1E were responsible for the recent epidemic, 

which was not associated with previous outbreaks already described in the Southeast region in 2000 and in 2008 

[40,74–80]. Genomic analyses of YFV samples from this latest epidemic showed that the YFV lineage responsible 

for the 2016–2019 outbreak originated from Midwest region, spreading to Minas Gerais state at least two times, 

and reaching two distinct routes in the Southeastern region of Brazil [80]. The most affected states until 2018 

were Minas Gerais, São Paulo, Rio de Janeiro and Espírito Santo. During 2019, São Paulo continued to report 

cases, with others being also reported in the states of Paraná and Santa Catarina [12,39]. 

4. Progress and Perspectives 

The surveillance and control of vector populations are actions that must be constant in the YF context, 

especially in outbreak situations. The prevalence and distribution of vectors species are important key indicators 

of the risk of the occurrence of an urban cycle in certain regions and the necessity of direct control measures 

towards areas that need to be prioritized [71,81]. In this sense, it is important to think about a combination of 

mosquito control strategies that should include policies to improve basic sanitation in large cities and other 

strategies for direct control of the mosquito population, in addition to strategies such as the introduction of 

genetically modified or biologically manipulated mosquitoes. An example of this is the global initiative World 

Mosquito Program (WMP), which uses the symbiotic bacterium Wolbachia as a biocontrol tool to reduce the 

transmission of mosquito-borne diseases [82]. In Brazil, the Wolbachia method is coordinated by the Oswaldo 

Cruz Foundation (Fiocruz), under the guidance of the Ministry of Health, and the first releases of Aedes aegypti 

mosquitoes carrying 

Wolbachia began in 2014 in Rio de Janeiro, and the project is expected to reach 2.38 million people by 

2023 [82]. Scientific evidence has demonstrated the ability of Wolbachia to reduce the transmission of Dengue, 

Zika, Chikungunya, and Yellow Fever viruses by the Aedes aegypti mosquitoes [83–86]. For YF control, this 

approach helps to prevent the onset of urban cycles of the disease [86]. In addition to all the challenges here 
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exposed, Figure 4 represents an overview in terms of progress and remaining challenges related to the latest YF 

outbreak in Brazil. 

 

Figure 4. An overview of the YF re-emergence in Brazil. The flowchart highlights some progress that can be 

recognized during the 2016–2019 epidemic, and the challenges that still need to be covered to contribute to the 

surveillance and control of YF in Brazil. 

Finally, and equally important is to know that the identification of epizootics provides an early warning of 

viral circulation and helps prevent YF human cases. Thus, the adoption of strategies for the protection of NHPs 

is fundamental not only for the conservation of species, but also due to the importance of these animals as 

sentinel hosts of the disease. In the context of sylvatic YF re-emergence experienced in Brazil, all confirmed 

human cases had as a probable site of infection (LPI) areas with previous occurrence of epizootics in NHP 

(Figure 2) [12,40,87]. 

Furthermore, it is important to note that the vector species distribution is related to YFV epidemiology, 

and, in this context, even more expressive epidemics can be caused when infected individuals are inserted in 

densely populated areas with the urban vector A. aegypti [9,14]. This species is the main vector for many 

flaviviruses, and it is widely distributed in the urban centers of the Southeastern region, and, due to the active 

circulation of YFV in this region, the threat of an urban cycle has proved to be concrete [13,15,74]. 
Vector competence analyses showed that the anthropophilic mosquitoes A. aegypti and A. albopictus are 

highly susceptible to be infected and transmit YFV, in addition to the wild vectors Haemagogus leucocelaenus 

and Sabethes albiprivus [13]. It is important to highlight the presence of A. albopictus in Brazil, as it has spread 

throughout the country since 1980. Experimental studies suggested that YFV has the potential to adapt to A. 

albopictus, which is an opportunistic species, since it can move between urban and peri-urban habitats [13,88]. 

In addition, little is known about other vectors (especially the Culicidae) and their potential role in YFV 

transmission. Most of the work related to vector competence to sylvatic virus was performed a long time ago, 

and their results may not reflect the real-world data since the strain of virus and mosquitoes have been evolving 

and changing over the years. Taking into account the proximity of YFV circulation to the Atlantic coast and to 

large urban centers, it is worth noting that even poorly competent vectors can pose a threat in the transmission 

of pathogens if some factors such as high vector density, high human-biting rate and high survival rates are 

present. Thus, factors that may have favored the re-emergence of YFV in Brazil such as the presence of 

susceptible human populations, favorable climatic conditions, and the circulation of infected humans and NHPs 

are undeniable [11,13,35]. 
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5. Conclusions 

The emergence of zoonotic viruses is an important challenge for global public health, now more than ever 

in our connected world due of international travel and trade in which highly contagious diseases can quickly 

spread. Understanding the ecological gaps related to the EID and the impact of social changes on the control 

and prevention of possible epidemics is a challenge that requires international cooperation. The complex YF eco-

epidemiology in Brazil is a case study to demonstrate the challenge for public health agencies and policy makers 

to effectively control and monitor disease. The fact that YF is a zoonosis and cannot be eradicated is an 

aggravating factor, especially considering the increased proximity of human populations to viral circulation 

areas. However, for a disease that presents high mortality in severe cases, the large population of unvaccinated 

and susceptible individuals may favor viral spread and re-emergence events in densely populated areas.  

Moreover, with viral circulation now present in the Atlantic Forest, close to large metropolitan areas in the 

Southeastern region, the risk of YF re-urbanization is highly concerning for human health and potential 

international viral spread. The occurrence of enzootic cycles makes arboviruses, especially YFV, a recurrent issue. 

