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RESUMO

A febre amarela (FA) é uma doenca viral infecciosa, causada por um virus do género Flavivirus,
transmitido por vetores e que acomete humanos e primatas nao humanos (PNH). Os primatas
atuam como importantes hospedeiros do virus, cuja mortes sugerem a possivel ocorréncia do
virus amarilico. Foi realizado um estudo retrospectivo a partir dos registros de amostras de PNH
coletados pela rede de vigilancia de epizootias do Ministério da Satde (MS), durante o surto
registrado no Brasil, entre os anos de 2014 a 2018. Foram selecionadas para o estudo, amostras
de tecido hepatico de primatas dos géneros Callithrix (n=31), Alouatta (n=30) e Sapajus (n=14),
todas com diagnostico imuno-histoquimico positivo para FA e consideradas confirmadas pelo
sistema nacional de vigilancia epidemioldgica da FA. A partir da leitura das laminas
histopatologicas foram avaliadas a localizacao anatdmica e a intensidade de cada lesao hepatica.
As lesdes hepaticas mais frequentes foram apoptose dos hepatocitos, necrose, dissociagdo dos
cordoes de hepatocitos, esteatose microvacuolar, hemorragia, congestdo e infiltrado
inflamatorio de neutrofilos e células mononucleares. Nos trés géneros a regido mediozonal
apresentou com maior frequéncia e intensidade nas lesdes mais relevantes para diagnostico da

FA.

Palavras-chave: febre amarela, primatas, histopatologia, infec¢ao, diagnostico.



ABSTRACT

Yellow fever (YF) is an infectious disease caused by a virus of the genus Flavivirus, transmitted
by mosquitoes and which affects humans and non-human primates (NHP). Primates act as
important hosts, whose deaths suggest a possible circulation of the virus. A retrospective study
was carried out, based on the records of NHP deaths by the Ministry of Health within the
reemergence period registered in Brazil, between 2014 and 2018. Samples of liver tissue from
NHP of the genera Callithrix (n = 31), Alouatta (n = 30) and Sapajus (n = 14) were selected for
the study, all of them with positive immunohistochemical diagnosis and confirmed for YF by
the national epidemiological surveillance system. From the reading of the histopathological
slides, the anatomical location and the intensity of each liver injury were evaluated. The most
frequent liver injuries were apoptosis of hepatocytes, necrosis, dissociation of hepatocyte cords,
microvacuolar steatosis, hemorrhage, congestion, and inflammatory infiltrate of neutrophils
and mononuclear cells. In all genera, the mediozonal region showed greater frequency and

intensity in the most relevant lesions for the diagnosis of YF.

Keywords: yellow fever, primates, histopathology, infection, diagnosis.



CAPITULO I: FEBRE AMARELA E OS PRIMATAS NAO HUMANOS

1. INTRODUCAO

A febre amarela (FA) ¢ uma doenga viral infecciosa, ndo contagiosa, de curta duragao,
causada por um virus do género Flavivirus, transmitido por vetores e que acomete humanos e
primatas nio humanos (PNH) (MONATH, 2001). E uma doenga imunoprevenivel, com uma
vacina produzida com virus vivo atenuado desde a década de 1930. (MONATH &
VASCONCELOS, 2015). A vacina da FA visa proteger pessoas que se expde areas de risco e
viajantes (JENTES et al, 2011).

A FA ¢ uma doenca que representa uma importante causa de morbidade e mortalidade
em vastas zonas das regides tropicais da Africa e das Américas (VASCONCELOS, 2003). A
doenca apresenta dois ciclos epidemioldgicos distintos: o ciclo urbano, simples, do tipo
homem-mosquito-homem, onde o homem ¢ o inico hospedeiro de importancia epidemiolégica,
sendo o Aedes aegypti o transmissor do virus. O outro ¢ um ciclo silvestre, complexo, onde
varias espécies de mosquitos sdo responsaveis pela transmissao, diferindo de acordo com o
continente: na Africa, os transmissores sio mosquitos do género Aedes ¢ na América do Sul
sdo mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes (STRODE, 1951), que vivem nas copas
das arvores e que desempenham o papel de reservatorios para o virus (HERVE et al, 1985).
Essas espécies sdao fortemente primatofilicas e também antropofilicas, tém atividade diurna,
especialmente nas horas de maior luminosidade e mais quentes do dia, sendo mais abundantes
nas copas das arvores, lugar preferencial dos primatas (HERVE, 1983; LEAO, 1997). Neste
ciclo os macacos atuam como hospedeiros, amplificadores e disseminadores do virus. A
infeccdo no ser humano ocorre de forma acidental quando adentra em ambientes silvestres, nao
vacinado previamente (DEGALLIER et al, 1992; MONDET et al, 1996).

Os PNHs sdo os principais hospedeiros do virus da FA. Nas Américas, todos os géneros
de primatas testados, se mostraram sensiveis e suscetiveis ao virus amarilico. Nesses animais,
0os sinais e sintomas sdao semelhantes aos da doenga em humanos (STRODE, 1951;
KINDLOVITS, 2009).

Uma ultima grande epidemia de FA urbana em territdrio brasileiro, ocorreu em 1929 na
cidade do Rio de Janeiro. A partir dai, em decorréncia do grande investimento do governo
brasileiro em agdes de combate ao Aedes aegypti colocadas em pratica em todo o Pais, essa

modalidade da doenca foi desaparecendo ao longo do tempo, até o completo desaparecimento
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em 1942, ano em que os trés Ultimos casos foram reportados no municipio de Sena Madureira,
no Estado do Acre (FRANCO et al, 1969).

O ciclo silvestre foi descoberto em 1932 no estado do Espirito Santo (SOPER, 1937),
apresenta-se geralmente sob forma endémica na Amazonia, regido considerada como o grande
reservatorio do virus (MONDET, 2001), onde as coberturas vacinais da populacao sdo elevadas
devido a longa histéria de utilizacdo da vacina desde 1937. Fora da Amazonia, onde tem
ocorrido com frequéncia nos ultimos anos, a doenga caracteriza se por manifestar em forma de
surtos, geralmente em areas silenciosas hé décadas ou extrapolando areas consideradas de risco
(COSTA et al, 2011).

A descoberta do ciclo silvestre estimulou varios estudos para a melhor compreensao da
epidemiologia da FA. Um dos aspectos que mais mereceu a atengdo dos pesquisadores foi o
papel representado pelos primatas, enquanto hospedeiros primarios do virus amarilico (SOPER,
1942). Todos os primatas do Novo Mundo, principalmente o género Alouatta, também sdo
suscetiveis a infec¢des letais, e as epizootias associadas a morte de macacos podem preceder a
ocorréncia de casos humanos, tornando-se uma ferramenta util de vigilancia da FA (MORENO
et al, 2009). Por outro lado, quase todos os PNHs africanos tém infec¢des virémicas e
inaparentes. Isso reflete a origem do virus da FA na Africa hia milhares de anos e uma
coevolugdo equilibrada de virus e hospedeiros (MONATH & VASCONCELOS, 2015).

A estratégia de vigilancia e controle da FA no Brasil busca prevenir ocorréncia doencas
em humanos, identificando areas com circulagao viral, além de impedir a reintroducao do virus
em areas urbanas por meio da imunizagdo (MASSAD, et al. 2005; ROMANO et al, 2011;
BRASIL, 2017). No entanto, com a necessidade de detec¢ao precoce da circulacdo viral, criou-
se no Brasil a vigilancia de epizootias em PNH, como um dos componentes da vigilancia da
FA. Essa estratégia funciona como evento sentinela para a ocorréncia da doenga em humanos,
dando oportunidade para o desencadeamento das acdes de prevencao e controle. As epizootias
em PNH indicam a circulag¢do do virus como uma ferramenta importante para ajudar a prevenir
a infeccdo humana (ALMEIDA et al., 2011; ROMANO et al, 2011).

