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RESUMO

A febre amarela (FA) é uma doenga infecciosa aguda, causada pelo virus da febre amarela
(VFA), transmitida principalmente por mosquitos e endémica em &reas tropicais da América
do Sul. Os primatas ndo humanos neotropicais sdo suscetiveis a infeccdo, ocorrendo
frequentemente como surtos epizooticos. A vacina de FA 17DD atenuada ja foi utilizada em
bugios e se mostrou eficaz no desenvolvimento de anticorpos neutralizantes contra VFA, sem
efeitos adversos ou reversdo de viruléncia e desenvolvimento da doenga. Objetivou-se entdo
avaliar o desenvolvimento de resposta imunologica pela inducéo de anticorpos contra FA em
diferentes espécies de primatas neotropicais a partir da vacinacdo com a cepa do VFA 17DD
atenuada. Foram selecionados 24 primatas neotropicais pertencentes ao plantel do zooldgico
de Belo Horizonte, sendo quatro Saguinus imperator, cinco Lagothrix cana, cinco Sapajus
xanthosternos, sete Alouatta guariba clamitans, um Pithecia irrorata, um Aotus infulatus e
um Ateles sp. A triagem dos animais foi feita a partir de exame clinico, hemograma, perfil
bioquimico, RT-PCR para deteccdo de RNAemia, deteccdo de anticorpos neutralizantes por
microPRNT e ELISA para avaliacdo de soroconversdo, alem de analise comportamental por
meio de etograma focal dos individuos. Todos os individuos foram considerados aptos para a
vacinacdo que foi inoculada com dose Unica, variando em volume de acordo com o porte da
espécie. Durante sete dias apds a vacinacdo, os animais foram monitorados e tiveram nova
avaliacdo comportamental. Nos dias 4 e 60 pds imunizacdo foram realizadas avaliacGes
clinicas, hematoldgicas e bioquimicas, RNAemia, deteccdo de IgG contra o virus da FA por
ELISA e identificacdo de soroneutralizacdo. A vacina ndo produziu manifestacoes clinicas de
FA em nenhum dos primatas. Em 60 dias ap0s a vacinacdo houve soroconversao dos animais,
com produgdo de anticorpos neutralizantes e 1gG contra FA, porém os individuos das espécies
L. cana, Ateles sp. e um individuo S. imperator ndo produziram anticorpos neutralizantes. O
presente trabalho demonstrou o perfil seguro e imunogénico da vacina existente contra FA
17DD em bugios, macacos-prego-do-peito-amarelo, saguis imperadores, macaco da noite e
parauacu. Este conhecimento pode apoiar estudos adicionais com outras espécies de primatas
suscetiveis e fornecer uma possivel solugdo para controle de epizootias e prevenir a
devastacdo de espécies ameacadas, sendo importante contribuicdo para a conservacdo de

espécies ameacadas, principalmente ex situ.

Palavras-chave: flavivirus, primatas ndo humanos, vacinacdo, ELISA, RNAemia, anticorpos

neutralizantes.



ABSTRACT

Yellow fever (YF) is an acute infectious disease caused by the yellow fever virus (YFV),
transmitted mainly by mosquitoes and endemic in tropical areas of South America.
neotropical non-human primates are susceptible to infection, often occurring as outbreaks
epizootic. The attenuated FA 17DD vaccine has already been used in howler monkeys and
has shown to be effective in developing neutralizing antibodies against YFV, without adverse
effects or reversal of virulence and disease development. The goal was then to evaluate the
development of an immunological response through the induction of antibodies against YF in
different species of neotropical primates after vaccination with the attenuated YFV 17DD
strain. 24 neotropical primates belonging to the Belo Horizonte Zoo squad were selected,
including four Saguinus imperator, five Lagothrix cana, five Sapajus xanthosternos, seven
Alouatta guariba clamitans, one Pithecia irrorata, one Aotus infulatus and one Ateles sp. The
animals were tracked based on clinical examination, blood count, biochemical profile, RT-
PCR to detect RNAemia, detection of neutralizing antibodies by microPRNT and ELISA to
assess seroconversion, in addition to behavioral analysis using a focal ethogram of the
individuals. All individuals were considered suitable for vaccination and were inoculated with
a single dose, varying in volume according to the size of the species. For 7 days after
vaccination, the animals were monitored and had their behavior assessed again. On days 4, 60
post-immunization, clinical, hematological and biochemical evaluations, RNAemia, detection
of 1IgG against the YF virus by ELISA and identification of seroneutralization were carried
out. The vaccine did not produce clinical manifestations of YF in any of the primates. Within
60 days after vaccination, the animals seroconverted, with the production of neutralizing
antibodies and IgG against YF, but individuals of the species L. cana, Ateles sp. and one S.
imperator individual did not produce neutralizing antibodies. The present work demonstrated
the safe and immunogenic profile of the existing vaccine against YF 17DD in howler
monkeys, yellow-breasted capuchins, emperor tamarins, night monkeys and gray monkey
saki. This knowledge can support further studies with other susceptible primate species and
provide a possible solution for controlling epizootics and preventing the devastation of
threatened species, being an important contribution to the conservation of threatened species,

mainly ex situ.

Keywords: flavivirus, non-human primates, vaccination, ELISA, RNAemia, neutralizing

antibodies.
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1. INTRODUCAO

A febre amarela (FA) € uma doenca hemorrégica, transmitida por mosquitos para seres
humanos e primatas ndo humanos (PNH), causada pelo virus da febre amarela (VFA). Ocorre
em ambientes silvestres e urbanos, onde é transmitido a um hospedeiro suscetivel pelos
vetores do género Haemagogus sp. ou Sabethes sp., e Aedes aegypti, respectivamente (Litvoc
et al., 2018). No Brasil, a regido amazonica é considerada endemicamente afetada e 0s surtos
ocorrem frequentemente em dareas ndo endémicas. O surto mais recente ocorreu
principalmente na regido sudeste do Brasil de 2016 a 2018, resultando em mais de 1000 casos

humanos, com uma taxa de letalidade de 35,1% (Cunha et al., 2019).

Estudos publicados nas ultimas décadas demonstraram a suscetibilidade de primatas
neotropicais ao VFA. Desde entdo, a FA tornou-se uma preocupacdo significativa para
conservacao das populacGes das espécies de PNH, principalmente nas regiGes ndo endémicas
em areas com baixa circulacdo viral (Bacha e Johanson, 2017). Em contraste, 0s primatas
africanos sdo altamente resistentes ao VFA e raramente apresentam a doenca (Tranquilin et
al., 2013). Os primatas neotropicais séo divididos em cinco familias: Callithrichidae, Cebidae,
Aotidae, Pithecidae e Atelidae, totalizando 152 espécies e 204 subespécies. Algumas dessas
espécies, pelo menos 36, sdo endémicas no Brasil, e todas apresentam algum grau de
vulnerabilidade pela Convencdo sobre o Comércio Internacional de Espécies Ameacadas de
Fauna e Flora Selvagens (CITES) (Rylands et al., 2011).

As lesdes mais frequentes em PNH infectados com VFA sdo alteragdes hepaticas
caracterizadas por necrose mediozonal severa a massiva com lipidose e infiltrado inflamatério
discreto incluindo linfocitos, macréfagos, plasmdcitos e, raramente, neutrofilos. Sendo que as
lesbes hepaticas necrotizantes graves foram frequentemente observadas em Alouatta sp.
(bugios), enquanto Callithrix sp. (saguis) desenvolvem lesdes hepaticas com menor
frequéncia e intensidade. Além disso, a frequéncia de infeccdo por VFA foi
significativamente maior em Alouatta sp. comparado com Callithrix sp. ou Sapajus sp.
(macacos-prego) (Santos et al., 2020; Fernandes et al., 2021). Portanto, esses dados sustentam
a hipotese de que animais do género Alouatta sp. sdo altamente suscetiveis a infecgdes e
lesbes induzidas pelo VFA, enquanto Callithrix sp. é suscetivel & infecgdo, mas tem menor

frequéncia de lesdes atribuiveis ao VFA (Santos et al., 2020).
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Durante o ciclo da doenga, a morte desses animais geralmente precede casos humanos
(Vasconcelos, 2003). Portanto, monitorar a ocorréncia de FA em PNH serve como um alerta
precoce a circulagdo viral em uma determinada area, o que deve levar a prevengao por
vacinacao das populagdes humanas potencialmente expostas, ja que esta ¢ a principal medida
preventiva (Bacha e Johanson, 2017).