From this point of view, it is important to emphasize the need to use efficient tools to prevent introductions of 

YFV into the urban cycle, such as the combination of efficient vector control strategies and large-scale 

vaccination campaigns. Hence, there is an urgent need to strengthen the Brazilian health systems in order to 

improve decision-making for control, response and prevention of future YF and other EID outbreaks. 

 
Author Contributions: Conceptualization: G.d.S.T.; Formal analysis: P.d.O.F.; A.G.S.-D.; G.B.C.; J.S.d.O.; C.D.A.; 
J.D.S.; K.L.S.R.; Investigation: P.d.O.F.; A.G.S.-D.; G.B.C.; J.S.d.O.; C.D.A.; J.D.S.; K.L.S.R.; Resources: J.P.A.J.; M.L.N.; M.A.Z.B.; 
A.P.P.; A.D.L.; J.S.A.; E.G.K.; D.B.d.O.; B.P.D.; G.d.S.T.; Data curation: P.d.O.F.; A.G.S.-D.; G.B.C.; 
J.S.d.O.; C.D.A.; J.D.S.; K.L.S.R.; Writing—original draft preparation: P.d.O.F.; A.G.S.-D.; G.B.C.; J.S.d.O.; C.D.A.; 

J.D.S.; K.L.S.R.; Writing—review and editing: P.d.O.F.; A.G.S.-D.; G.B.C.; J.S.d.O.; C.D.A.; J.D.S.; K.L.S.R.; J.P.A.J.; 
M.L.N.; M.A.Z.B.; A.P.P.; A.D.L.; J.S.A.; E.G.K.; D.B.d.O.; B.P.D.; G.d.S.T.; Supervision: J.P.A.J.; M.L.N.; M.A.Z.B.; A.P.P.; A.D.L.; 
J.S.A.; E.G.K.; D.B.d.O.; B.P.D.; G.d.S.T.; Project administration: G.d.S.T.; Funding acquisition: 
G.d.S.T. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This research was funded by the Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq/MCTI), 
grant number 440593/2016-6, Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de Minas Gerais 
(FAPEMIG) Yellow Fever grant 2018, National Institutes of Health (NIH) grant number NIHR01AI149614, 

US BRAZIL COLLABORATIVE BIOMEDICAL RESEARCH PROGRAM—CNPq/MS/NIH, grant number 
404192/2019-0, Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES/MEC), Departamento de Ciência e 
Tecnologia (DECIT), Secretaria de Ciência, Tecnologia, Inovação e Insumos Estratégicos em Saúde (SCTIE), Ministério da Saúde 
and Pró-Reitoria de Pesquisa/UFMG (PRPq-UFMG). BP Drumond, JS Abrahão, EG Kroon, ML Nogueira, JPA Junior, AP Paglia, 
and GS Trindade are researchers from CNPq. 

Acknowledgments: We thank colleagues from the Laboratório de Vírus (ICB-UFMG) for their excellent technical support. 
We are also thankful to Dario Brock Ramalho from the Infectious Diseases Services, Eduardo de Menezes Hospital in Belo 
Horizonte, for the technical support regarding the management of patients affected during the YF epidemic and 
implemented preventive measures. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

References 

1. Lindenbach, B.D.; Murray, C.L.; Thiel, H.J.; Rice, C.M. Flaviviridae. In Fields Virology; Knipe, D.M., Howley, P.M., Eds.; 

Lippincott-Raven: Philadelphia, PA, USA, 2013; Volume 6, pp. 747–794. 

2. Brasil, Secretaria de atenção à saúde, Ministério da Saúde. Febre Amarela. In Guia Para Profissionais da Saúde, 1st ed.; 

Ministry of Health of Brazil: Brasília, Brazil, 2019. 

3. Vasconcelos, P.F.C. Yellow fever. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 2003, 36, 275–293. [CrossRef] 

4. Pan American Health Organization. Control of Yellow Fever: Field Guide. Washington, DC. Available online: 

https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf (accessed on 15 October 

2020). 

5. Douam, F.; Ploss, A. Yellow Fever Virus: Knowledge Gaps Impeding the Fight against an Old Foe. 

Trends Microbiol. 2018, 26, 913–928. [CrossRef] 

6. Monath, T.P.; Vasconcelos, P.F. Yellow fever. J. Clin. Virol. 2015, 64, 160–173. [CrossRef] 

http://dx.doi.org/10.1590/S0037-86822003000200012
http://dx.doi.org/10.1590/S0037-86822003000200012
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/PAHO-fieldguide-yellowfever-2005.pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2018.05.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2018.05.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2014.08.030
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2014.08.030


196 
 

7. Barrett, D.T.; Higgs, S. Yellow Fever: A Disease that has yet to be conquered. Annu. Rev. Entomol. 2007, 52, 209–229. 

[CrossRef] 

8. Klitting, R.; Gould, E.A.; Paupy, C.; De Lamballerie, X. What Does the Future Hold for Yellow Fever Virus? (I). Genes 2018, 

9, 291. [CrossRef] 

9. Christian, K.A.; Iuliano, A.D.; Uyeki, T.M.; Mintz, E.D.; Nichol, S.T.; Rollin, P.; Staples, J.E.; Arthur, R.R. 
What We are Watching—Top Global Infectious Disease Threats, 2013–2016: An Update from CDC’s Global Disease 

Detection Operations Center. Health Secur. 2017, 15, 453–462. [CrossRef] 

10. Pan American Health Organization. Yellow Fever: Number of Confirmed Cases and Deaths by Country in the Americas, 

1960-Health Emergencies Department (PHE). Available online: https://ais.paho.org/phip/viz/ ed_yellowfever.asp 

(accessed on 12 August 2020). 
11. Possas, C.; Lourenço-de-Oliveira, R.; Tauil, P.L.; Pinheiro, F.P.; Pissinatti, A.; Cunha, R.V.; Freire, M.; Martins, R.M.; 

Homma, A. Yellow fever outbreak in Brazil: The puzzle of rapid viral spread and challenges for immunisation. Mem. 