Nas ultimas décadas no Brasil, a FA tem apresentado mudangas nas suas caracteristicas
epidemiologicas, surgindo em areas fora da regido amazodnica, ressaltando a caracteristica da
expansdo das areas de ocorréncia da FA no pais, além da regido amazonica (ROMANO et al,
2011). No entanto, mais recentemente, no periodo de monitoramento 2014/2015, a
reemergéncia do virus da FA foi registrada além dos limites da area considerada endémica,

manifestando-se por epizootias em PNH confirmadas na regido Norte e Centro Oeste. Nos
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periodos de monitoramentos 2016/2017,2017/2018 ¢ 2018/2019, foi registrado um dos eventos
mais expressivos da historia da FA no Brasil. A dispersdo do virus alcangou a costa leste
brasileira, na regido do bioma Mata Atlantica, que abriga uma ampla diversidade de PNH e de
potenciais vetores silvestres e onde o virus ndo era registrado ha décadas (BRASIL, 2019).

No Brasil existem poucos estudos detalhados em primatas acometidos naturalmente
pelo virus amarilico, os poucos trabalhos existentes sdo provenientes de estudos experimentais
realizados em primatas do velho mundo (Rhesus) (STOKES et al, 1928; TIGERTT et al, 1960),
camundongos (HUDSON, 1928) e hamsters (XIAO et al.,, 2001), ou como resultado de
necropsias realizadas em humanos (BEARCROFT, 1957). No entanto, a partir de amostras de
PNH que foram acometidos pelo virus amarilico durante o surto de FA, foram comparados os
padrdes e a gravidade da lesdo hepatica nos PNH dos géneros Alouatta, Callithrix e Sapajus.
Assim, foi avaliada a frequéncia das alteragdes histopatologicas hepaticas e a intensidade das
lesdes de acordo com a localizagdo nos trés géneros de primatas, e determinadas as possiveis

diferengas entre eles.

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos ultimos tempos, o estudo dos primatas tem recebido grande atencdo, devido a sua
semelhanca anatomica, fisiologica e etiolégica com a espécie humana, conhecimento que
certamente auxiliou nosso proprio crescimento cultural e que muito tem auxiliado nos
conhecimentos a cerca da fragilidade que se encontram a maioria das espécies, devido
principalmente, a destruicdo do ambiente onde vivem (AURICCHIO, 1995; DEFLER, 2003;
VOEVODIM & MARX, 2009).

Os primatas s3o mamiferos placentarios bem adaptados ao ambiente arboricola e a
escolha por este ambiente, for¢ou-os a uma série de adaptagdes na Ordem, como por exemplo,
a visdo tornar-se o sentido mais desenvolvido, j4 que o olfato, no ambiente arboreo, era
ineficiente para seguir rastros ou procurar alimentos, sendo utilizado principalmente para
reconhecimento intra-especifico (AURICCHIO, 1995; REIS, 2006).

Os representantes da ordem Primates possuem um corpo que mantém caracteristicas
primitivas da Classe Mammalia, tais como membros pentadactilos e clavicula, mas que
apresenta também caracteristicas distintas relacionadas ao aumento do tamanho cerebral
(especialmente cortex), a mobilidade dos dedos, a um aumento da importancia da visao e
redugdo do olfato (especialmente nas espécies diurnas) e a um aumento do periodo pds-natal,
entre outras (REIS, 2006 oput NAPIER & NAPIER, 1967).

Esta ordem ¢ considerada a primeira na escala zoologica por ser a mais evoluida do
reino animal. Esta dividida em duas subordens: PROSIMII e ANTHROPOIDEA. A primeira
inclui os prossimios, que sdo evolutivamente mais primitivos, a segunda divide-se em dois
grandes grupos: a infra-ordem CATARRHINI e a PLATYRRHINI (REIS, 2006; VOEVODIM
& MARX, 2009).

Os macacos do Velho Mundo pertencem a infra-ordem CATARRHINI (do grego, Kata
= inferior, € Rhinos = naris), que inclui as quatro familias de primatas: Cercopithecidae,
Hylobatidae, Pongidae e Hominidae. Os primatas do Novo Mundo, ou primatas neotropicais,
pertencem a infra-ordem Platyrrhini (do grego: Platy = largo, chato, e Rhinos = nariz), sendo
que a posicdo da abertura das narinas ¢ voltada para os lados, apresentando o septo nasal largo
e um focinho curto (REIS, 2006; KINDLOVITS, 2009; MITTERMEIER et al, 2013).

Os macacos do Novo Mundo compreendem as espécies que vivem exclusivamente nas
florestas tropicais das Américas do Sul e Central. S2o macacos de tamanho pequeno e médio
(100g a pouco mais de 10kg), arboricolas, que possuem uma locomog¢ao predominantemente

quadrtipede, com algumas espécies apresentando uma cauda preénsil (REIS, 2006).
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Uma diferenciacdo basica entre os primatas catarrinos e platirrinos € que os primeiros
possuem as narinas voltadas para baixo em um focinho longo, enquanto os platirrinos possuem
as narinas voltadas para os lados, em um focinho mais curto. Os platirrinos possuem grande
diversidade de padrdes de coloragdo, assim como grande area de distribuicao geografica, e por
esse motivo, vez ou outra ocorre divergéncias na classificagdo de alguns géneros (CUBAS,

2006).

2.1. Primatas do Brasil

Os primatas neotropicais sdo classificados em cinco familias mais abrangentes
(Callitrichidae, Cabidae, Aotidae, Phitheciidae e Atelidae), e 19 géneros (Cebuella, Mico,
Callithrix, Saguinus, Leontopithecus, Callimico, Saimiri, Cebus, Sapajus, Aotus, Callicebus,
Pithecia, Chiropotes, Cacajao, Alouatta, Ateles, Lagothrix, Oreonaxand Brachyteles), 110
espécies e 205 subespécies (RYLANDS, 2000; RYLANDS et al, 2016).

No Brasil, sdo conhecidos 139 taxons de Primatas (espécies e subespécies), muitas das
quais endémicas do pais. Existem muitas controvérsias referentes a classificagdo taxondmica
dos platirrinos devido a possuirem grande diversidade de padrdes de coloracdo, além de uma
grande area de distribuicdo geografica. Para tanto, diversos especialistas fizeram mudancas na
sistematica dos Platyrrhini levando em consideracdo aspectos associados a filogenia e a

taxonomia por meio da morfologia e da genética (CUBAS, 2006; KINDLOVITS, 2009).

Callithrix

Sao popularmente conhecidos como: Sagui-de-tufos-brancos, mico-estrela, sagui-de-
tufos-pretos, sagui-de-cara-branca, sagui-de-Wied, segui-da-serra, sagui-estrela-preto
(RAYLANDS, 2009).

Tem peso entre 373 a 450g e pelagem estriada no dorso e calda, geralmente com
ornamentos pilosos nas orelhas. Sao basicamente insetivoros-gumivoros, e, para a gumivoria,
os incisivos inferiores sao longos e estreitos facilitando o roer dos troncos de arvores gumiferas.
Formam grupos de até dez individuos, que ocupa uma area de uso de 1,5ha. Habitam a floresta
Atlantica e Amazonica, savanas, cerrado e caatinga. Tem preferéncia por florestas primarias ou
degradadas (AURICCHIO, 1995; GARBER, 2017).

Esse género possui uma ampla distribuicao nas regides Sul, Sudeste, Centro-oeste e
Nordeste do Brasil. Os Callithrix ocupam areas de floresta estacional semidecidual, floresta

ombroéfila densa, florestas riparias, manchas de caatinga arborea e caatinga arbustiva, e ainda
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areas urbanas e ambientes fragmentados (AURICCHIO, 1995; GARBER, 2017;
MITTERMEIER et al, 2013)

Sapajus

Fazem parte deste género o Macaco-prego. Esse género possui ampla distribuigdo na
América do Sul, com 8 espécies descritas com ocorréncia no Brasil: Sapajus apela, Sapajus
cay, Sappajus flavius, Sapajus libidinosus, Sapajus macrocephalus, Sapajus nigritus, Sapajus.
robustus, e Sapajus xanthosternos (SILVA, 2010; TORRES DE ASSUMPCAO, 2014).

Habita quase toda a regido neotropical e seu habitat ¢ o mais diversificado dos primatas
neotropicais, utilizando todos os estratos arboreos de florestas chuvosas inundaveis ou nao,
florestas primarias, secunddrias, caatinga, palmeiras, campos € mangues, consequentemente
adaptando-se a uma alimentacdo onivora grandemente variada (AURICCHIO, 1995;
RYLANDS & MITTERMEIER, 2009).