A vacina contra FA foi desenvolvida ao longo da década de 1930 por Max Theiler e
colaboradores e tem sido utilizada com sucesso por mais de 80 anos para controle da doenca,
sendo segura e fornecendo imunidade ao longo da vida nos humanos. A vacina é produzida
em ovos de galinha embrionados livres de patdgenos especificos, utilizando um sistema de
lote de sementes implementado no inicio década de 1940 que ndo teve mudancas
significativas até o presente. A vacina comercial contra FA produzida no Brasil

exclusivamente pela Fiocruz utiliza a cepa 17DD viva atenuada (Barrett, 2020).

Estudo anterior realizado em bugios revelou desenvolvimento de titulos de anticorpos
neutralizantes contra VFA a partir da vacinagdo com a vacina de FA 17DD atenuada com
auséncia de efeitos adversos relacionados a vacina ou reversdo de viruléncia e
desenvolvimento da doenca (Fernandes et al., 2020).

No Brasil, entre dezembro de 2016 e junho de 2017, o surto de FA resultou em 777
casos confirmados em humanos, sendo mais de um ter¢o deles fatais (Faria et al., 2018), e
1412 infeccdes confirmadas em PNH (Ministério da Satude, 2017). A alta letalidade persistiu
em 2018 (Ministério da Saude 2018), e teve seu epicentro e inicio em Minas Gerais
(Figueiredo et al., 2018) e abrangeu mais de 2.000 km?> (Moreira-Soto et al. 2018).
Populacdes inteiras de bugios pretos nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo foram
reduzidos a uma fracdo de seus tamanhos originais e em alguns fragmentos florestais,
populagdes inteiras foram extintas localmente, principalmente em florestas menores (Mendes,
2018).

Foi demonstrada ampla circulagdo da FA em Minas Gerais, tendo sido detectado o
virus em 298 carcagas de PNH de 49 municipios, tanto em éareas urbanas e rurais, sendo que
as mesorregioes com maior numero de carcagas positivas para VFA foram as mesmas com
maior de casos humanos de FA de 2016 a 2018 (Sacchetto et al., 2020).

O grande nimero de mortes dos primatas neotropicais em areas do surto, por vezes
levando a extingdo das espécies localmente, exemplifica a importdncia da vacina¢do dos

animais que vivem nessas regides, seja os mantidos sob cuidados humanos ou os de vida
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livre, com o objetivo de prevencdo de FA e reducdo das mortes dos primatas de espécies
muitas vezes ameagadas de extingdao (Mendes, 2018).

O objetivo deste estudo foi avaliar a imunogenicidade e seguranca do VFA 17DD
atenuado em diferentes espécies de primatas neotropicais que compdem o plantel do Jardim
Zooldgico de Belo Horizonte, Minas Gerais. Caracterizando a resposta imune induzida pela
vacina por meio da deteccdo de titulos de anticorpos neutralizantes e desenvolvimento de
anticorpos IgG pos-vacinais. Também foram avaliados parametros de reatogenicidade além da
avaliacdo de RNA viral (RNAemia) pds-vacinal. Assim, este estudo gerou informagdes
importantes e de aplicagdo imediata sobre o uso da vacina comercial contra FA humana para
imunizacdo de PNH de parques, santudrios, areas de reservas naturais e zooldgicos,

contribuindo para a preservagao de espécies ameacadas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais sobre a febre amarela

A FA é uma doenca hemorragica viral transmitida por mosquitos para primatas
humanos e PNH, causada por um flavivirus, o VFA. Ocorre em ambientes silvestres e
urbanos, onde é transmitido a um hospedeiro suscetivel pelos vetores do género Haemagogus
sp. e Sabethes sp., ou Aedes aegypti, respectivamente (Litvoc et al., 2018). A doenca
apresenta curta duracdo com gravidade variada, desde casos assintomaticos ou
oligossintomaticos até formas graves (Monath, 2001; Vasconcelos, 2003; Almeida, 2017). Os
seres humanos e PNH desenvolvem a doenca de forma semelhante, diferindo no tempo de
evolucdo que, em PNH experimentalmente infectados, leva a morte em até uma semana
(Romano, 2014). Estima-se que metade dos humanos infectados sdo assintomaticos (Litvoc et
al., 2018), e dos individuos que apresentam sintomas, pelo menos 90% dos casos sejam leves
ou oligossintomaticos e que apenas 10% apresentam as formas mais graves da doenca
culminando com 6bito (Vasconcelos, 2003). O periodo de incubacéo, intervalo da picada do
mosquito infectado até o inicio dos sintomas, varia de 3 a 6 dias, podendo chegar até 10 a 15
dias (Litvoc et al., 2018). Apos esse periodo, os individuos infectados apresentam trés fases

clinicas distintas: a fase virémica, a fase de remisséo e a fase toxémica (Litvoc et al., 2018).

A leucopenia ¢ a alteragdo hematoldgica mais caracteristica, com leucocitos entre
1.500 e 2.500 células/mL e neutropenia relativa (Litvoc et al., 2018 ). Entretanto, nas fases
mais tardias, em alguns casos pode-se observar leucocitose (Litvoc ef al., 2018). Comumente

ndo sdo observadas alteracdes dos parametros da série vermelha, exceto nos individuos que
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apresentam hemorragia, onde pode ser observada redu¢do do hematocrito e de hemoglobina,
além de trombocitopenia (Vasconcelos, 2003). Além das altera¢des plaquetérias, ocorre a
reducgdo de outros fatores de coagulagdo, principalmente II, V, VII, VIII, IX e X, com aumento
dos tempos de coagulagdo e de protrombina, reducdo de fibrinogénio e coagulagao
intravascular disseminada (Monath, 2001; Vasconcelos, 2003).

Entre as alteracdes bioquimicas observadas, destaca-se: baixos niveis de proteina C
reativa; hiperbilirrubinemia, aumento alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), frequentemente ¢ observado um aumento maior de ALT, devido ao
efeito citopatico que o virus pode causar nas células musculares cardiacas e esqueléticas; e
aumento de ureia e creatinina (Litvoc et al, 2018; Vasconcelos, 2003). Quando ha
acometimento renal, além do aumento de ureia e creatinina, também pode ser observado o
aumento de proteinuria, além da presenga de bilirrubina e de hemacias (Vasconcelos, 2003).
Baseado nos sintomas e nas alteragdes hematologicas e bioquimicas, o quadro clinico pode
ser classificado em leve, moderado, grave ou maligno. Em humanos o quadro leve ¢
caracterizado por sintomas, alteragdes hematologicas e bioquimicas menos intensas que
duram até dois dias com rapida recuperacao (Litvoc et al., 2018; Vasconcelos, 2003). Nos
casos moderados, os sinais clinicos se intensificam e alteracdes mais especificas podem
surgir, como: ictericia, epistaxe e albuminuria, a persisténcia dos sinais clinicos pode ser de
até trés dias seguidos de recuperacao completa (Vasconcelos, 2003). Nas formas graves, ha
inicio abrupto dos sinais clinicos, que consistem em febre elevada, cefaleia intensa e sinal de
Faget evidente que ¢ febre elevada acompanhada de bradicardia (Vasconcelos, 2003).