Inst. Oswaldo Cruz. 2018, 113, e180278. [CrossRef] 
12. Ministério da Saúde. Monitoramento do Período Sazonal da Febre Amarela Brasil, 2017/2018; Informe nº27, Ministério 

da Saúde, CGDT/DEVIT/SVS/MS: Brasília, Brazil, 2018. 

13. Couto-Lima, D.; Madec, Y.; Bersot, M.I.; Campos, S.S.; Mota, M.A.; Santos, F.B.; Vazeille, M.; Vasconcelos, P.F.C.; 

Lourenço-de-Oliveira, R.; Failloux, A.B. Potential risk of re-emergence of urban transmission of Yellow Fever virus in 

Brazil facilitated by competent Aedes populations. Sci. Rep. 2017, 7, 4848. [CrossRef] 

14. Pierson, T.C.; Diamond, M.S. The continued threat of emerging flaviviruses. Nat. Microbiol. 2020, 5, 796–812. [CrossRef] 

15. Massad, E.; Amaku, M.; Coutinho, F.; Struchiner, C.J.; Lopez, L.F.; Coelho, G.; Wilder-Smith, A.; Burattini, M.N. 

The risk of urban yellow fever resurgence in Aedes-infested American cities. Epidemiol. Infect. 2018, 146, 

1219–1225. [CrossRef] 

16. Franco, O. História da Febre Amarela no Brasil; Ministério da Saúde, Departamento de Endemias Rurais: Rio de Janeiro, 

Brazil, 1969. 

17. Chippaux, J.P.; Chippaux, A. Yellow fever in Africa and the Americas: A historical and epidemiological perspective. J. 

Venom. Anim. Toxins Incl. Trop. Dis. 2018, 24, 20. [CrossRef] [PubMed] 
18. Teixeira, L. Da transmissão hídrica a culicidiana: A febre amarela na sociedade de medicina e cirurgia de São Paulo. Rev. 

Bras. História 2001, 21, 217–242. [CrossRef] [PubMed] 

19. Benchimol, J. Febre Amarela: A Doença e a Vacina, Uma História Inacabada; Fiocruz: Rio de Janeiro, Brazil, 2001; p. 

469. 

20. Finlay, C.J. El mosquito hipotéticamente considerado como agente de transmision de la fiebre amarilla. 

An. Real Acad. Cienc. Médicas Físicas Nat. Habana 1881, 18, 147–169. 

21. Finlay, C.J.; Matas, R. The mosquito hypothetically considered as an agent in the transmission of yellow fever poison. 

Yale J. Biol. Med. 1881, 9, 589–604. 

22. Faerstein, E.; Winkelstein, W., Jr. Carlos Juan Finlay: Rejected, respected, and right. Epidemiology 2010, 21, 158. 

[CrossRef] 

23. Soper, F.L.; Penna, H.; Cardoso, E.; Serafim, J., Jr.; Frobisher, M., Jr.; Pinheiro, J. Yellow fever whithout Aedes aegypti. 

Study of a rural epidemic in the Valle do Chanaan, Espirito Santo, Brazil. Am. J. Epidemiol. 1933, 18, 555–587. [CrossRef] 

24. Soper, F.L. Jungle yellow fever. A new epidemiological entity in South America. Rev. Hyg. Saude Publica 1936, 10, 107–

144. 

25. Costa, Z.G.A.; Romano, A.P.M.; Elkhoury, A.N.M.; Flannery, B. Evolução histórica da vigilância epidemiológica e do 

controle da febre amarela no Brasil. Rev. Pan-Amaz. Saude 2011, 2, 11–26. [CrossRef] 

26. Cope, S. Yellow Jack—How Yellow Fever Ravaged America and Walter Reed Discovered Its Deadly Secrets. Emerg. 

Infect. Dis. 2005, 11, 1652. [CrossRef] 

27. Soper, F.L. Recent extensions of knowledge of yellow fever. Quart. Bull. Health Organ. Leag. Nation 1935, 5, 1–50. 
28. Roukens, A.H.; Visser, L.G. Yellow fever vaccine: Past, present and future. Expert Opin. Biol. Ther. 2008, 8, 1787–1795. 

[CrossRef] [PubMed] 
29. Soper, F.L.; Smith, H.H. Vaccination with virus 17D in control of jungle yellow fever in Brazil. In Acta Conventus Tertii de 

Tropicis Atque Malariae Morbis; Reprinted from the Transactions of the Third International Congress of Tropical 

Medicine and Malaria; C.A. Spin & Zoon N.V.: Holland, The Netherlands, 1938; Volume 1, pp. 295–313. 