No habitat natural vivem em grupos de 7 a 10 individuos, estando sujeitos a
sazonalidade alimentar que determina os melhores periodos para acometerem as copulas e os
nascimentos dos filhotes. Mede de 0,32 a 0,56 cm de comprimento, sua cauda mede 0,30 a 0,55
cm, que pode ser utilizada como ponto de apoio quando se posiciona em pé ou para dar-lhe
equilibrio enrolando-se ao redor de um ramo, mas ndo ¢ propriamente preénsil. Pesam em
média, 3 kg sendo sua densidade de 35 individuos por Km? e sua biomassa de 96 Kg por Km?

(AURICCHIO, 1995; CUBAS, 2007; KINDLOVITS, 2009).
Alouatta

Sdo conhecidos como: Guariba, bugio, barbado ou gritador (KINDLOVITS, 2009;
AURICCHIO, 1995).

Este género apresenta a maior distribuicao geografica dentre todos os géneros de
primatas neotropicais. Sua distribui¢do geografica ¢ muito ampla, se estendendo do Sul do
Meéxico ao Norte da Argentina. No Brasil, podemos encontrd-los no Amazonas, Para,
Maranhao, Paraiba, Ceara, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Santa Cataria e Rio Grande do Sul. Habita em florestas montanhosas
umidas ou em vegetacdo mais aberta, como no cerrado, na caatinga ou em florestas de
araucarias, em altitudes que oscilam entre 0 a 1.200 m, além de serem encontrados em habitats
fragmentados e antropizados (REIS, 2006; KINDLOVITS, 2009; KOWALEWSKI & RANO,

2017).
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Sao animais maci¢os, com vasta barba sob a face nua de pele negra. Cauda preénsil com
palma. Ventre e peito com pouca pelagem. E um dos poucos géneros que possui dimorfismo
sexual. O comprimento total da cabeca e corpo varia de 420 a 630 mm e o da cauda, de 485 a
690 mm. Vivem em grupos de quatro a seis individuos, podendo chegar até 15, sendo sua area
de uso de 1 a 20 ha, apresentando uma densidade populacional em torno de 80 animais por
Km?, mas, em algumas éreas, podem chegar a 150 individuos por Km? (AURICCHIO, 1995;
REIS, 2006; KINDLOVITS, 2009).

Alimentam-se de folhas, principalmente folhas novas e frutos, que recolhem antes dos
outros primatas devido a capacidade de detoxificar as defesas quimicas de muitas plantas,
abrindo para si mesmo um grande suprimento que outros primatas ndo podem consumir

(AURICCHIO, 1995).

2.2. Febre Amarela

A febre amarela (FA) ¢ uma doenga viral infecciosa aguda, ndo contagiosa, de curta
duragdo, imunoprevenivel, causada por um virus do género Flavivirus, transmitido por vetores
e que acomete humanos, primatas ndo humanos (PNH) (MONATH, 2001). A doenga ¢
endémica nas regides tropicais da América do Sul e da Africa (BARRETT & HIGGS, 2007;
MONATH et al, 2012).

No continente Africano, existem trés ciclos de transmissao diferentes, um intemediario,
um urbano e um silvestre. Nas Américas, apenas dois ciclos epidemiologicos sdo conhecidos,
um urbano entre o homem e o mosquito Aedes aegypti, € um silvestre, que ocorre entre PNH e
mosquitos silvestres, principalmente dos géneros Haemagogus e Sabethes (VASCONCELOS,
2003). O ciclo silvestre foi descrito pela primeira vez na década de 1930, no Brasil no estado
do Espirito Santo, desde entdo a FA ¢ considerada como uma zoonose silvestre (SOPER, 1936;
MONATH, 1999; TAUIL, 2010).

Estima-se que 80 a 90% dos casos humanos acometidos pela FA, apresentam-se nas
formas clinicas leves ou moderadas e que evoluem para a cura, enquanto entre 10% e 20%
desenvolvem quadros graves com letalidade em torno de 50%. A forma classica se caracteriza
por um quadro ictero-hemorragico tanto em humanos como em primatas (VASCONCELOS,
2003). As pessoas mais acometidas sdo geralmente individuos jovens, do sexo masculino que
realizam atividades em ambiente rural ou silvestre sem vacinagao prévia (VASCONCELOS,

2000; VASCONCELQOS, 2003).
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Agentes etiologicos

O virus da FA (VFA) pertence ao género Flavivirus da familia Flaviviridae (do latim
flavus = amarelo). Possui o genoma constituido de RNA de fita simples ndo segmentado com
polaridade positiva e cerca de 11 kilobases de comprimento. O genoma completo possui 10.862
nucleotideos que codificam 3.411 aminoécidos (RICE et al, 1985; VASCONCELOS, 2003)

O VFA pertence ao mesmo género e familia de outros virus responsaveis por doenga no
homem, entre os quais o Dengue, do Nilo Ocidental, o Rocio e o Saint Louis. Embora apenas
um sorotipo do virus amarilico seja reconhecido, hd pequenas alteragcdes genéticas entre as
cepas da América e da Africa que permitem atualmente caracterizar dois e cinco gendtipos,
respectivamente, ndo se sabendo se um ¢ mais patogénico que o outro (ACHA, 2003;

VASCONCELQOS, 2003).

Aspectos epidemioldgicos

A FA, nas Américas, apresenta dois ciclos epidemioldgicos diferentes, febre amarela
silvestre e febre amarela urbana. A forma silvestre é endémica nas regides tropicais da Africa
e das Américas. Os vetores transmissores da FA sdo considerados verdadeiros reservatorios,
pois uma vez infectados assim permanecem por toda vida. Os macacos atuam como hospedeiros
amplificadores, que ao se infectarem morrem ou curam-se, € assim tornam-se imunes. Ou seja,
a persisténcia do VFA no organismo dos mosquitos infectados ¢ por toda sua vida e assim, mais
longa do que a viremia nos macacos (VASCONCELOS, 2000; VASCONCELOS, 2003).

Na Africa, a FA apresenta trés ciclos epidemioldgicos, o silvestre, o rural ou peri-urbana
e urbana. A transmissao silvestre se faz principalmente pelo Aedes africanus, vetor de habitos
silvestres. Em areas de savanas, os transmissores sdo principalmente o Aedes furcifer e o Aedes
taylori. Nas savanas secas o transmissor € 0 Aedes luteocephalus (DIGOUTTE et al, 1983).

Diferente da Africa, no Brasil os vetores responsaveis pela transmissio da FA sdo os
mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes. O Hg. Janthinomys € o principal responsavel
pela transmissdo do VFA (HERVE & TRAVASSOS DA ROSA, 1983). E o mosquito com a
maior distribuicao geografica e possui habitos estritamente silvestres, ou seja, s6 faz o repasto
sanguineo quando o individuo adentra no ambiente silvestre. O Hg. Janthinomys em infecgdes

experimentais, se infecta com baixas doses do virus, e € primatofilo, ou seja, se alimenta
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preferencialmente de macacos e secundariamente no homem, e apresenta atividade diurna,
periodo em que a maioria das pessoas que adoecem realizam suas atividades nos ambientes
silvestres. Tais caracteristicas explicam por que esta espécie ¢ tao habil em transmitir o virus,
0 que torna este mosquito, o principal transmissor da FA no Brasil (VASCONCELOS et al.,
1997).

Na Africa e nas Américas os hospedeiros silvestres primarios do VFA sdo os primatas
(STRODE, 1951). A ocorréncia de epidemias, ¢ sinalizada com a morte ou adoecimento de
primatas e todos os primatas das Américas se mostram susceptiveis ao virus amarilico,

principalmente o género Alouatta (VASCONCELOS, 2000).

Patogenia

Em humanos, trés estagios clinicos da doenga foram descritos no quadro classico da FA.
A doenga comeca com febre de aproximadamente 39°C, dor de cabega, mal-estar, fotofobia,
dor nas costas, mialgia, irritabilidade, inquietacdo, nausea e vomito (MONATH, 2001;
VASCONCELOS, 2003). O periodo de viremia dura de 3 a 5 dias (KERR, 1951). O periodo
de infeccdo ¢ seguido por um tempo de remissdo, que pode durar de 12h a 2 dias. Nesse estagio,
o0 paciente se sente melhor, com uma sensac¢ao de recuperagao, mas de repente fica gravemente
doente com sinais de insuficiéncia hepéatica e renal, o que caracteriza o terceiro estagio, ou seja,
o periodo de intoxicagdo. Durante esse estagio, os pacientes desenvolvem febre hemorragica
grave ¢ disfuncdo de maultiplos oOrgdos acompanhada de ictericia, oligiria ou antria,
instabilidade cardiovascular e didtese hemorragica (MONATH, 2001; VASCONCELOS,
2003). Nos primatas, os sinais e sintomas sao semelhantes aos da doenga em humanos (CUBAS,
2006; KINDLOVITS, 2009).