Os casos graves sdao caracterizados por insuficiéncia hepatica e renal, com ictericia
intensa, elevacao de bilirrubina, ALT e AST e aumento de ureia e creatinina. Trombocitopenia
intensa também pode ocorrer, e nos casos com coagula¢do intravascular disseminada pode ser
observado consumo de fibrinogénio e actimulo de D-dimeros (Litvoc et al., 2018). A
intensidade da hemorragia, além da redu¢do no numero de plaquetas, esta relacionada ao
consumo dos fatores de coagulacdo, com aumento dos tempos de coagulacdo e de
protrombina, reducdo de fibrinogénio e coagulagdo intravascular disseminada (Monath, 2001;

Vasconcelos, 2003).

2.2 Virus da febre amarela
O VFA membro da familia Flaviridae, ¢ um virus RNA do género Flavivirus, assim
como outros virus que causam doenga em seres humanos como, por exemplo, dengue, zika,

virus do Nilo Ocidental (West Nile), virus da encefalite japonesa e virus de Saint Louis (Litvoc
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et al., 2018; Vasconcelos 2003; Domingo et al., 2018). Por ser transmitido por artropodes €
considerado um arbovirus (do inglés: artrophod borne virus) (Litvoc et al., 2018). O VFA e
outros membros da familia Flaviridae se enquadram no grupo de doencas denominadas de
febres hemorragicas virais, onde também sao incluidos virus de outras familias como
Togaviridae (Chikungunya) e Filoviridae (Marburg e Ebola) (Ferreira, 2016).

Somente um sorotipo do VFA ¢ reconhecido, porém existem pequenas diferengas
genéticas que caracterizam duas cepas americanas € cinco cepas africanas distintas
(Vasconcelos, 2003; Mutebi et al., 2001).

O genoma do virus € constituido por uma fita simples de RNA ndo segmentado, de
polaridade positiva e constituida de 11 kilobases. Possui uma tnica regido codificante (ORF),
com cerca de 10.233 nucleotideos, que codificam as proteinas virais. O virion mede 25-40 nm
e ¢ envolto por um envelope derivado da membrana da célula hospedeira constituido por
bicamada lipoprotéica, medindo entdo 40-50 nm (Vasconcelos, 2003).

A regido do ORF no genoma viral é a responsavel pela sintese de trés proteinas
estruturais e sete proteinas ndo estruturais. As proteinas estruturais codificam o precursor da
proteina da membrana (prM), proteina que integra o envelope (E) e a proteina do capsideo
viral (C). As proteinas nao estruturais t€m como fung¢do atividades de regulagdo e expressao
do virus, que incluem replicacao, viruléncia e patogenicidade (Vasconcelos, 2003). A proteina
E, constituinte do envelope viral, ¢ responsavel pelas fases iniciais da infec¢do nas células do
hospedeiro, agindo na aderéncia a membrana das células do hospedeiro e auxiliando na
internalizacdo do virus, sendo também o principal alvo do sistema imunologico do hospedeiro

(Monath, 2001).

2.3 Les0es macroscopicas e microscopicas

As alteracdes macroscoOpicas e microscopicas observadas tanto em humanos quanto
PNH foram semelhantes tanto em individuos com desenvolvimento natural da doenca quanto
em macacos rhesus inoculados experimentalmente (Hudson, 1928c).

A ictericia foi um achado marcante, sendo visualizada nas mucosas externas
(conjuntival, oral, prepucial e vaginal), na pele da face, no tecido subcutaneo e no tecido
adiposo, na intima da aorta, na traqueia, na serosa de 6rgaos da cavidade abdominal e liquidos
cavitarios (Hudson, 1928a). Hemorragias também foram observadas, principalmente na
mucosa gengival proximo a insercdo dos dentes, e no sistema digestorio, principalmente
estomago e intestinos, onde foi observado grande quantidade de sangue no limen, por vezes

digerido (melena), e hemorragias na mucosa (Hudson, 1928a).
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O figado, principal orgdo afetado, apresenta coloragdo amarelada com consisténcia
fridvel, muitas vezes com aspecto gorduroso (Hudson, 1928a). Na superficie também podem
ser observados inumeros pontos vermelhos (Engelmann et al., 2014).

As principais lesdes microscopicas sao necrose de hepatdcitos e degeneragao vacuolar,
compativel com lipidose, tanto em seres humanos quanto em PNH (Hudson, 1928b; Monath,
2001; Vasconcelos, 2003). A necrose dos hepatdcitos ocorre primariamente na regiao
mediozonal do lobulo hepatico, se estendendo nos casos mais graves em direcdo a veia central
e ao espago porta, onde ¢ observada uma quantidade pequena de hepatdcitos nao necrotico
que podem estar degenerados (Stokes et al., 1928). O padrdo de distribui¢do mediozonal da
necrose € caracteristico da infec¢do pelo VFA, devido a replicacdo do virus nos hepatocitos

dessa regido (Monath et al., 1989).

2.4 Febre amarela em primatas nio humanos (PNH)

Os PNH, tanto de Velho Mundo quanto neotropicais, sdo os hospedeiros silvestres
primdrios do VFA. Os primatas africanos sdo mais resistentes a infeccdo pelo virus,
provavelmente por terem evoluido junto com o virus e consequentemente ndo desenvolvendo
doenga devido a adaptagdo (Almeida, 2017; Vasconcelos, 2003). J4 nas Américas, os PNH sao
susceptiveis a infec¢dao pelo virus, sendo os géneros Alouatta, Aotus, Ateles, Brachyteles,
Callithrix, Sapajus, Lagothrix, Pithecia, Saguinus € Saimiri hospedeiros potenciais (Almeida,
2017).

As lesdes mais frequentes em PNH infectados com VFA sdo alteracdes hepaticas
caracterizadas por necrose mediozonal severa com inumeros hepatocitos apoptoticos
(historicamente denominados corpusculos de Counciman Rocha-Lima), lipidose e discreto
infiltrado inflamatdrio incluindo linfocitos, macréfagos, plasmacitos e, raramente, neutréfilos
(Figura 1).

As lesdes hepaticas necrotizantes graves foram frequentemente observadas em
Alouatta sp. (bugios), enquanto Callithrix sp. (saguis) tiveram alteracGes hepéaticas menos
intensas. Necrose hepatica massiva com infiltrado inflamatdrio discreto a moderado e lipidose
ocasional, indicando uma manifestacdo grave da doenca, que foi mais observada no
individuos do género Alouatta sp., enquanto a auséncia de necrose com inflamagéo discreta e
degeneracdo glicogénica ocasional e ndo especifica, foram as lesGes mais observadas em
Callithrix sp. Esses achados suportam a hipOtese de que Alouatta sp. sdo altamente

susceptiveis a lesdo hepatica severa induzida pelo VFA, enquanto Callithrix sp. sé@o
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resistentes. (Santos et al., 2020; Fernandes et al., 2021). Portanto, esses dados sustentam a
hipotese de que Alouatta sp. é altamente suscetivel a infeccBes e lesdes induzidas por VFA,
enquanto Callithrix sp. é suscetivel a infeccdo, mas tem uma menor frequéncia de lesGes
induzidas pelo VFA (Santos et al., 2020).

Figura 1. Figado de Alouatta sp. (bugio) com infeccdo por VFA. Ha extensa necrose de
hepatdcitos na regido mediozonal, lipidose de hepatdcitos ndo necréticos e infiltrado discreto
de linfécitos, plasmaocitos e macrofagos no espaco periportal. HE, 200x. Cedida por: Daniel

Oliveira dos Santos.