http://dx.doi.org/10.1146/annurev.ento.52.110405.091454
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.ento.52.110405.091454
http://dx.doi.org/10.3390/genes9060291
http://dx.doi.org/10.3390/genes9060291
http://dx.doi.org/10.1089/hs.2017.0004
http://dx.doi.org/10.1089/hs.2017.0004
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
https://ais.paho.org/phip/viz/ed_yellowfever.asp
http://dx.doi.org/10.1590/0074-02760180278
http://dx.doi.org/10.1590/0074-02760180278
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-05186-3
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-05186-3
http://dx.doi.org/10.1038/s41564-020-0714-0
http://dx.doi.org/10.1038/s41564-020-0714-0
http://dx.doi.org/10.1038/s41564-020-0714-0
http://dx.doi.org/10.1017/S0950268818001334
http://dx.doi.org/10.1017/S0950268818001334
http://dx.doi.org/10.1186/s40409-018-0162-y
http://dx.doi.org/10.1186/s40409-018-0162-y
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30158957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30158957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30158957
http://dx.doi.org/10.1590/S0102-01882001000200012
http://dx.doi.org/10.1590/S0102-01882001000200012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19708274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19708274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19708274
http://dx.doi.org/10.1097/EDE.0b013e3181c308e0
http://dx.doi.org/10.1097/EDE.0b013e3181c308e0
http://dx.doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a117967
http://dx.doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a117967
http://dx.doi.org/10.5123/S2176-62232011000100002
http://dx.doi.org/10.5123/S2176-62232011000100002
http://dx.doi.org/10.3201/eid1110.050958
http://dx.doi.org/10.3201/eid1110.050958
http://dx.doi.org/10.1517/14712598.8.11.1787
http://dx.doi.org/10.1517/14712598.8.11.1787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18847312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18847312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18847312


197 
 

30. Rigau-Pérez, J.G.; Clark, G.G.; Gubler, D.J.; Reiter, P.; Sanders, E.J.; Vorndam, A.V. Dengue and dengue haemorrhagic 

fever. Lancet 1998, 352, 971–977. [CrossRef] 

31. Gubler, D.J. Epidemic dengue/dengue hemorrhagic fever as a public health, social and economic problem in the 21st 

century. Trends Microbiol. 2002, 10, 100–103. [CrossRef] 

32. Mackenzie, J.S.; Gubler, D.J.; Petersen, L.R. Emerging flaviviruses: The spread and resurgence of Japanese encephalitis, 

West Nile and dengue viruses. Nat. Med. 2004, 10, S98–S109. [CrossRef] 

33. Carrington, C.V.; Foster, J.E.; Pybus, O.G.; Bennett, S.N.; Holmes, E.C. Invasion and maintenance of dengue virus type 2 

and type 4 in the Americas. J. Virol. 2005, 79, 14680–14687. [CrossRef] 
34. Brasil, Ministério da Saúde. Febre amarela: Sintomas, Tratamento, Diagnóstico e Prevenção. 2013/2020. Available 

online: https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao (accessed on 12 August 

2020). 

35. Vasconcelos, P.F.C. Yellow fever in Brazil: Thoughts and hypotheses on the emergence in previously free areas. Rev. 

Saude Publica 2010, 44, 1144–1149. [CrossRef] [PubMed] 

36. Pessanha, J.E.M. Yellow Fever: A vision of the current scenario. Rev. Med. Minas Gerais 2009, 19, 97–102. 

37. Brasil, Ministério da Saúde. Reemergência da febre amarela silvestre no Brasil, 2014/2015: Situação epidemiológica e 

a importância da vacinação preventiva e da vigilância intensificada no período sazonal. Bol. Epidemiológico 2015, 46. 

Available online: http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/ 19/2015-032---FA-ok.pdf (accessed 

on 12 August 2020). 

38. Silva, N.I.O.; Sacchetto, L.; Rezende, I.M.; Trindade, G.S.; LaBeaud, A.D.; Thoisy, B.; Drumond, B.P. Recent sylvatic yellow 

fever virus transmission in Brazil: The news from an old disease. Virol. J. 2020, 17, 9. 

[CrossRef] 
39. Brasil, Secretaria de Vigilância em Saúde. Monitoramento de Febre Amarela, Informe nº18, 9 Junho. Available online: 

https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-AmarelaBrasil--n-

18.pdf (accessed on 12 August 2020). 

40. Faria, N.R.; Kraemer, M.U.G.; Hill, S.C.; Jesus, J.G.; Aguiar, R.S.; Iani, F.C.M.; Xavier, J.; Quick, J.; du Plessis, L.; 

Dellicour, S.; et al. Genomic and epidemiological monitoring of yellow fever virus transmission potential. Science 2018, 

361, 894–899. [CrossRef] 

41. Giovanetti, M.; Mendonça, M.C.L.; Fonseca, V.; Mares-Guia, M.A.; Fabri, A.; Xavier, J.; Jesus, J.G.; Gräf, T.; 

Rodrigues, C.D.S.; Santos, C.C.; et al. Yellow Fever Virus Reemergence and Spread in Southeast Brazil, 2016. 

J. Virol. 2019, 94, e01623. [CrossRef] 
42. Vasconcelos, P.F.C.; Costa, Z.G.; Travassos da Rosa, E.S.; Luna, E.; Rodrigues, S.G.; Barros, V.L.R.S.; Dias, J.P.; Monteiro, 

H.A.; Oliva, O.F.; Vasconcelos, H.B.; et al. Epidemic of jungle yellow fever in Brazil, 2000: 

Implications of climatic alterations in disease spread. J. Med. Virol. 2001, 65, 598–604. [CrossRef] [PubMed] 

43. Weaver, S.C. Urbanization and geographic expansion of zoonotic arboviral diseases: Mechanisms and potential 

strategies for prevention. Trends Microbiol. 2013, 21, 360–363. [CrossRef] [PubMed] 

44. Morens, D.M.; Folkers, G.K.; Fauci, A.S. The challenge of emerging and reemerging infectious diseases. Nature 2004, 

430, 242–249. [CrossRef] 