Imediatamente apos a inoculacao do VFA, por um mosquito transmissor na circulacao
sanguinea, em poucas horas o virus se replica nos linfonodos regionais e depois se espalha para
os outros oOrgaos, causando lesdes, como consequéncia do efeito citopatico viral direto ou
devido a alteragdes secundarias a resposta imune do hospedeiro (QUARESMA, 2006). Nos
linfonodos, o virus amarilico infecta preferencialmente células linféides e macrofagos, ai
realizando o ciclo replicativo. Posteriormente, com a liberacdo das particulas virais pelas
células, elas sdo levadas pelos vasos linfaticos até a corrente sanguinea, iniciando o periodo de

viremia, quando ¢ atingindo o figado pela via hematica. O periodo de viremia varia de acordo
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com a clinica do paciente, sendo de algumas horas até dois dias nas formas leves e de até cinco
a sete dias nas formas mais graves (VASCONCELOS, 2003).

Na patogénese da FA, o virus provoca dois padrdes distintos inerentes a FA, o
viscerotropismo € neurotropismo. O viscerotropismo em primatas, incluindo humanos causam
lesdes em multiplos 6rgdos, como figado, baco, coracdo e rins (THEILER, 1951; MONATH,
2003). Na FA de fato, o figado e o principal 6rgao afetado. As principais lesdes hepaticas sdo
necrose eosinofilica, apoptose de células hepaticas, macroesteatose e microesteatose,
localizadas principalmente na regido mediozonal e por ultimo um escasso infiltrado
inflamatério (COUNCILMAN, 1890; QUARESMA et al. 2005).

No exame macroscopico, observa-se ictericia da pele e mucosas, bem como manchas
equimoticas, as vezes extensas. Nas cavidades tordcica e abdominal observa-se aumento dos
liquidos pleural e ascitico que, frequentemente, apresentam coloragao amarela intensa. No tubo
digestivo, principalmente no estdmago e intestino delgado, observa-se a presenca de sangue,
além de lesdes petequiais na mucosa ou mesmo pequenas erosoes. A vesicula biliar apresenta-
se distendida devido ao grande volume de sangue e, frequentemente, ultrapassa o gradil costal.
Na bexiga observa-se sufusdes hemorragicas da mucosa com areas de franca hemorragia. O
figado é o 6rgdo mais afetado. A macroscopia mostra-se, em geral, pouco aumentado em
volume. Apresenta consisténcia suave e cor variavel, predominando o tom amarelo,

principalmente apds escoamento do sangue (SALLIS et al, 2003).

2.3.  Susceptibilidade dos primatas e principais lesoes hepaticas de FA

A descoberta do ciclo silvestre estimulou varios estudos para a melhor compreensao da
epidemiologia da FA. Um dos aspectos que mais mereceu a atencao dos pesquisadores foi o
papel representado pelos primatas nao humanos (macacos), enquanto hospedeiros primarios do
virus amarilico (SOPER, 1942).

No continente africano, 0os macacos mostram-se mais resistentes ao virus e, por
conseguinte, ainda que desenvolvam a infec¢ao, raramente sucumbem a mesma. Isto permite a
rapida renovacao da populagdo simia, o que facilita a manutengdo do virus numa area e encurta
os periodos inter-epidémicos (BARNETT, 2007).

Nas Américas, todos os géneros de PNHs infectados experimentalmente, se mostraram
sensiveis e suscetiveis ao virus amarilico. Alguns primatas possuem maior susceptibilidade ao

virus da FA como, por exemplo, o guariba ou bugio (género Alouatta), outros apresentam
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resisténcia, como o macaco prego (género Sapajus). Os guaribas ou bugios, infectados com
doses minimas do virus da FA desenvolvem infec¢do fulminante, comportamento similar aos
casos humanos fatais. O maximo que se consegue ¢ retardar o desfecho fatal quando se usa
dose infectante menor que o encontrado em mosquitos naturalmente infectados e que se acredita
ser a dose que infecta os simios. O macaco prego se mostra mais refratarios ao VFA (STRODE,
1951). Esses animais mesmo infectados com doses macicas raramente desenvolvem doenca
grave. Eles desenvolvem infeccao subclinica ou quadro febril fugaz, ha viremia, e segue-se a
producdo de anticorpos protetores que neutralizam futuras reinfeccdoes (VASCONCELOS,
2000).

Os aspectos patogénicos da infeccdo pelo VFA sdo conhecidos em parte, e as
informacdes acumuladas derivam de estudos em PNH, hamsters, camundongos e achados
histopatologicos em casos humanos graves (BEARCROFT, 1957).

A inoculac¢do do virus amarilico em camundongos desencadeia encefalite fatal. Por
outro lado, a infec¢do experimental de macacos determina tropismo semelhante ao observado
no homem, isto €, viscerotropismo tendo como 6rgao alvo o figado. Este tipo de apresentacao
clinica nos simios os transformou no modelo ideal para estudos experimentais face a
semelhanca com o quadro desenvolvido pelos seres humanos. Entretanto, os problemas éticos
e os custos elevados desses animais inviabilizam os estudos em primatas (MONATH, 1997).

Os hamsters (Mesocricetus auratus) t€m sido usados como modelo alternativo para o
estudo do viscerotropismo do virus da febre amarela; ha vantagens econdmicas aliados ao facil
manejo dos animais em laboratorio (XIAO, 2001). Em infecgdes experimentais, usando
hamsters jovens, encontra-se o virus na corrente sanguinea cerca de 48 horas apds a inoculacao.
O titulo viral cresce rapidamente até 96 horas. Decresce em seguida também rapidamente, para
raramente ser encontrado apos 120 horas da inoculacao (TESH, 2001). Nesses animais as lesdes
Iniciais caracterizam-se por aumento do nucleo e marginagdo da cromatina.
Caracteristicamente, as lesdes se localizam nos l16bulos hepaticos e atingem dentro de um
mesmo lobulo, certas estruturas, preservando outras. Assim ¢ que em um ldbulo, as areas
centrais entre o espaco porta e a veia centro lobular sao mais atingidas pela necrose, conhecida
como necrose mediozonal, semelhante ao que ocorre em humanos e simios (XIAO, 2001).

No figado de macacos rhesus experimentalmente inoculados, o virus infecta as células
de Kiipffer e os hepatdcitos. Nas primeiras, determina degeneracao acidofila em zonas focais
durante o periodo inicial de replicagdo, cerca de 24 horas ap6s a inoculagao (TIGERTT, 1960).

Em seguida, ocorre degeneracdo baloniforme e, posteriormente, necrose do tipo hialina
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detectavel cerca de 3 dias pés a inoculacdo, sem ocorrer aparentes lesdes nos hepatocitos
(TIGERTT, 1960). Nessas células, o virus amarilico causa necrose em grandes extensdes do
parénquima hepatico, preferencialmente nas areas mediozonais, poupando as extremidades do
l6bulo, sendo raro o encontro de células necrosadas antes do terceiro dia pds-inoculagao
(PINHEIRO-MORAES,1983).

A lesdo no hepatocito ¢ principalmente necrose de coagulagdo hialina, com pouco
processo inflamatério. Algumas vezes, virtualmente ndo se encontram células inflamatorias,
especialmente nas areas onde a apoptose mostra-se mais evidente (MONATH, 2001). Em outro
experimento em simios, Monath, 1981, relata o encontro do virus no figado cerca de 24 horas
apods a inoculacdo. Em seguida, o virus foi encontrado nos rins, baco, medula, linfonodos e
coragdo. O quadro hepatico tipico, com corptsculos de Councilman-Rocha Lima e necrose
médio-zonal constitui evento tardio, tornando-se evidente nas 24 a 48 horas que antecedem o
obito. Se desconhece a razao do tropismo viral pelas células da regido mediozonal. A ocorréncia
de apoptose também constitui evento tardio da infeccao e tal agressdo explica a virtual auséncia
de processo inflamatério celular na febre amarela, a preservagao da arquitetura celular na
maioria dos casos e a completa regeneragdao do oOrgdo sem fibrose nos sobreviventes
(MONATH, 1981). O mesmo padrido tem sido observado em hamsters inoculados via
intraperitoneal com amostra viral adaptada a esses animais (XIAO, 2001).