2.5 Vacina 17DD

O VFA foi isolado pela primeira vez em 1927, a partir de uma amostra de sangue de
um jovem africano chamado Asibi (que deu nome ao isolado), que apresentou a forma
moderada da doenga. Apds 176 passagens alternadas do virus selvagem da cepa Asibi em
tecidos de camundongo e embrido de galinha ocorreu a perda do vicerotropismo e
competéncia vetorial, que é a perda da capacidade do virus ser transmitido pelo vetor (Theiler
e Smith, 1937), porém sem reduzir a capacidade de induzir resposta imune protetora em
macacos e humanos, resultando na cepa atenuada FA-17D. Vaérias linhagens derivadas da
cepa 17D foram testadas para se alcancar um nivel de atenuagdo com manutencdo da
imunogenicidade (Benchimol, 2001), sendo usada atualmente em varias regides ao redor do
mundo (Gubler et al., 2007; Staples e Monath, 2008).
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A cepa vacinal VFA-17D e a cepa selvagem Asibi diferem entre si em 68 de 10.862
nucleotideos (aproximadamente 0,63%), que resulta em 32 aminoacidos diferentes. O gene
que codifica a proteina E é a regido na qual existe o maior nimero de mutacdes,
correspondendo a 11 nt e oito aminoacidos diferentes (Hahn et al., 1987). A proteina E €
relacionada com a penetracdo do virus na célula hospedeira, portanto acredita-se que
mutacdes nessa proteina possam ser responsaveis pela alteracdo de tropismo viral e viruléncia
(Chambers e Nickells, 2001; Mandl et al., 1998; Nickells e Chambers, 2003). As duas sub-
cepas vacinais que sdo usadas atualmente, 17D-204 e 17DD correspondem as passagens 235-
240 e 287-289, respectivamente, do virus selvagem Asibi. Embora possam apresentar
diferengas a nivel molecular, estudos mostraram que ndo ha diferengas na imunogenicidade
entre elas (Lang et al., 1999; Monath et al., 2002). A cepa vacinal utilizada atualmente no
Brasil é a 17DD, que compartilha 99,9% de identidade e sequéncia de acido nucleico com a
17D-204 (Benchimol, 2001; Melo et al., 2011, Costa et al., 2011; Frierson, 2010).

A vacinagdo gera altos niveis de protecdo, com soroconversao maior que 95% em
criancas e adultos e duracdo da imunidade podendo superar 10 anos. A viremia induzida é
relativamente baixa, diminuindo ap6s 4 a 7 dias. Simultaneamente, desenvolve-se uma
resposta do tipo IgM que ndo podera ser diferenciada para a resposta de IgM induzida por
uma infeccdo natural. Aproximadamente 10 dias apds a vacinacdo, a pessoa € considerada

protegida contra uma infeccdo natural (OMS, 2017).

A vacina contra a febre amarela é indicada para pessoas entre nove meses e 60 anos de
idade que residem em areas de risco e para pessoas que residem em areas urbanas e vao viajar
para regides de risco. No caso de pessoas com mais de 60 anos que nunca foram vacinadas, o
médico deve levar em conta os riscos da vacinacdo, que incluem o risco de eventos adversos

nessa faixa etaria ou decorrentes de comorbidades (Fiocruz).

2.6 Vacinacao de PNH com a cepa 17DD

Estudo anterior realizado em dez bugios (Alouatta sp.), mantidos em cativeiro no
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), revelou desenvolvimento de titulos de
anticorpos neutralizantes e anticorpos IgG contra VFA a partir da vacinagdo com a vacina de
FA 17DD atenuada, com trés diferentes concentragdes (2,7 logio, 3,0 logio € 3,7 logio unidades
formadoras de placas - UFP), com auséncia de efeitos adversos relacionados a vacina ou

reversao de viruléncia e desenvolvimento da doenga, sendo que houve entao soroconversao 60



19

dias apds a imuniza¢do e manuten¢do dos anticorpos nas coletas acima de 365 dias apos a
imunizacdo (Fernandes et al., 2020). Animais da espécie Leontopithecus chrysomelas (mico
ledo da cara dourada) também estdo sendo vacinados com cepa inativada e vacinas de
subunidades virais, e t€ém apresentado desenvolvimento de titulos de anticorpos neutralizantes
contra VFA, sendo que esses estudos ainda estdo em desenvolvimento, com a publicagcdo de
dados preliminares (Fernandes et al., 2019).

A avaliacdo da resposta de anticorpos neutralizantes em macacos rhesus (Macaca
mulatta) inoculados com doses fracionadas e diluidas da vacina com a cepa 17D mostrou que
a vacina induziu um alto grau de imunogenicidade em 90%dos animais (Mason et al., 1972).
As vacinas de maior sucesso fazem parte de uma combinacdo de resposta, consistindo em
niveis persistentes e elevados de anticorpos especificos por células de memoria, com resposta
celular (Kohler et al., 2012). Estudos anteriores demonstraram que a resposta precoce de
interferon-gama (IFN-y) é crucial para a resposta de anticorpos neutralizantes na vacinagéo
contra FA em macacos rhesus, bem como em humanos, atingindo alta producdo 15 dias ap6s
a vacinacao (Kohler et al., 2012; Neves et al., 2009; Neves et al., 2010; Neves et al., 2013).

2.7 Medidas de controle

O Programa de Vigilancia, Prevencdo e Controle da Febre Amarela atua de forma
articulada com diferentes areas, como vigilancia de casos humanos suspeitos, de sindromes
febris ictero-hemorragicas, imunizacdo, vigilancia de eventos adversos pos-vacinais graves
(EAPV), vigilancia entomoldgica (vetores urbanos e silvestres), vigilancia ambiental
(ecoepidemiologia), além de acbes de informacdo, de educacdo e de comunicacao (Brasil,
2017).

Os casos de FA, inclusive os suspeitos ainda com investigacdo em andamento, devem
ser notificados imediatamente para as autoridades sanitarias (Vasconcelos, 2003). S&o
considerados casos suspeitos a ocorréncia de PNH de qualquer espécie, encontrado morto
(incluindo ossadas) ou doente, em qualquer local do territério nacional, sendo que os animais
doentes sdo aqueles com comportamento anormal como, por exemplo: depressdo, auséncia de
instinto de fuga, movimentacdo lenta (mesmo quando perseguido), segregacdo do grupo ou
imobilidade no solo; e/ou perda de apetite, desnutricdo, desidratacdo, presenca de lesdes
cuténeas, secregcdes nasais, oculares e diarreia, entre outros sinais clinicos (Brasil, 2017).

Além da notificacdo nacional, surtos de FA, estdo sujeitos ao Regulamento Sanitéario
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Internacional, devendo ser notificados aos paises vizinhos para que as medidas de prevencao
sejam aplicadas (Vasconcelos, 2003).

As epizootias (identificacdo de PNH positivos para FA) servem como alerta da
ocorréncia de circulacdo viral, e nas areas onde elas ocorrem devem ser iniciadas medidas de
prevencdo e controle da doenca (Bacha e Johanson, 2017). Para diagnosticar epizootias,
devem ser coletados durante a necropsia fragmentos de figado, baco, pulméo, coragdo, rim e
encéfalo, conservados em solucdo de formalina a 10%, para avaliacdo histopatologica e
imuno-histoquimica, e refrigerados/congelados para exames virologicos (Brasil, 2017).

A principal forma de prevengdo da doenga no ser humano € a vacinagdo, com a cepa
vacinal 17D desenvolvida por Max Theiler em 1937, considerada segura e altamente efetiva,
conferindo imunogenicidade de 90 a 98% depois de 10 dias e gerando efeitos adversos graves
em 1255 de 333 milhdes de doses aplicadas (Litvoc et al., 2018; Staples et al., 2015). As
reacOes a vacina contra FA (atenuada) sdo geralmente brandas. 2 a 5% dos vacinados podem
apresentar cefaléia, mialgia, febre e outros sintomas leves entre 0 5° e o0 10° dia apo6s a
vacinacdo. A doenca viscerotropica aguda € uma complicacdo grave, na qual o virus vacinal
dissemina-se para diversos orgdos, resultando em choque, derrame pleural e abdominal,
faléncia maltipla de 6rgdos e alta letalidade. No Brasil, até o final de 2007, foram registrados
8 casos de eventos adversos graves considerados como doenga viscerotrépica aguda
(Fiocruz). Os individuos vacinados apresentam titulos baixos do virus na corrente sanguinea
nos primeiros dias ap0s a vacinacdo, porém esses virus ndo oferecem risco de transmissao
para 0s vetores ja que a cepa vacinal perdeu a capacidade de infectar os mosquitos e a carga
viral é baixa (Monath, 2001).