45. Rezende, I.M.; Pereira, L.S.; Fradico, J.R.B.; Xavier, M.A.P.; Alves, P.A.; Campi-Azevedo, A.C.; Speziali, E.; 

Dos Santos, L.Z.M.; Albuquerque, N.S.; Penido, I.; et al. Late-Relapsing Hepatitis after Yellow Fever. Viruses 2020, 12, 

222. [CrossRef] [PubMed] 

46. Denis, B.; Chirio, D.; Ponscarme, D.; Brichler, S.; Verdière, N.C.; Simon, F.; Molina, J.M. Hepatitis Rebound after Infection 

with Yellow Fever Virus. Emerg. Infect. Dis. 2019, 25, 1248–1249. [CrossRef] [PubMed] 

47. Ho, Y.L.; Joelsons, D.; Leite, G.F.C.; Malbouisson, L.M.S.; Song, A.T.W.; Perodini, B.; Andrade, L.C.; Pinto, L.F.; 

D’Albuquerque, L.A.C.; Segurado, A.A.C.; et al. Severe yellow fever in Brazil: Clinical characteristics and management. 

J. Travel. Med. 2019, 26, taz040. [CrossRef] [PubMed] 

48. Marinho, P.E.S.; Alvarenga, P.P.M.; Crispim, A.P.C.; Candiani, T.M.S.; Alvarenga, A.M.; Bechler, I.M.; 

 Alves, P.A.; Dornas, F.P.; Oliveira, D.B.; Bentes, A.A.; et al. Wild-Type Yellow Fever Virus RNA in 

Cerebrospinal Fluid of Child. Emerg. Infect. Dis. 2019, 25, 1567. [CrossRef] 

49. Kallas, E.G.; Zanella, L.G.F.A.B.D.; Moreira, C.H.V.; Buccheri, R.; Diniz, G.B.F.; Castiñeiras, A.C.P.; Costa, P.R.; Dias, J.Z.C.; 

Marmorato, M.P.; Song, A.T.W.; et al. Predictors of mortality in patients with yellow fever: An observational cohort 

study. Lancet Infect. Dis. 2019, 19, 750–758. [CrossRef] 

http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(97)12483-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(97)12483-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0966-842X(01)02288-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0966-842X(01)02288-0
http://dx.doi.org/10.1038/nm1144
http://dx.doi.org/10.1038/nm1144
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.79.23.14680-14687.2005
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.79.23.14680-14687.2005
https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
https://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
http://dx.doi.org/10.1590/S0034-89102010005000046
http://dx.doi.org/10.1590/S0034-89102010005000046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21109907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21109907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21109907
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2015/outubro/19/2015-032---FA-ok.pdf
http://dx.doi.org/10.1186/s12985-019-1277-7
http://dx.doi.org/10.1186/s12985-019-1277-7
http://dx.doi.org/10.1186/s12985-019-1277-7
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/13/Informe-de-Monitoramento-de-Febre-Amarela-Brasil--n-18.pdf
http://dx.doi.org/10.1126/science.aat7115
http://dx.doi.org/10.1126/science.aat7115
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.01623-19
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.01623-19
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.2078
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.2078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11596099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11596099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11596099
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2013.03.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2013.03.003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23910545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23910545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23910545
http://dx.doi.org/10.1038/nature02759
http://dx.doi.org/10.1038/nature02759
http://dx.doi.org/10.3390/v12020222
http://dx.doi.org/10.3390/v12020222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32079143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32079143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32079143
http://dx.doi.org/10.3201/eid2506.190069
http://dx.doi.org/10.3201/eid2506.190069
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30870138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30870138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30870138
http://dx.doi.org/10.1093/jtm/taz040
http://dx.doi.org/10.1093/jtm/taz040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31150098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31150098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31150098
http://dx.doi.org/10.3201/eid2508.181479
http://dx.doi.org/10.3201/eid2508.181479
http://dx.doi.org/10.1016/S1473-3099(19)30125-2
http://dx.doi.org/10.1016/S1473-3099(19)30125-2


198 
 

50. De Freitas, C.S.; Higa, L.M.; Sacramento, C.Q.; Ferreira, A.C.; Reis, P.A.; Delvecchio, R.; Monteiro, F.L.; Barbosa-Lima, G.; 

Westgarth, H.J.; Vieira, Y.R.; et al. Yellow fever virus is susceptible to sofosbuvir both in vitro and in vivo. PLoS Negl. 

Trop. Dis. 2019, 13, e0007072. [CrossRef] 

51. Mendes, E.A.; Pilger, D.R.B.; Nastri, A.C.S.S.; Malta, F.M.; Pascoalino, B.S.; D’Albuquerque, L.A.C.; Balan, A.; de Freitas 

Jr, L.H.G.; Durigon, E.L.; Carrilho, F.J.; et al. Sofosbuvir inhibits yellow fever virus in vitro and in patients with acute liver 

failure. Ann. Hepatol. 2019, 18, 816–824. [CrossRef] 
52. Brasil, Ministério da Saúde. Vacina de Febre Amarela Será Ampliada Para

 Todo o Brasil. 

Available online: https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-seraampliada-

para-todo-o-brasil (accessed on 20 March 2020). 
53. Nnaji, C.A.; Shey, M.S.; Adetokunboh, O.O.; Wiysonge, C.S. Immunogenicity and safety of fractional dose yellow fever 

vaccination: A systematic review and meta-analysis. Vaccine 2020, 38, 1291–1301. [CrossRef] [PubMed] 

54. Casey, R.M.; Harris, J.B.; Ahuka-Mundeke, S.; Dixon, M.G.; Kizito, G.M.; Nsele, P.M.; Umutesi, G.; Laven, J.; Kosoy, O.; 

Paluku, G.; et al. Immunogenicity of fractional-dose vaccine during a yellow fever outbreak–Final report. N. Engl. J. 