Ainda que a necrose médio-zonal seja observada em outras viroses como o virus dengue
e mesmo em alguns casos de hepatite fulminante, ela predomina na infec¢ao amarilica. Nas
areas médio-zonais necrosadas na febre amarela, raramente hé desorganizagao da arquitetura
normal. Na hepatite fulminante, a desorganizacdo da arquitetura hepatica com destruicdo das
traves de Remack torna-se evidente. Por vezes, entretanto, quando a necrose na febre amarela
mostra-se muito extensa o diagndstico histopatologico fica muito dificil (PINHEIRO, 1978;
QUARESMA et al, 2007).
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CAPITULO 1II: LESOES HEPATICAS EM PRIMATAS NAO HUMANOS
NATURALMENTE INFECTADOS NO SURTO DE FEBRE AMARELA NO BRASIL,
2014 A 2018.

1. INTRODUCAO

A febre amarela (FA) ¢ uma doenga viral infecciosa aguda, ndo contagiosa, de curta
duracgdo, causada por um virus do género Flavivirus, transmitido por vetores € que acomete
humanos, primatas ndo humanos (PNH) e possivelmente outros mamiferos silvestres.
(MONATH, 2001). Estima-se que 80 a 90% dos casos da doenga apresentam-se nas formas
clinicas leves ou moderadas e que evoluem para a cura, enquanto entre 10% e 20% desenvolvem
quadros graves com letalidade em torno de 50%. A forma classica se caracteriza por um quadro
ictero-hemorréagico tanto em humanos como em primatas (VASCONCELQOS, 2003).

Nas Américas, todas as espécies de primatas testados se mostram suscetiveis a infecgao
viral. Os principais géneros de macacos envolvidos no ciclo silvestre da doenca sao: Sapajus
sp. (macaco-prego), Alouatta sp. (guariba) e Callithrix sp. (sagui). Na febre amarela urbana, o
homem constitui o principal hospedeiro (ACHA, 2003), embora o ciclo urbano de transmissao
ndo seja detectado no pais desde a década de 1940. Primatas do género Alouatta sp. vem sendo
considerados como uma das espécies mais susceptiveis a infecgdo amarilica, assim como
macacos do género Sapajus sp. sdo considerados mais resistentes (VASCONCELOS, 2003;
HOLZMANN et al, 2010), porém, ainda sao inexistentes estudos epidemioldgicos, patologicos
ou sobre a patogénese da doenga que comprovem em definitivo essas observacoes.

A observacao histérica mostra que nos primatas a doenga manifesta-se periodicamente
em intervalos de tempo suficiente para a renovagdo das populagdes de simios suscetiveis, apos
cada onda epizootica. Isso reforca as constatagdes de que os surtos de FA nestes animais sao
seguidos por periodos longos de imunidade contra reinfecgao, até¢ que uma populacao de simios
se reproduza e se desenvolva, formando uma nova geragdo suscetivel ao virus (STRODE, 1951
et al; AMARAL END TAUIL, 1983; KINDLOVITS, 2009).

No Brasil, a partir de 1999, houve mudancga no perfil epidemiolégico da FA, quando a
maioria dos casos passou a ser registrada fora das regides Norte ¢ Centro-Oeste, consideradas
focos naturais da doenca. Esta situagdo determinou a necessidade de implantacdo de novas
estratégias de vigilancia, prevencdo e controle no pais (LIMA et al, 2010; ROMANO et al,
2011; BRASIL, 2017;).
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A vigilancia de epizootias em primatas ndo humanos (PNH) no Brasil foi implementada
em 1999, sendo um dos componentes da vigilancia da febre amarela (FA), e funciona como
evento sentinela para a ocorréncia da doenga em humanos, dando oportunidade ao
desencadeamento das agdes de prevengao e controle. Para efeito de vigilancia da FA no Brasil,
a Epizootia em PNH foi definida como: “primata ndo humano de qualquer espécie, encontrado
morto (incluindo ossadas) ou doente, em qualquer local do territério nacional” (BRASIL,
2017).

A vigilancia de epizootias tem como objetivos prevenir a ocorréncia de casos humanos
da doenca, reduzir a ocorréncia de casos, identificar precocemente a circulagdo viral e
oportunizar a aplicagdo de medidas de prevencao e controle, de forma a subsidiar a tomada de
decisdo para a reducao da morbimortalidade da doenca na populagdo humana em areas afetadas
(com transmissao ativa) e ampliadas (areas adjacentes) (BRASIL, 2017).

Recentemente, no periodo de monitoramento 2014/2015, a reemergéncia do virus da FA
foi registrada além dos limites da area considerada endémica, manifestando-se por epizootias
em PNH confirmadas por critério laboratorial. Atualmente, no periodo 2017/2018 € 2018/2019,
foi registrado um dos eventos mais expressivos da histéria da FA no Brasil. A dispersao do
virus alcangou a costa leste brasileira, na regido do bioma Mata Atlantica, que abriga uma ampla
diversidade de primatas ndo humanos e de potenciais vetores silvestres e onde o virus ndo era
registrado ha décadas (BRASIL, 2019a)

No Brasil existem poucos estudos detalhados em primatas acometidos naturalmente
pelo virus amarilico, os poucos trabalhos existentes sao provenientes de estudos experimentais
realizados em primatas africanos (Rhesus) (STOKES et al., 1928; TIGERTT et al., 1960),
camundongos (FRANCO, 1969; HUDSON, 1928) e hamsters (XIAO et al., 2001), ou como
resultado de necropsias realizadas em humanos (BEARCROFT, 1957). No entanto, a partir de
amostras de PNH que foram acometidos pelo virus amarilico durante o surto de FA, foram
comparados os padrdes e a gravidade da lesdo hepatica entre os géneros Alouatta, Callithrix e
Sapajus. Assim, foi avaliada a frequéncia das alteragdes histopatologicas hepaticas e a
intensidade das lesdes de acordo com a localizagdo nos trés géneros de primatas, e determinadas

as possiveis diferencas entre eles.
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2. MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo retrospectivo a partir dos registros de dados e amostras de PNH
coletados pela rede de vigilancia de epizootias do Ministério da Satude (MS), durante a
reemergéncia da FA no Brasil, no periodo de julho 2014 a junho de 2018. Os dados
epidemioldgicos foram solicitados ao Ministério da Satde por meio do da Lei de Acesso a
Informacgao, art. 11, § 1°, da Lei n® 12.527/2011, solicitagao n® 25820.006968/2019-35.

No periodo de 2014 a 2018, foram notificadas ao Ministério da Saude 15.882 epizootias
em PNHs, destas 1.326 (8,3%) foram confirmadas por critério laboratorial, 1.232 (7,7%) foram
confirmadas por vinculo epidemiolégico, 5.035 (31,7%) foram descartadas laboratorialmente,
3.141 (19,8%) permanecem em investigagao e 5.148 (32,4%) foram indeterminadas por nao
possuir amostras coletadas e/ou o resultado laboratorial foi inconclusivo para FA.

Dos registros de FA em PNHs confirmados por critério laboratorial, foram possiveis
identificar o género em 1.326 epizootias com o envolvimento de 1.459 animais. Foram
acometidos 723 (54,5%) primatas do género Alouatta, 331 (25,0%) Callithrix, 52 (3,9%)
Sapajus, 19 (1,4%) de outros géneros e 201 (15,1%) ndo foram possiveis identificar e/ou ndo
foi informado o género do primata acometido.

Dos animais confirmados para FA, foram selecionados aleatoriamente entre os casos
que continham laminas histopatologicas de figado dos géneros mais acometidos durante a
reemergéncia de FA no Brasil. A selecdo aleatéria das [aminas histopatoldgicas ocorreu a partir
do banco de amostras de epizootias em primatas nao humanos do Ministério da Saude, com
resultados de imuno-histoquimica sabidamente positivos para FA. A partir dos arquivos fisicos
dos Laboratodrios de Referéncia Nacional e Regional do Ministério da Saude para o diagnostico
da FA em PNHs, Instituto Evandro Chagas (SAPAT/IEC), Funda¢ao Oswaldo Cruz
(INI/Fiocruz) e Laboratorio de Patologia Veterindria UnB foram requisitadas as laminas
histologicas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Adicionalmente foram registradas as
localizagdes e distribuicdo no espaco e no tempo das epizootias no periodo de janeiro/2014 a
dezembro/2018. As amostras selecionadas incluiram os géneros Callithrix (n=31), Alouatta
(n=30) e Sapajus (n=14), todas com diagnostico imuno-histoquimico positivo para FA.