A vacina é contraindicada em individuos imunossuprimidos, que passaram por
transplante de oOrgdos hd menos de dois anos, histérico de doenca timica, com llupus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide ou infec¢do pelo HIV avancada, individuos com
menos de 9 meses de idade ou com histérico de hipersensibilidade a algum componente da
vacina (Litvoc et al, 2018; Staples et al, 2015). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS, atualmente é recomendada uma Unica dose da vacina, modificando a recomendacédo
anterior de revacinacao apés 10 anos (Litvoc et al, 2018).

Em 2018, durante a epidemia no Brasil, estados como Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Bahia, adotaram a medida utilizada anteriormente em Angola e no Congo entre 2015 e 2016,
onde foi utilizada uma dose fracionada da vacina para imunizar maior nimero de pessoas € a

contencdo da epidemia foi adequada. Estudos sugerem que a dose fracionada confere os
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mesmos niveis de anticorpos que a dose completa, entretanto ainda ndo se sabe sobre a
durabilidade dos mesmos (Litvoc et al, 2018).

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

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Etica

O protocolo do estudo (n° 159/2022) foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG). Este estudo tem licenca
ambiental, que foi cedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade do
Ministério do Meio Ambiente do Brasil (ICMBIio-SISBIO numero 83903-1/2022), e
autorizacdo da Fundacdo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte
(FU007/2022).

3.2 Animais

Os primatas neotropicais utilizados no projeto e pertencentes ao plantel do Jardim

Zoologico de Belo Horizonte incluindo as espécies listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Primatas neotropicais que foram imunizados para febre amarela, suas respectivas

espécies, identificagdes, sexo, idade e peso.

Identificacido Espécie Microchip Sexo Idade | Peso (kg)
SI101 Saguinus imperator 232180 Macho | 12 anos 0,615
S102 Saguinus imperator 00064CF8DA | Macho | 14 anos 0,455
SI103 Saguinus imperator 82644296 | Macho | 11 meses 0,385
S104 Saguinus imperator 252601 Macho | 4 anos 0,539

MPO1 Sapajus xanthosternos 00064D07D0 | Fémea | 16 anos 278
MP02 Sapajus xanthosternos 901293 Fémea | 4 anos 18
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MPO03 Sapajus xanthosternos 022197 Macho | 7 anos 3.9

MPO04 Sapajus xanthosternos F59F Fémea | 13 anos 3,18
MPO5 Sapajus xanthosternos 493175 Macho | 8 anos 18

MBO01 Lagothrix cana 234113 Fémea | 10 anos 5,76
MB02 Lagothrix cana 231264 Fémea | 8 anos 5.9

MBO03 Lagothrix cana 224298 Fémea | 7 anos 6,065
MBO04 Lagothrix cana 2643996 Fémea | 2 anos 3.75
MBO05 Lagothrix cana 203805 Macho | 8 anos 8,48
PAO1 Pithecia irrorata 00064D1804 | Fémea | 12 anos 2.79
MNO1 Aotus infulatus 22194 Fémea | 14 anos 0,905
BUO1 Alouatta guariba clamitans 203689 Fémea | 9 anos 3,525
BUO2 Alouatta guariba clamitans 023759 Fémea | 8anos 5,255
BUO3 Alouatta guariba clamitans 600ED23 Fémea | 18 anos 3,295
BUO4 Alouatta guariba clamitans 023756 Fémea | 7 anos 4,18
BUO5 Alouatta guariba clamitans 232191 Fémea | 3anos 3,715
BUO6 Alouatta guariba clamitans [ 64D1D3E | Macho | 7 anos 7.765
BUO7 Alouatta guariba clamitans 2649743 Fémea | 9 meses 1215
MAOQ1 Ateles sp. 204802 Macho | 10 anos 8,305

Durante o desenvolvimento deste estudo, os animais permaneceram em diversos

recintos, que sao constituidos por area de exposi¢do e area de manobra, e receberam dieta

balanceada baseada principalmente em ragao, frutas e legumes.
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3.3 Protocolos de contencio

Durante a contengao fisica cada animal foi contido na area de manobra de cada recinto
e capturado com puca de nylon de tamanho apropriado para cada espécie, em seguida o
primata foi contido manualmente com a utilizacdo luva de raspa de couro e/ou luva de

procedimento pela equipe técnica do Jardim Zooldgico.

Ja para a contencdo quimica, cada animal foi mantido em jejum hidrico e alimentar
por 12 horas. Apos a contengdo fisica anteriormente descrita, os animais das espécies
Saguinus imperator (sagui imperador), Pithecia irrorata (parauacu) e Aotus infulatus (macaco
da noite) receberam anestésico inalatdrio a base de isoflurano a 3%. Os animais das espécies
Lagothrix cana (macaco barrigudo), Alouatta guariba clamitans (bugio ruivo), Sapajus
xanthosternos (macaco-prego-do-peito-amarelo) e Ateles sp. (macaco aranha) receberam
cetamina a 10% e midazolan a 0,5% nas doses de 5 mg/kg e 0,3 mg/kg, respectivamente, por

via intramuscular, seguido de anestesia inalatoria quando necessario.

3.4 Delineamento experimental

Os primatas foram contidos quimicamente para coleta sanguinea por pun¢do venosa
das veias femorais e/ou safenas, no volume de até 1% do peso vivo de cada animal, na
triagem, que ocorreu 15 dias antes da vacinacdo (-15 DPI), e também nos dias 4 e 60 pds
imunizacao, 4 DPI e 60 DPI, respectivamente. J4 para a vacinagdo, foram contidos

fisicamente e quando necessario, submetidos a contencao quimica (0 DPI) (Figura 2).

Adicionalmente, andlise de comportamento observacional com estipulacdo de
etograma foi realizada por uma semana ap6s a manipulagdo para a triagem e por uma semana
apds a vacinagdo, durante 1 hora pela manha e 1 hora pela tarde, preferencialmente apds o
manejo e distribuigdo de alimentos no recinto sempre nos mesmos horarios, realizadas pelo

mesmo observador.
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Figura 2. Delineamento experimental. Nos dias -15, 4 e 60 p6s imunizacao foi realizada
coleta de sangue e exame clinico de cada um dos animais. No dia 0 ocorreu a vacinagdo, por
via subcutdnea na regido hipogastrica. Por uma semana apds a contengdo para a triagem e

apos a vacinacao foi realizado etograma com observagao do comportamento.

3.5 Avaliacgao pré-vacinacio

A triagem dos animais imunizados foi realizada quinze dias antes da vacinagdo (-15
DPI), onde os primatas foram contidos quimicamente para coleta sanguinea por puncao
venosa das veias femorais e/ou safenas, no volume de at¢ 1% do peso vivo de cada animal,
para testagem prévia para VFA por meio de reacdo da transcriptase reversa seguida pela
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). A avalia¢do clinica de cada animal incluiu
afericdo das frequéncias cardiaca e respiratoria, de temperatura e peso, hemograma e pertil
bioquimico, com mensuracao de ureia, creatinina, proteinemia, ALT, AST, fosfatase alcalina e
proteina C reativa. A realizagdo dos exames foi a fim de identificar senilidade clinica e
verificar as func¢des hepatica e renal, excluindo qualquer possivel enfermidade pré-existente.
Caso os animais fossem identificados com RNAemia, doenga cronica, senilidade clinica,

alguma condicao debilitante ou menos de 9 meses de idade, estes ndo seriam vacinados.