Med. 2019, 381, 444–454. [CrossRef] [PubMed] 
55. Wu, J.T.; Peak, C.M.; Leung, G.M.; Lipsitch, M. Fractional dosing of yellow fever vaccine to extend supply: A modelling 

study. Lancet 2016, 388, 2904–2911. [CrossRef] 

56. Pan American Health Organization. Brazil Launches World’s Largest Campaign with Fractional-Dose Yellow Fever 

Vaccine. Available online: https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article& 

id=14065&Itemid=135&lang=en (accessed on 12 August 2020). 

57. Boëte, C. Yellow Fever Outbreak: O Vector Control, Where Art Thou? J. Med. Entomol. 2016, 53, 1048–1049. 

[CrossRef] 
58. Estofolete, C.F.; Nogueira, M.L. Is a dose of 17D vaccine in the current context of Yellow Fever enough? Braz. J. 

Microbiol. 2018, 49, 683–684. [CrossRef] [PubMed] 

59. Costa-Rocha, I.A.; Campi-Azevedo, A.C.; Peruhype-Magalhães, V.; Coelho-dos-Reis, J.G.; Fradico, J.R.B.; 

Souza-Lopes, T.; Reis, L.R.; Freire, L.C.; Costa-Pereira, C.; Mambrini, J.V.M.; et al. Duration of Humoral and 

Cellular Immunity 8 Years after Administration of Reduced Doses of the 17DD-Yellow Fever Vaccine. Front. Immunol. 

2019, 10, 1211. [CrossRef] [PubMed] 

60. Campi-Azevedo, A.C.; Peruhype-Magalhães, V.; Coelho-dos-Reis, J.G.; Antonelli, L.R.; Costa-Pereira, C.; Speziali, E.; Reis, 

L.R.; Lemos, J.A.; Ribeiro, J.G.L.; Camacho, L.A.B.; et al. 17DD Yellow Fever Revaccination and Heightened Long-Term 

Immunity in Populations of Disease-Endemic Areas, Brazil. Emerg. Infec. Dis. 2019, 25, 1511–1521. [CrossRef] [PubMed] 
61. Collaborative group for studies on yellow fever vaccines. Duration of post-vaccination immunity against yellow fever in 

adults. Vaccine 2014, 32, 4977–4984. [CrossRef] 

62. Campi-Azevedo, A.C.; Costa-Pereira, C.; Antonelli, L.R.; Fonseca, C.T.; Teixeira-Carvalho, A.; Villela-Rezende, G.; Santos, 

R.A.; Batista, M.A.; Campos, F.M.; Pacheco-Porto, L.; et al. Booster dose after 10 years is recommended following 17DD-

YF primary vaccination. Hum. Vaccine Immunother. 2016, 12, 491–502. [CrossRef] 

63. World Health Organization. Vaccines and vaccination against yellow fever. Wkly. Epidemiol. Rec. 2013, 88, 

269–284. Available online: https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1 (accessed on 12 August 2020). 

64. Ferreira, C.d.; Campi-Azevedo, A.C.; Peruhype-Magalhaes, V.; Costa-Pereira, C.; de Albuquerque, C.P.;¯ Muniz, L.F.; de 

Souza, T.Y.; Oliveira, A.C.V.; Martins-Filho, O.A.; da Mota, L.M.H. The 17D–204 and 17DD yellow fever vaccines: An 

overview of major similarities and subtle differences. Expert Rev. Vaccines 2018, 17, 79–90. [CrossRef] 

65. Vasconcelos, P.F.C. Single shot of 17D vaccine may not confer life-long protection against yellow fever. Mem. Inst. 

Oswaldo Cruz. 2018, 113, 135–136. [CrossRef] 

66. Ortiz-Martínez, Y.; Patiño-Barbosa, A.M.; Rodriguez-Morales, A.J. Yellow fever in the Americas: The growing concern 

about new epidemics. F1000Research 2017, 6, 398. [CrossRef] 

67. Stoffella-Dutra, A.G.; de Oliveira, J.S.; Costa, G.B.; Kroon, E.G.; Abrahão, J.S.; LaBeaud, A.D.; Drumond, B.P.; Trindade, 

G.S. Absence of YF-neutralizing antibodies in vulnerable populations of Brazil: A warning for epidemiological 

surveillance and potential risks for future outbreaks. Vaccine 2020, 38, 6592–6599. [CrossRef] 

68. Secretaria de Estado de Saúde de Minas Gerais. Dados de Cobertura Vacinal em Minas Gerais. Available online: 

http://www.saude.mg.gov.br/febreamarela (accessed on 12 August 2020). 