Nos laboratorios de referéncia as amostras foram seccionadas em cortes de 5 pum,
coradas com hematoxilina-eosina (HE) para analise morfologica em microscopia de luz. Todas
as amostras também foram submetidas ao exame de imuno-histoquimico empregando-se o

método da fosfatase alcalina com polimeros e anticorpo anti-FA produzido, segundo adaptagdo
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da técnica do Center for Disease Control (CDC), e técnica padronizada no IEC, laboratério de
Referéncia Nacional do Ministério da Saude.

Todas as laminas selecionas foram lidas por um tnico patologista veterinario ¢ os dados
foram ordenados em tabelas, avaliando a localizagdo e a intensidade de cada lesdao hepatica. A
localizagdo foi classificada como periportal, centrolobular e médiozonal, e a intensidade foi
medida em um ranking de 0 a 3 cruzes: 0 (ausente); + (leve); ++ (moderada) e +++ (intensa)
onde zero foi classificado como auséncia de lesdo e trés foi a maior intensidade de lesdo
hepatica. As alteragdes hepaticas avaliadas foram: corpusculo de Councilman Rocha-Lima,
necrose, esteatose microvacuolar, dissociacao dos hepatocitos, hemorragia, células de Kupfler,
congestdo, inflamagdo polimorfonuclear, esteatose microvacuolar, tumefacdo celular e
hiperplasia ductos biliares.

Para andlise estatistica, os achados histopatologicos foram divididos em duas categorias,
(I) frequéncia de lesdes hepaticas em cada género selecionado para o estudo e (II) andlise
comparativa das lesdes hepatica, avaliando a intensidade em cada localizagdo entre géneros. Os
dados foram tabulados e as andlises estatisticas foram realizadas no software estatistico R Core
Team (2019), utilizando os pacotes dunn.test (DINNO, 2017) e RVAideMemoire (HERVE,
2019).

Para cada categoria definida no estudo foram realizados métodos estatisticos diferentes:

L Teste Exato de Fisher, associado com comparacdes pareadas com o p-ajustado:

teste (ndo paramétrico) de igualdade de proporcdes para dados de contagem
(nesse caso, testa se a propor¢ao de animais com lesoes iguais entre os géneros).
HO ¢ a propor¢do de animai com lesdes iguais entre os géneros, ¢ H1 ¢ a
propor¢do de animai com lesdes diferente entre o0s  géneros.
Se HO ¢ rejeitada (p<0,05).

IL. Teste de Kruskal-Wallis, associado com o Teste de Dunn. O Kruskal-Wallis ¢

um teste ndo-paramétrico para varidveis quantitativas ou qualitativas ordinais
(intensidade das lesdes em cada localizacdo) para comparagdo de 3 ou mais
grupos independentes (géneros de primatas), onde, HO ¢ a intensidade das lesdes
em cada localizagdo e ¢ igual entre os géneros, e H1 ¢ a intensidade das lesdes
em cada localizacdo e ¢ diferente entre os géneros. Se HO ¢ rejeitada (p<0,05), é
necessario realizar um teste post-hoc de multiplas comparagdes. No teste post-

hoc foi utilizado o método de Dunn's test que € um teste multiplas comparagoes.
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I11.

Teste de Friedman, associado com o Teste de Wilcoxon pareado. O Friedman é

um teste ndo-paramétrico para varidveis quantitativas ou qualitativas ordinais
(intensidade das lesdes) para comparacdo de 3 ou mais grupos dependentes
(localizagao das lesdes em cada animal; amostras pareadas), onde HO ¢ a
intensidade das lesdes em cada género e ¢ igual entre as localizagdes, quando for
HI a intensidade das lesdes em cada género ¢ diferente entre as localizagdes. Se
HO ¢ rejeitada (p<0,05), ¢ necessario realizar um teste post-hoc de multiplas

comparacoes (Teste de Wilcoxon pareado).
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3. RESULTADOS

Neste estudo, foram analisadas amostras de figado provenientes de primatas nao
humanos (PNH) com envolvimento dos genros Alouatta, Callithrixe Sapajus, cujas as amostras
foram coletadas em epizootias durante o surto de Febre Amarela (FA) no Brasil, no periodo de
2014 a 2018. A distribui¢do espago-temporal (Estados, anos de ocorréncia) dos animais
analisados encontra-se na Figura 1.

Entre os animais dos géneros Alouatta, Callithrix e Sapajus que morreram de FA e que
tiveram amostras de figado submetidas ao exame histopatologico, as lesdes mais relevantes
observadas foram a apoptose dos hepatdcitos (corptisculos de Councilman Rocha-Lima),
necrose de hepatocitos, dissociagdo dos corddes de hepatdcitos, esteatose microvacuolar,
hemorragia, congestao e infiltrado inflamatodrio de neutroéfilos e células mononucleares (Figura
2 e Figura 3). Houve diferencas significativas (p<0,05) entre propor¢do de géneros PNHs com
esteatose microvacuolar, hemorragia, congestdo, inflamagdo de polimorfonucleares e
mononuclear e hiperplasia dos ductos biliares (Tabela 1).

A esteatose microvacuolar foi menos frequente (p<0,05) no género Alouatta em
comparagdo a Callithrix e Sapajus. A hemorragia foi mais frequente em Alouatta e Callithrix
que no género Sapajus (p<0,05). Quanto a congestdo, a frequéncia da lesdo foi maior em
Callithrix comparado a Alouatta (p<0,05). O género Sapajus apresentou inflamacao
polimorfonuclear hepatica mais frequente que em Callithrix (p<0,05). A inflamagao
mononuclear foi mais frequente em Callithrix quando comparada aos géneros e Alouatta e
Sapajus (p<0,05). A hipertrofia de células de Kupffer foi outra alteragcdo hepatica encontrada
em numero consideravel de animais, apesar de ndo haver diferencas entre os géneros. As lesdes
menos frequentes e relevantes nos PNHs avaliados foram esteatose microvacuolar e hiperplasia
dos ductos biliares, que foi significativa apenas no género Callithrix.

A andlise comparativa da intensidade das lesdes hepaticas entre os géneros de primatas
por localizacdo anatdmica encontra-se na Tabela 2. A presenca do corpusculo de Councilman
Rocha-Lima nos trés géneros de primatas foi mais intensa na regido mediozonal quando
comparada com as regides centrolobular e periportal (p<0,05). A intensidade da necrose e
dissociacdo de hepatdcitos foi maior na regido mediozonal nos géneros Alouatta e Callithrix
em comparagdo a regido periportal nos Sapajus (p<0,05). Em Callithrix, a dissociacdo de
hepatdcitos e necrose também foram mais intensas na regido centrolobular que na regido

periportal (p<0,05). A esteatose microvacuolar foi mais intensa na regido mediozonal (p<0,05)
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em relacdo a localizagdo centrolobular nos géneros Alouatta e Callithrix. A hemorragia
centrolobular foi mais intensa que na regido periportal nos géneros Alouatta e Callithrix
(p<0,05) em relagdo a Sapajus. Em Callithrix, a hemorragia mediozonal ainda foi mais intensa
que na regido periportal (p<0,05) em relagdo aos outros dois géneros de primatas. No Callithrix,
a congestdo foi mais intensa nas regides centrolobular e mediozonal em relagdo a localizagdo
periportal quando comparada a Alouatta e Sapajus. A inflamacdo de polimorfonucleares no
figado foi mais intensa e com distribuicdo difusa no género Alouatta em comparagdo aos
géneros Callithrix e Sapajus. A intensidade da inflamacao mononuclear no figado do género
Callithrix foi maior que em Alouatta e Sapajus, sendo mais intensa na regido mediozonal

(p<0,05).
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4. DISCUSSAO

A FA ¢ conhecida ha varios séculos e causa uma doenca viral infecciosa aguda, nao
contagiosa, de curta duracdo, causada por um virus do género Flavivirus, transmitido por
vetores € que acomete humanos e primatas ndo humanos (PNH) (MONATH, 1990).
Atualmente no Brasil vive o maior surto da histéria da Febre Amarela Silvestre (FAS), desde
que o ciclo de transmissao silvestre foi descrito na década de 1930, ocorreram nos periodos de
monitoramentos 2016/2017 e 2017/2018, quando foram registrados mais de 2000 mil casos
humanos e mais de 700 obitos pela doenga, além de cerca de 2300 epizootias em PNH
(BRASIL, 2019b). Nosso estudo fora utilizadas amostras hepaticas de primatas dos géneros
Alouatta, Callithrix e Sapajus captadas pela vigilancia de epizootias de PNH, durante a
reemergéncia do virus amarilico, no periodo de 2014 a 2018. Os tecidos dos animais analisados
estdo distribuidos espago temporalmente nos estados de Tocantins, Goias, Minas Gerais e
Espirito Santo, estados onde ocorreram o maior nimero de epizootias € muitas mortes em
humanos pela FA (Figura 1).