A partir da avaliagdo de comportamento observacional era anotado na ficha a cada 1
minuto as atividades realizadas pelos animais, como por exemplo, movimenta¢do no galho e
no chao, repouso, ingestdo hidrica e alimentar, defecacdo, miccdo e manifestagcdes clinicas,
quando observadas, bem como, as caracteristicas climaticas e possiveis interferéncias externas
nos recintos. Ao final da avaliacdo foi calculada a frequéncia de tempo gasto por

comportamento, subdividindo-se em comportamentos ativos (movimento no galho e no chao
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e copula), comportamentos ndo ativos (parado no chdo e no galho), ingestdo de agua,

alimentagdo, micg¢ao ¢ defecagao.

3.6 Vacinacao

A inoculacao da vacina foi por via subcutanea (SC) na regido hipogastrica com dose
unica da vacina comercial com a cepa de VFA 17DD viva atenuada, produzida pela Bio-
Manguinhos/Fiocruz, Brasil. A dose aplicada foi correspondente a 100 pL da vacina humana
reconstituida nos individuos das espécies de maior porte como L. cana, A. guariba clamitans,
P irrorata, S. xanthosternos e Ateles sp., e de 20 pL da vacina humana reconstituida nos
individuos de menor porte como S. imperator e A. infulatus. As doses foram baseadas nos

estudos realizados previamente em Alouatta sp. (Fernandes et al., 2020).

A vacinagdo foi dividida em seis dias ndo consecutivos, com os animais divididos da

seguinte maneira:

e Dial: 1 sagui-imperador, 1 macaco barrigudo e 1 macaco-prego-do-peito-amarelo.

e Dia2: 1 sagui-imperador, 1 macacos barrigudos e 3 macacos-prego-do-peito-amarelo.
e Dia 3: 2 saguis-imperador, 3 macacos barrigudos e 1 macacos-prego-do-peito amarelo.
e Dia4: 1 macaco-da-noite e 1 parauacu.

e Dia5: 7 bugios ruivos.

e Dia6: 1 macaco-aranha.

3.7 Avaliagao pés-vacinacio

Durante sete dias a partir da imunizac¢do, os animais foram monitorados e tiveram
nova avaliacdo comportamental com as mesmas caracteristicas e anotagdes da avaliagdo pré-
vacinal. Foram incluidos também parametros como: manipulagdo do sitio de vacinacao, sinais

clinicos, incluindo vomitos, prostragdo manifestagcdes hemorragicas e neurologicas.

Contengdes quimicas foram realizadas nos 4 e 60 DPI para coleta de amostras de
sangue e avaliagdo clinica para comparagdo com a avaliagdo pré-vacinacao e avaliagdo de

possiveis alteracdes clinicas, decorrente da imunizagao.

Os resultados de etograma foram comparados por analise de variancia comparando os

comportamentos ativos (movimento no galho e no chdo e copula), comportamentos ndo ativos
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(parado no chao e no galho e nado visivel), ingestdo de dgua, comendo, mic¢do e defecagdo,
antes e depois da vacinacgao (P < 0,05), com teste de Sidak para comparagao multipla pareada.
Enquanto os resultados de hemograma e perfil bioquimico foram avaliados individualmente
para observacdo de alteracdes hematologicas, e nas espécies com mais de um individuo foi
realizado o Teste de Friedman (GraphPad Prism versdo 8.0.1- GraphPad Software)
comparando os valores observados na triagem (-15 DPI), com os tempos apds a imunizagao (4

e 60 DPI) (P < 0,05).
3.8 RNAemia

A RNAemia foi quantificada por RT-PCR. O RNA viral foi extraido de amostras de
soro correspondentes a -15, 4 e 60 DPI utilizando o kit comercial QlAamp Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN, GmbH) de acordo com as instru¢cbes do fabricante. As fitas foram
retrotranscritas usando Transcriptase reversa SuperScript Il e primers hexameros aleatérios
(Invitrogen). Os cDNAs sintetizados, foram entdo amplificados e quantificados por PCR em
tempo real. Para cada corrida de PCR, uma mistura foi preparada com AmpliTag Gold
(Invitrogen), primers e sonda (100 nM cada primer, direto -5'-
GCTAATTGAGGTGYATTGGTCTGC-3' e reverso- 5' -
CTGCTAATCGCTCAAMGAACG-3, 100 nM sonda 5 FAM-
ATCGAGTTGCTAGGCAATAAA CAC-TMR-) - medido por analise fluorométrica. Os
ensaios foram realizados em duplicata, e nos resultados finais sdo consideradas positivas as
amostras com ciclos de quantificacdo (Ct) abaixo de 37, enquanto as negativas apresentam Ct
superior a 37 ou ndo tem amplificagdo (Domingo et al., 2012).

3.9 Titulo de anticorpos neutralizantes

Os niveis de anticorpos neutralizantes contra FA foram quantificados por micro-
PRNTso (micro-Plague Reduction Neutralization Test), a partir de amostras de soros dos
animais coletadas durante o periodo de pré-imunizagdo (-15 DPI), bem como apos a
imunizagdo dos animais com uma dose da vacina da FA em D4 e D60.

Resumidamente, o micro-PRNTso foi executado em placas de 96 pogos,
aproximadamente, 30 unidades formadoras de placa de VFA (UFP) foram adicionados ao
soro dos primatas previamente diluidos seriadamente, a partir 1:5 até 1:640, utilizando o fator
2 para a diluicdo. Em seguida, as placas contendo a mistura soro+VFA foram incubadas em

estufa com 5% CO2 por 1 hora a 37°C. Apds esse periodo, foram adicionadas em cada poco
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da placa uma suspensdo de células Vero CCL-81 (ATCC) e incubados por 3 horas em estufa
com 5% CO». O sobrenadante das placas foi descartado e adicionado o meio semissélido
(meio 199 suplementado com 5% SFB e 2,5% de CMC (carboximetilcelulose). As placas
foram incubadas por seis dias em estufa com 5% CO: e a 37°C, e finalmente fixadas com uma
solucdo de formaldeido a 5% e coradas com cristal violeta. As placas foram fotografadas no
BioSpot (CTL-Cellular Technology Limited) e as UFP foram quantificadas. O titulo de
anticorpo neutralizante contra FA foi definido em correspondéncia com a diluicdo do soro
capaz de reduzir o numero de placas virais em 50% em relacdo ao UFP, encontrada no
controle do viral. Titulos acima de 1:5 foram considerados positivos para a presenca de
anticorpos neutralizantes contra FA (Fernandes et al., 2020). Os resultados foram comparados
por meio do Teste de Friedman (GraphPad Prism versdo 8.0.1; GraphPad Software),
(P <0,05).

3.10 ELISA

Para avaliar os niveis de anticorpos IgG contra FA, soros correspondentes a -15, 4 e 60
DPI de todos os animais foram analisados em placas de 96 pocos foram revestidas com
2,5 ng/mL, 50 ulL/po¢o de VFA em tampao de revestimento (tampdo carbonato-bicarbonato
pH 9,6) e incubadas durante a noite a 4°C. Em seguida, o excesso de anticorpo foi removido.
Em todas as etapas de lavagem, as microplacas foram enxaguadas mecanicamente 5 vezes
com tampéo de lavagem (PBS pH 7,4 com 0,05% de Tween-20 —PBS/T, 300 uL/po¢o). As
placas foram blogqueadas com solucdo bloqueadora/diluente (SBD) 100 ulL/pogo (PBS/T,
0,05% BSA, 3% soro fetal bovino (SFB) e 5% leite desnatado), por 1 hora a 37°C. As
amostras foram diluidas 1:20 para serem realizadas 4 diluicGes seriadas de duas vezes, e para
a curva padrdo, 8 diluigdes seriadas de duas vezes no SBD do anticorpo anti-yellow fever
serum, monkey (YF - NIBSC) variando de 1 a 0,015 mUI/mL. Apds 1 hora em temperatura
ambiente (TA), a placa foi lavada e incubada com 100 puL/pogo de anticorpo IgG Anti-
Macaco conjugado com peroxidase (A2054-Sigma) diluido 1:5000 em SBD e incubado por 1
hora em temperatura ambiente. Apos a lavagem, 100 puL/pogo de solugdo de substrato (TMB
plusTM ke men tec) apds 15 minutos, 100 uL/pogo de solugdo de parada (2M H2SO4) foram
adicionados e as medi¢bes de ponto final foram feitas a 450 nm. As absorbancias das
dilui¢bes das amostras de soro foram plotadas na curva padrdo. Os titulos de anticorpos foram
calculados utilizando o software SoftMax Pro® por regressdo logistica para 4 parametros,
expressos em Ul/mL em relagdo ao anti-soro de referéncia. (Fernandes et al., 2020). As
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diferencas entre os dias de contencdo foram estabelecidas pelo teste de Friedman
(P <0,0001).