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0007072
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0007072
http://dx.doi.org/10.1016/j.aohep.2019.09.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.aohep.2019.09.001
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
https://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42849-vacina-de-febre-amarela-sera-ampliada-para-todo-o-brasil
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2019.12.018
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2019.12.018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31859201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31859201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31859201
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa1710430
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa1710430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29443626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29443626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29443626
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(16)31838-4
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(16)31838-4
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=14065&Itemid=135&lang=en
http://dx.doi.org/10.1093/jme/tjw087
http://dx.doi.org/10.1093/jme/tjw087
http://dx.doi.org/10.1093/jme/tjw087
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjm.2018.02.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjm.2018.02.003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29588199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29588199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29588199
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2019.01211
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2019.01211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31293563
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31293563
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31293563
http://dx.doi.org/10.3201/eid2508.181432
http://dx.doi.org/10.3201/eid2508.181432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31298654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31298654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31298654
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2014.07.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2014.07.021
http://dx.doi.org/10.1080/21645515.2015.1082693
http://dx.doi.org/10.1080/21645515.2015.1082693
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
https://www.who.int/wer/2013/wer8827.pdf?ua=1
http://dx.doi.org/10.1080/14760584.2018.1406800
http://dx.doi.org/10.1080/14760584.2018.1406800
http://dx.doi.org/10.1590/0074-02760170347
http://dx.doi.org/10.1590/0074-02760170347
http://dx.doi.org/10.12688/f1000research.11280.1
http://dx.doi.org/10.12688/f1000research.11280.1
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2020.07.077
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2020.07.077
http://www.saude.mg.gov.br/febreamarela
http://www.saude.mg.gov.br/febreamarela
http://www.saude.mg.gov.br/febreamarela
http://www.saude.mg.gov.br/febreamarela
http://www.saude.mg.gov.br/febreamarela


199 
 

69. Machado, V.W.; Vasconcelos, P.F.C.; Silva, E.V.P.; Santos, J.B. Serologic assessment of yellow fever immunity in the 

rural population of a yellow fever-endemic area in Central Brazil. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 2013, 46, 166–171. 

[CrossRef] [PubMed] 

70. Miyaji, K.T.; Avelino-Silva, V.I.; Simões, M.; Freire, M.S.; Medeiros, C.R.; Braga, P.E.; Neves, M.A.A.; Lopes, M.H.; Kallas, 

E.G.; Sartori, A.M.C. Prevalence and titers of yellow fever virus neutralizing antibodies in previously vaccinated adults. 

Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo 2017, 59, e2. [CrossRef] 

71. World Health Organization. A Global Strategy to Eliminate Yellow Fever Epidemics (EYE) 2017–2026; World Health 

Organization: Geneva, Switzerland, 2017. 

72. Vasconcelos, P.F.C.; Calisher, C.H. Emergence of Human Arboviral Diseases in the Americas, 2000–2016. Vector Borne 

Zoonotic Dis. 2016, 16, 295–301. [CrossRef] 

73. Pan-American Health Organization. Plano de Ação sobre Entomologia e Controle de Vetores. 56◦ Conselho Diretor, 70º 

Sessão do Comitê Regional da OMS para as Américas Washington, D.C.; EUA, 23 a 27 de setembro de. Available online: 

https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf (accessed on 12 August 2020). 

74. Mir, D.; Delatorre, E.; Bonaldo, M.; Lourenço-de-Oliveira, R.; Vicente, A.C.; Bello, G. Phylodynamics of 
Yellow Fever Virus in the Americas: New insights into the origin of the 2017 Brazilian outbreak. Sci. Rep. 2017, 7, 7385. 

[CrossRef] 
75. Bonaldo, M.C.; Gómez, M.M.; Santos, A.A.C.; Abreu, F.V.S.; Ferreira-de-Brito, A.; Miranda, R.M.; Castro, M.G.; 

Lourenço-de-Oliveira, R. Genome analysis of yellow fever virus of the ongoing outbreak in Brazil reveals 

polymorphisms. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 2017, 112, 447–451. [CrossRef] 
76. Rezende, I.M.; Sacchetto, L.; Mello, E.M.; Alves, P.A.; Iani, F.C.M.; Adelino, T.E.R.; Duarte, M.M.; Cury, A.L.F.; Bernardes, 

A.F.L.; Santos, T.A.; et al. Persistence of Yellow fever virus outside the Amazon Basin, causing epidemics in Southeast 

Brazil, from 2016 to 2018. PLoS Negl. Trop. Dis. 2018, 12, e0006538. [CrossRef] 
77. Barbosa, C.M.; Di Paola, N.; Cunha, M.P.; Jesus, M.J.R.; Araújo, D.B.; Silveira, D.B.; Leal, F.B.; Mesquita, F.S.; 

Botosso, V.F.; Zanotto, P.M.A.; et al. Yellow Fever Virus in Urine and Semen of Convalescent Patient, Brazil. Emerg. 

Infect. Dis. 2018, 24, 176–178. [CrossRef] [PubMed] 

78. Moreira-Soto, A.; Torres, M.C.; Mendonça, M.C.L.; Mares-Guia, M.A.; Rodrigues, C.D.S.; Fabri, A.A.; Dos Santos, C.C.; 

Machado Araújo, E.S.; Fischer, C.; Ribeiro Nogueira, R.M.; et al. Evidence for multiple sylvatic transmission cycles during 

the 2016–2017 yellow fever virus outbreak, Brazil. Clin. Microbiol. Infect. 2018, 24, 1019. [CrossRef] [PubMed] 

79. Figueiredo, P.O.; Silva, A.T.S.; Oliveira, J.S.; Marinho, P.E.; Rocha, F.T.; Domingos, G.P.; Poblete, P.C.P.; Oliveira, L.B.S.; 

Duarte, D.C.; Bonjardim, C.A.; et al. Detection and Molecular Characterization of Yellow 

Fever Virus, 2017, Brazil. EcoHealth 2018, 15, 864. [CrossRef] [PubMed] 

80. Delatorre, E.; Abreu, F.V.S.; Ribeiro, I.P.; Gómez, M.M.; dos Santos, A.A.C.; Ferreira-de-Brito, A.; Neves, M.S.A.S.; 

Bonelly, I.; de Miranda, R.M.; Furtado, N.D.; et al. Distinct YFV Lineages Co-circulated in the Central-Western and 

Southeastern Brazilian Regions from 2015 to 2018. Front. Microbiol. 2019, 10, 1079. [CrossRef] 

81. Carvalho, R.G.; Lourenço-de-Oliveira, R.; Braga, I.A. Updating the geographical distribution and frequency of Aedes 

albopictus in Brazil with remarks regarding its range in the Americas. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 2014, 109, 787–796. 