No Novo Mundo, todos os géneros de primatas ndo humanos (PNHs) natural e
experimentalmente infectados se mostraram sensiveis e suscetiveis ao virus amarilico
(STRODE et al, 1951). Nas Américas, alguns primatas mostram maior susceptibilidade ao virus
da Febre Amarela (VFA) como por exemplo, o guariba (género Alouatta); outros, como o
macaco prego (género Sapajus), sdo considerados resistentes e refratarios ao virus da febre
amarela (STRODE et al, 1951; VASCONCELOS, 2000). Nosso estudo foi motivado por
auséncia de informacdes sobre os aspectos patoldgicos da infecg¢do natural amarilica em PNHs.
Os aspectos patogénicos da infec¢ao pelo VFA sdao conhecidos em humanos, raros estudos
experimentais em PNHs e em roedores (MONATH, 1997; XIAO, 2001).

Nos trés géneros de PNHs analisados a presenca de corpusculo de Councilman Rocha-
Lima (apoptose de hepatocitos) na regido mediozonal ocorreu com maior frequéncia e
intensidade quando comparado as regides centrolobular e periportal. O quadro hepatico tipico
da infec¢do amarilica, com corpusculos de Councilman-Rocha Lima e tropismo viral pelas
c¢lulas na regido mediozonal e constitui evento tardio, tornando-se evidente nas 24 a 48 horas
que antecedem a morte (MONATH et al, 1981). O mesmo padrao de lesdo hepatica tem sido
observado em hamsters inoculados via intraperitoneal com amostra viral adaptada a esses
animais (XIAO, 2001). Os aspectos anatomopatolégicos do figado sdo caracterizados pela
gravidade das lesdes em todo o lobulo, no entanto, as lesdes sdo mais frequentes na regido

mediozonal, permitindo a identificagdo dos hepatdcitos preservados em torno do espaco-porta
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e da veia centrolobular. As regides centrolobular e a mediozonal s3o as areas mais afetadas,
porém, a regido mediozonal geralmente mantém o corddo de hepatocitos mais preservados ao
redor do espago porta, mostrando niveis variaveis de alteragdes degenerativas e regenerativas
(VIEIRA etal, 1983). Nos trés géneros de PNHs brasileiros avaliados, a presenca do corpusculo
de Councilman Rocha-Lima na regido mediozonal representa uma das alteragdes patologicas
mais relevantes para o diagnostico da doenca. Adicionalmente, nossos achados também
demonstraram de maneira inédita que a apoptose na regido mediozonal, além de mais frequente,
também ocorre com maior intensidade, que nas outras regioes hepaticas.

A necrose de hepatécitos e dissociagdo dos corddes de hepatocitos também foram
achados muito frequentes e semelhantes entre os géneros Alouatta, Callithrix e Sapajus, no
entanto, essas lesoes foram mais intensas na regiao mediozonal nos dois primeiros géneros. A
dissociagao de hepatodcitos e necrose também foram mais intensas na regido centrolobular que
na regido periportal em Callithrix. O virus amarilico causa necrose em grandes extensdes do
parénquima hepético, preferencialmente nas areas mediozonais, poupando as extremidades do
l6bulo, sendo raro o encontro de células necréticas antes do terceiro dia pos-inoculagdo do virus
(BEARCROFT, 1957 e PINHEIRO, 1983). Nas areas mediozonais necroticas, raramente ha
desorganizagdo da arquitetura. Por vezes, entretanto, quando a necrose na FA mostra-se muito
extensa (necrose maciga hepatica), o diagnostico histopatoldgico pode tornar-se muito dificil
(ROBERT et al, 1999) ao se confundir com fendmenos autoliticos.

Nos géneros de primatas infectados pelo VFA avaliados nesse estudo, a dissociacao dos
cordoes de hepatdcitos foi um achado frequente e relevante. Essa alteracdo ¢ observada em
lesdes hepaticas graves e difusas, resultado do colapso do arcabouco das fibras de reticulina
(CULLEN & STALKER, 2016). Em humanos, a dissociacdo dos corddes de hepatdcitos ¢ um
achado patoldgico ausente em pacientes com FA, geralmente detectada em outras hepatites de
origem viral e na leptospirose (DEL RIO & MEIER, 1998). As graves lesdes hepaticas
observadas nos trés géneros de PNHs avaliados, a auséncia de qualquer forma de tratamento
terapéutico por serem todos animais de vida-livre, poderia justificar uma maior injuria ao
arcabouco hepatico e a dissociacao das células.

A esteatose microvacuolar foi outra alteracdo patologica relevante em nosso estudo e
mais intensa na regido mediozonal nos simios Alouatta e Callithrix infectados pelo VFA. A
esteatose hepatica ¢ frequentemente observada em primatas do género Alouatta infectados
naturalmente pelo virus da FA (LEAL et al, 2016). A presenca de vacuolos lipidicos de

hepatdcitos também ¢ comum em modelos experimentais com outras espécies de animais
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infectadas (LI et al, 2008). Em humanos, A distribuicdo da esteatose microvacuolar inclui
geralmente células ndo afetadas por necrose ou apoptose especialmente nos hepatocitos
residuais ao redor da veia centrolobular ou em outras regides menos afetadas (ELISAF et al,
1993; DEL RIO & MEIER, 1998). A esteatose ¢ considerada uma alteragdo caracteristica da
FA quando associada a um padrao de distribui¢do da lesdo mais intensa na regido mediozonal
(VIEIRA et al, 1983; QUARESMA et al, 2005). A identificagdo da esteatose microvacuolar,
especialmente na regido mediozonal, ¢ considerada como um critério de grande relevancia para
o diagndstico da FA (ROCHA-LIMA 1912; DEL RIO & MEIER, 1998; QUARESMA, et al,
2015). A intensidade da esteatose na regido mediozonal geralmente coincide com a apoptose
em humanos com FA (QUARESMA et al, 2005). A esteatose microvacuolar também ¢ um
achado patologico hepatico consistente para o diagndstico da infeccdo amarilica nos trés
géneros de PNHs estudados e semelhante ao que ocorre em humanos.

A hemorragia hepatica foi mais frequente em Alouatta e Callithrix, sendo mais intensa
na regido centrolobular. Essa lesdo no género Callithrix foi mais frequente do que em Alouatta.
A hemorragia na regido mediozonal pode refletir a gravidade da lesdo e o envolvimento
vascular (célula endotelial) na infec¢ao pelo virus da FA (WILLUWEIT et al, 2001). Em
Macaca mulata infectados pelo VFA foi encontrada hemorragia na regido mediozonal e
centrolobular hepaticas (HUDSON, 1928). Em humanos infectados, geralmente ha poucos
focos hemorragicos proximos a focos de necrose (CARDEMAN et al, 1928; QUARESMA et
al, 2006). Em figados de macacos infectados naturalmente por FA em Trinidad, assim como
em macacos Rhesus experimentalmente infectados visualizou-se areas extensas de hemorragia
sob a capsula hepatica (BALFOUR, 1914). Acredita-se que a principal causa de hemorragias
na FA seja decorrente a faléncia hepatica com a reducao na produgdo de fatores de coagulagao
(SANTOS, 1973). Nossas observacoes refor¢am que a hemorragia hepatica ¢ uma lesdo mais
frequente e importante no diagndstico histopatologico da FA em PNHs do que em humanos.