4. RESULTADOS
4.1 Etograma

Os animais foram avaliados quanto ao seu comportamento em periodo previo e
posterior a vacinacdo. Ao final dos periodos de observacdo foi calculada a frequéncia de
tempo gasto por comportamento, subdividindo-se em comportamentos ativos (movimento no
galho e no chéo e copula), comportamentos ndo ativos (parado no chdo e no galho), ingestéo

de &gua, alimentacdo, mic¢éo e defecacéo.

Por meio da andlise de variancia identificou-se que nos individuos da espécie S.
imperator houve somente diferenca na frequéncia de comportamentos ndo ativos
(P <0,0001), com aumento ap6s a imunizacdo de tempo em que os animais ndo foram
visualizados (Figura 3A). Ja nos espécimes L. cana houve aumento na frequéncia dos
comportamentos ativos, seja movimento no galho, no chdo ou cépula apds a imunizagéo
(P <0,05) (Figura 3B). Nos animais S. xanthosternos ndo houve diferenca quanto aos
comportamentos ativos e ndo ativos, porém no parametro de alimentacdo houve aumento da
frequéncia apds a imunizacdo (P < 0,05) (Figura 3C). J& nos animais das espécies A. guariba
clamitans, A. infulatus, P. irrorata e Ateles sp. ndo houve diferenca significativa entre

nenhum dos parametros analisados (Figuras 3D-3G).
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Figura 3. Etograma de primatas neotropicais antes e depois da vacinacdo com o VFA
17DD atenuado. Frequéncia de comportamentos observados ao longo de 7 dias antes da
vacinacao e 7 dias ap0s a vacinagdo. (A) Nos animais da espécie S. imperator houve somente
diferenca na frequéncia de comportamentos nao ativos antes e ap0s a vacinagéo (P < 0,0001).
(B) Nos espécimes L. cana houve aumento na frequéncia dos comportamentos ativos
(P<0,05). (C) Nos individuos S. xanthosternos ndo houve diferenca quanto aos
comportamentos ativos e ndo ativos, porém no parametro de alimentacdo houve aumento da

frequéncia apos a imunizacao (P < 0,05). Nos demais grupos de espeécies, ndo houve diferenca
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significativa (D) A. guariba clamitans, (E) A. infulatus, (F) P. irrorata, (G) Ateles sp. As
diferencas entre os periodos de observagdo foram calculadas usando anélise de variancia com

teste de Sidak para comparacdo multipla pareada.

Além disso, nas observacdes individuais ndo foi observada demonstracdo de efeito
adverso, como por exemplo, prostracédo, demonstracdo de dor, maior frequéncia de consumo
de agua, que poderia acontecer em caso de febre, menor frequéncia de consumo de alimentos

e manipulacdo do local da vacina por apresentem desconforto devido a aplicacéo.

4.2 Avaliacdo clinica e de saude

Além da utilizacdo da analise comportamental como demonstracao de efeito adverso,
foram realizados exames fisicos e avaliagdo de hemograma e perfil bioquimico, sendo que
cada animal foi avaliado individualmente, sendo que as informagdes obtidas na triagem (-15
DPI) foram utilizadas com controle para comparacdes ap0s a vacinacdo. Somente um
individuo da espécie A. guariba clamitans (BU03) estava com sinais clinicos no periodo pré-
vacinacdo, incluindo diarreia, apatia, leucocitose por neutrofilia e caquexia, sendo entdo
tratada com antimicrobiano (metronidazol), apresentando melhora significativa até o
momento da vacinacdo. Outros diagndsticos como vaginite crénica (MP01) e cisto tubo-
ovarico (MP04) foram evidenciados, porém sem nenhuma alteracdo no quadro clinico geral

dos animais, e também nédo foram considerados impedimento para a imunizag&o.

Em 4 e 60 DPI nenhum animal apresentou alteracGes com diferenca significativa nos
parametros bioquimicos e hematoldgicos. Em 60 dias apds a imunizagdo, um sagui imperador
(S102) e dois macacos barrigudos (MB02 e MB03) e um bugio (BUQ5) apresentaram perda de
peso acima de 10% do peso inicial, porém sem outras alteracdes clinicas.

4.3 RNAemia pos vacinal.

A imunizagdo com a cepa FA 17DD resultou em RNAemia detectavel aos 4 DPI, em 9
dos 24 animais (37,5%), sendo trés macacos-prego-do-peito-amarelo (MP01, MP02 e MP04),
um parauacu (PAO01) e cinco bugios (BUO1, BU03, BUO5, BUO6 e BUO7). Nos outros tempos
de coleta, em nenhum animal houve amplificagcdo do RNA viral.
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4.4 Imunogenicidade pés vacinal

Para caracterizar a resposta dos anticorpos induzidos pela vacinagédo, os soros foram

coletados em— 15, 4 e 60 DPI e testados para anticorpos neutralizantes e para IgG anti-VFA.

Todos os animais desenvolveram 1gG anti-VFA aos 60 DPI (Figura 4), com excecao
dos animais MB04 e SI03 (um macaco barrigudo e um sagui imperador), que nao
desenvolveram soroconversdo em nenhum dos tempos de coleta. Os animais PAO1, BUO3,
BUO4, BUO5, BUO6 e MAO1 apresentaram deteccdo de IgG nos tempos -15 DPI e/ou 4 DPI,
entretanto, os titulos foram aumentados em 60 DPI (P < 0,05), sugerindo soroconversao.
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Figura 4. Anticorpos IgG detectados em primatas neotropicais vacinados com o virus da
febre amarela 17DD atenuado. Soros coletados individualmente antes da vacinacdo (-15
DPI aos 4 e 60 DPI foram testados para o total de anticorpos contra o virus da febre amarela
por ELISA, onde valores >0 Ul/mL sdo considerados positivos. As diferencas entre os dias

de contencdo foram estabelecidas pelo teste de Friedman (****P < 0,0001).

Os soros dos animais apresentaram respostas discrepantes entre as espécies dos
animais na avaliagdo de desenvolvimento de anticorpos neutralizantes (Figura 5). Todos os
individuos da espécie Lagothrix cana e um Saguinus imperator (SI03) ndo apresentaram
titulos em nenhum dos tempos pds vacinagdo, enquanto o individuo Ateles sp. (MAOQ1)
apresentou titulo 4 dias p6s imunizagdo, mas foi negativo nos outros tempos. Em D60, todos

0s outros animais das espécies S. imperator, S. xanthosternos, A. guariba clamitans, P.
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irrorata e A. infulatus desenvolveram titulos de anticorpos neutralizantes, sugerindo também

soroconversao em comparagdo com -15 DPI (P < 0,001) e com 4 DPI (P < 0,05).
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Figura 5. Anticorpos neutralizantes detectados em primatas neotropicais vacinados com
VFA 17DD atenuado. Soros coletados antes da vacinagdo (D-15), aos 4 e 60 dias apds a
imunizagdo foram testados para atividade neutralizante com diluigBes séricas individuais
associadas a reducdo na contagem de 50% da infec¢do viral em placas de controle. As
diferencas entre os dias de contencdo foram estabelecidas pelo teste de Friedman (***
P <0,001) (* P <0,05).