[CrossRef] 

82. World Mosquito Program. 2020. Available online: https://www.worldmosquitoprogram.org/ (accessed on 15 October 

2020). 

83. Dutra, H.L.C.; Dos Santos, L.M.B.; Caragata, E.P.; Silva, J.B.L.; Villela, D.A.M.; Maciel-de-Freitas, R.; Moreira, L.A. From 

Lab to Field: The Influence of Urban Landscapes on the Invasive Potential of Wolbachia in Brazilian Aedes aegypti 

Mosquitoes. PLoS Negl. Trop. Dis. 2015, 9, e0003689. [CrossRef] 

84. Dutra, H.L.C.; Rocha, M.N.; Dias, F.B.S.; Mansur, S.B.; Caragata, E.P.; Moreira, L.A. Wolbachia Blocks Currently 

Circulating Zika Virus Isolates in Brazilian Aedes aegypti Mosquitoes. Cell Host Microbe 2016, 19, 771–774. [CrossRef] 

85. Flores, H.A.; de Bruyne, J.T.; O’Donnell, T.B.; Nhu, V.T.; Giang, N.T.; Trang, H.T.X.; Van, H.T.T.; Long, V.T.; Dui, L.; Huy, 

H.L.; et al. Multiple Wolbachia strains provide comparative levels of protection against dengue virus infection in Aedes 

aegypti. PLoS Pathog. 2020, 16, e1008433. [CrossRef] 

86. Rocha, M.N.; Duarte, M.M.; Mansur, S.B.; Silva, B.D.M.E.; Pereira, T.N.; Adelino, T.É.R.; Giovanetti, M.; Alcantara, L.C.J.; 

Santos, F.M.; Costa, V.R.M.; et al. Pluripotency of Wolbachia against Arboviruses: The case of yellow fever. Gates Open 

Res. 2019, 3, 161. [CrossRef] 

http://dx.doi.org/10.1590/0037-8682-0007-2012
http://dx.doi.org/10.1590/0037-8682-0007-2012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23740066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23740066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23740066
http://dx.doi.org/10.1590/s1678-9946201759002
http://dx.doi.org/10.1590/s1678-9946201759002
http://dx.doi.org/10.1089/vbz.2016.1952
http://dx.doi.org/10.1089/vbz.2016.1952
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/49612/CD56-11-p.pdf
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-07873-7
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-07873-7
http://dx.doi.org/10.1590/0074-02760170134
http://dx.doi.org/10.1590/0074-02760170134
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0006538
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0006538
http://dx.doi.org/10.3201/eid2401.171310
http://dx.doi.org/10.3201/eid2401.171310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29058663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29058663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29058663
http://dx.doi.org/10.1016/j.cmi.2018.01.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.cmi.2018.01.026
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29427798
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29427798
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29427798
http://dx.doi.org/10.1007/s10393-018-1364-z
http://dx.doi.org/10.1007/s10393-018-1364-z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30117000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30117000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30117000
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2019.01079
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2019.01079
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2019.01079
http://dx.doi.org/10.1590/0074-0276140304
http://dx.doi.org/10.1590/0074-0276140304
https://www.worldmosquitoprogram.org/
https://www.worldmosquitoprogram.org/
https://www.worldmosquitoprogram.org/
https://www.worldmosquitoprogram.org/
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0003689
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0003689
http://dx.doi.org/10.1016/j.chom.2016.04.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.chom.2016.04.021
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1008433
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1008433
http://dx.doi.org/10.12688/gatesopenres.12903.2
http://dx.doi.org/10.12688/gatesopenres.12903.2


200 
 

87. Bicca-Marques, J.C.; Freitas, D.S. The role of monkeys, mosquitoes, and humans in the occurrence of a yellow fever 

outbreak in a fragmented landscape in south Brazil: Protecting howler monkeys is a matter of public health. Trop. 

Conserv. Sci. 2010, 3, 78–89. [CrossRef] 

88. Amraoui, F.; Pain, A.; Piorkowski, G.; Vazeille, M.; Couto-Lima, D.; Lamballerie, X.; Lourenço-de-Oliveira, R.; Failloux, 

A.B. Experimental Adaptation of the Yellow Fever Virus to the Mosquito Aedes albopictus and Potential risk of urban 

epidemics in Brazil, South America. Sci. Rep. 2018, 8, 14337. [CrossRef] [PubMed] 

Publisher’s Note: MDPI stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations. 

© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access article 

distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license 

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://dx.doi.org/10.1177/194008291000300107
http://dx.doi.org/10.1177/194008291000300107
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-32198-4
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-32198-4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30254315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30254315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30254315
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


201 
 

 



202 
 

 



203 
 

 



204 
 

 



205 
 

 
 
 
 



206 
 

 
 
 
 



207 
 

 



208 
 

 



209 
 

 



210 
 

 



211 
 

 



212 
 

 



213 
 

 



214 
 

 



215 
 

 



216 
 

 



217 
 

 



218 
 

 



219 
 

 



220 
 

 



221 
 

 



222 
 

 



223 
 

 



224 
 

 



225 
 

 



226 
 

 



227 
 

 



228 
 

 



229 
 

 



230 
 

 



231 
 

 