5. DISCUSSAO

Neste estudo foram imunizadas diversas especies de primatas neotropicais, sendo que
néo ha relatos prévios da vacinacao de individuos das espécies Saguinus imperator, Lagothrix
cana, Sapajus xanthosternos, Pithecia irrorata, Aotus infulatus e Ateles sp. Ao utilizar a
vacina humana com o virus 17DD atenuado, buscou-se caracterizar a resposta imunitaria e
verificar a seguranca contra FA por meio de um método acessivel para as instituicbes, bem
como com resultados seguros em Alouatta sp. em estudos previamente executados (Fernandes
et al., 2020).
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Os resultados de sorologia e anticorpos neutralizantes demonstram diferengas no
padrdo de resposta entre as espécies diferentes de primatas neotropicais. Na espécie S.
imperator, o individuo SI03 ndo apresentou soroconversdo em nenhum dos tempos, sugerindo
uma falha na inoculagdo, uma vez que os outros individuos (S101, SI02 e SI04) apresentaram
niveis altos de producéo tanto de 1gG, quanto de anticorpos neutralizantes, mesmo com uma
dose e volume menor do que o utilizado nas espécies de maior porte. Assim como o individuo
S103, o animal MBO04 nédo apresentou soroconversdo também sinalizando falha na inoculacdo
deste animal. Porém, ao contrario dos outros individuos S. imperator, 0s animais da espécie L.
cana ndo apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes, porém desenvolveram anticorpos
IgG anti-FA 60 DPI, sugerindo que a cepa vacinal ndo é imunogénica para a espécie, uma vez
gue a resposta de anticorpos neutralizantes é a que efetivamente combate a infeccdo natural
pelo virus (Santos et al., 2008). Estudo anterior, em que houve a infeccdo pela cepa Asibi do
VFA nos macacos barrigudos, estes animais foram considerados refratarios ao virus e ndo
houve observacao de sinais clinicos (Davis, 1930). Somando-se essas informaces, € possivel
gue nessa espécie haja diferenca de susceptibilidade a doenca, bem como uma resposta contra

0 virus que nao esteja relacionado a producéao de anticorpos neutralizantes.

O animal MAO1 (Ateles sp.) apresentou uma resposta imunologica também diferente,
uma vez que teve desenvolvimento de anticorpos neutralizantes em 4 DPI, porém tornando-se
negativo em 60 DPI. Assim como a resposta de IgG, que ja apresentou titulacdo em -15 DPI
(0,38 Ul/mL) e 4 DPI (0,35 Ul/mL), os niveis de IgG alcancaram 1,07 Ul/mL em 60 DPI,
significando entdo que houve estimulacdo para producdo de anticorpos, porém sem que esses
fossem capazes de neutralizar o VFA. Relato anterior de infec¢cdo em Ateles paniscus por
inoculacdo e por picada de Aedes aegypti, foram identificados como sensiveis ao virus, mas
em dois individuos ndo fora visualizados os achados de necropsias esperados nos outros
primatas neotropicais, ndo sendo visualizada necrose hepéatica (Davis, 1930). Essas
informacBes somadas, também indicam que ndo ha imunogenicidade nessa espécie, nas

caracteristicas do nosso estudo.

Assim como o0 macaco-aranha, o animal P. irrorata (PA01) também apresentou titulos
de IgG em -15 DPI (0,94 Ul/mL) e em 4 DPI (0,73 Ul/mL) alcan¢ando 1,54 Ul/mL em 60
DPI. Ja os anticorpos neutralizantes tinham titulos negativos nos tempos iniciais, porém em
60 DPI houve producdo (diluicdo 1:14), indicando assim soroconversdo. Este animal

apresentou também RNAemia em 4 DPI.



34

O individuo MNO1 (A. infulatus), apresentou soroconversao, uma vez que teve
producdo de IgG e também de anticorpos neutralizantes. Assim com todos os individuos S.
xanthosternos e A. guariba clamitans. Alguns individuos MP01, MP02, MP04, BUO1, BUO3,
BUO5, BUO6 e BUQO7 também apresentaram amplificacdo viral em 4 DPl. Em —15 DPI, os
individuos BUO4, BUO5 e BU06 e em D4, BU03, BU04 e BUO5 apresentaram titulos baixos
de 19G. A avaliagdo da resposta de anticorpos neutralizantes em macacos rhesus inoculados
com doses graduadas da vacina 17D mostraram que a vacina induziu um alto grau de
imunogenicidade nesses animais (Mason et al., 1972). Da mesma forma, que a imunizacgéo de
Alouatta spp. vacina humana atenuada provocou a produgdo de anticorpos neutralizantes
contra 0 VFA (Fernandes et al., 2020), como demonstrado anteriormente por estudos com a
cepa 17DD em macacos rhesus (Trindade et al., 2008) e semelhante também ao que acontece
nos seres humanos (OMS,2017).

A RNAemia positiva ja foi anteriormente relatada em bugios (Fernandes et al., 2020)
e em macacos rhesus (Barret, 2020) demonstraram niveis baixos e transitorios entre 0 4° e 0
7° dia e em 6 DPI, respectivamente, 0 que € consistente com nossos achados de RNAemia 4
DPI, principalmente por se tratar de um virus vivo atenuado. Com a variacdo de resultado
entre os animais de uma mesma espécie, sugere-se que além das caracteristicas de espécie, ha
também variacdo de resposta a imunizacdo de individuo para individuo. Esses resultados
também ja foram anteriormente descritos em humanos vacinados com a cepa 17D (Reinhardt
etal., 1998).

N&o era esperado que 0s animais apresentassem sorologia positiva antes da vacinacao,
como ocorreu em alguns primatas, porém o ensaio utilizado apresenta reacdo cruzada com o
virus da dengue, que é também um flavivirus, podendo dessa forma significar um contato
prévio com esse agente. Também é importante considerar que estes primatas ndo humanos séo
alojados em recintos ao ar livre, expostos a picadas de mosquitos. A possibilidade de ter sido
consequéncia de contato prévio com o VFA é menor, devido ao curso comum da doenca ser

agudo e altamente letal nos PNH, principalmente nos Alouatta sp. (Santos et al., 2020).

Considerando-se a expansdo da distribuicdo geogréfica da FA no Brasil e os efeitos
sobre as populacdes de PNH, a busca por iniciativas para protegé-los é extremamente
importante. No entanto, vacinar os primatas é uma questdo de discussdo devido ao seu papel
como sentinelas na deteccdo precoce da circulacdo do VFA e lancar medidas de controle,
como a vacinagdo da populagdo humana nas areas afetadas. Porém é importante pensar na

vacinacdo destes animais como medida de contingéncia para reduzir a circulagdo viral nas
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proximidades de areas com alto indice demogréfico, evitando a participacdo desses animais
como reservatorios do virus e fonte de infeccdo para mosquitos, bem como a protegdo e
preservacdo de espécies ameacadas de extingdo, que podem ser muito mais relevantes do que
0 seu papel como sentinelas. A proposta de imunizacdo dos PNH em areas monitoradas como
jardins zooldgicos, centros de pesquisa, parques e reservas florestais proximos a areas

urbanas, podem contribuir efetivamente para o controle.
6. CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados demonstram um perfil seguro e imunogénico da
vacina existente contra FA, que utiliza a cepa 17DD atenuada em bugios ruivos, macacos-
prego-do-peito-amarelo, saguis imperadores, macaco da noite e parauacu, entretanto, nas
condigdes empregadas neste estudo, ndo é imunogénica para 0s macacos barrigudos e macaco
aranha. Este conhecimento pode apoiar estudos adicionais com outras espécies de PNH
suscetiveis e fornecer uma possivel solucdo para controlar epizootias e prevenir a devastacdo
de espécies ameacadas. sendo importante contribuicdo para a prevencao de surtos epizo6ticos

e para a conservacao de espécies ameagadas principalmente ex situ.
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