A hipertrofia de células de Kupffer foi um achado mais frequente no género Callithrix,
seguido do Alouatta e Sapajus. Em humanos, esse achado ¢ encontrado frequente em individuos
com FA (QUARESMA et al, 2006). Em estudo comparativo das lesdes hepaticas entre seres
humanos e simios (Macaca mulatta) foi observada a hipertrofia das células de Kupffer em
ambos, embora, foi mais frequente nos humanos (HUDSON, 1928). Esse achado
histopatologico ¢ um critério importante para o diagnostico das arboviroses, ndo havendo

preferéncia pela regido anatomica do figado (CARDEMAN et al, 1973). A hipertrofia de células
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de Kupffer possivelmente refletiu uma resposta celular frente a infec¢ao pelo VFA nos animais
estudados e também deve ser considerada no diagndstico da enfermidade em primatas.

A congestao hepatica foi mais frequente no género Callithrix, sendo mais intensa nas
regides centrolobular e mediozonal. Na infec¢ao experimental em macacos Rhesus, a congestao
hepatica geralmente ¢ leve e infrequente (HUDSON, 1928). Em seres humanos e PNHs, alguns
a congestdo hepatica ¢ mais frequente e intensa nos estagios iniciais da doencga na regido
centrolobular, enquanto nos estagios posteriores ¢ encontrada uma distribuida de forma mais
uniforme pelo tecido hepatico (KLOTZ, 1930). Diferencas quanto a congestdo hepatica em
primatas brasileiros naturalmente infectados pelo VFA, nunca foram descritas, e ainda, pouco
se conhece quanto a sua relevancia no diagndstico ou patogénese da enfermidade nesses
géneros.

A presenca de infiltrado inflamatorio polimorfonuclear € mononuclear no figado dos
animais avaliados, demonstrou algumas variag¢des de intensidade, distribuicdo e sua frequéncia
entre os géneros. Porém, at¢é o momento, ndo ¢ possivel inferir qual a relevancia dessas
variacdes. Em humanos, a presenca de infiltrado inflamatério hepatico nao € reconhecida como
um achado relevante na FA, principalmente pelo fato da apoptose induzida pelo virus, ser
considerada o principal mecanismo de morte celular na doenca (DEL RIO & MEIER, 1998).
Quando observadas, as células inflamatorias geralmente estao presentes nas regides necroticas,
representadas por discreto infiltrado inflamatério com predominio de células mononucleares e
podem variar de acordo com o grau ou extensao da necrose parenquimatosa (HUDSON, 1928;
VASCONCELOS, 2003). Em humanos com FA, a presenga do infiltrado inflamatorio no
figado ¢ raro, e quando encontrado, ocorre predominante na regido mediozonal (DEL RIO &
MEIER, 1998, QUARESMA et al. 2006). Independentemente das variacdes quanto ao
infiltrado de células inflamatdrias no figado encontradas nos géneros de primatas avaliados, ¢
importante ressaltar, que se trata de um achado frequente, e portanto, ndo pode ser utilizado
como critério excludente no diagnostico da FA nesses animais. Nossos achados demonstram,
que existem diferengas na resposta dos PNHs frente a infec¢do amarilica em comparagio aos
seres humanos, pois aparentemente, a acao viral no figado dos primatas, parece incitar maior
resposta inflamatoria.

Nosso estudo demonstrou que as principais lesdes hepaticas nos géneros Alouatta,
Callithrix e Sapajus com FA, sdo similares o que se observa em humanos com a doenga
(QUARESMA et al, 2007). A necrose e apoptose de hepatdcitos, esteatose e hemorragia foram

as lesdes mais frequentes em bugios (4louatta), sugerindo suas associagdes com um forte efeito
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patogénico do VFA (SALLIS et al. 2003; LEAL et al. 2016). Devemos ressaltar, que nossos
achados, apesar de pequenas variagdes entre os géneros, demonstram graves lesdes hepaticas
em todos os animais, ndo sendo possivel afirmar que o género Alouatta apresenta maior
susceptibilidade, assim como o género Sapajus tenha maior resisténcia a infecgao amarilica.

O estudo com os trés géneros de primatas em epizootias de FA, demonstrou que o
infiltrado de células inflamatoérias no figado foi um achado frequente, diferentemente dos
padrdes morfoldgicos histopatologicos hepaticos da doenga em humanos (QUARESMA et al,
2007). A dissociagdo de corddes de hepatocitos, também foi uma alteracdo hepatica bastante
frequente nos primatas, entretanto, praticamente nao corre em humanos (DEL RIO & MEIER,
1998). Apesar das similaridades das lesdes hepaticas entre PNHs e seres humanos que permitem
a suspeita diagnoéstica pelo exame histopatologico, algumas diferencas foram observadas e
requerem maiores estudos para a melhor compreensao da patogénese da FA em nos principais

géneros de primatas envolvidos em epizootias no Brasil.
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5. CONCLUSOES

e As lesdes hepaticas mais frequentes nos géneros Alouatta, Callithrix e Sapajus sdo
similares aquelas observadas em humanos e utilizadas como critério para o
diagnostico histopatoldgico da Febre Amarela;

e A regido mediozonal hepatica apresentou com maior frequéncia e intensidade nas
principais lesdes relevantes para diagndstico da FA nos trés géneros avaliados:
corpusculo de Coulciman Rocha-Lima, necrose, dissociacdo de hepatocitos e
esteatose microvacuolar;

e A dissociacao de hepatocitos e a presenca de infiltrado inflamatoério no figado dos
primatas avaliados foram caracteristicas distintas do quadro patolégico da FA em
humanos e precisam ser melhor investigadas;

e Pequenas diferencas patologicas hepaticas ocorreram entre os primatas Alouatta,
Callithrix e Sapajus avaliados, porém as lesdes eram graves em todos eles, € nao
permitem afirmar que existem diferencas quanto a susceptibilidade ou nos padrdes
histopaldgicos significativos para o diagnostico da infeccdo pelo VFA entre os

géneros.
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Tabela 2. Analise comparativa da localizagao e intensidade das lesdes hepaticas entre os trés

géneros de primatas.

Lesso Teste de Teste de Wilcoxon (post-hoc)
Histopatologico Géneros Friedman p(0,05)** Interpretagdo
patolog p(0,05)* MZvs CL PP vs CL PP vs MZ
Alouatta 0,000* 0,001** 0,245 0,003** MZ>(CL, PP)
Corpusculo de Councilman Rocha-lima  Callithrix 0,000* 0,000** 0,350 0,000** MZ>(CL, PP)
Sapajus 0,000* 0,021%* 0,055 0,010** MZ>(CL, PP)
Alouatta 0,003* 0,082 0,089 0,035** (MZ>PP)=CL
Necrose Callithrix 0,000* 0,439 0,006** 0,000** (MZ=CL)>PP
Sapajus 0,004* 0,144 0,144 0,058 MZ=CL=PP
Alouatta 0,007* 0,012%** 0,227 0,105 (MZ>CL)=PP
Esteatose microvacuolar Callithrix 0,019* 0,020** 0,110 0,290 (MZ>CL)=PP
Sapajus 0,207
Alouatta 0,002* 0,766 0,067 0,018** (MZ>PP)=CL
Dissociagdo dos hepatdcitos Callithrix 0,000* 0,089 0,007** 0,011%** (MZ=CL)>PP
Sapajus 0,004* 0,371 0,107 0,058 MZ=CL=PP
Alouatta 0,001* 0,095 0,013** 0,095 (CL>PP)=MZ
Hemorragia Callithrix 0,000* 0,322 0,001** 0,001** (MZ=CL)>PP
Sapajus 1,000
Alouatta 0,223
Congestio Callithrix 0,000* 0,424 0,006** 0,006** (MZ=CL)>PP
Sapajus 0,097
Alouatta 0,050* 0,690 0,220 0,690 MZ=CL=PP
Inflamagéo polimorfonucleares Callithrix 0,607
Sapajus 0,229
Alouatta -
Esteatose macrovacuolar Callithrix 0,223
Sapajus 0,368
Alouatta 0,135
Inflamagdo mononuclear Callithrix 0,004* 0,184 0,184 0,028** (MZ>PP)=CL
Sapajus 1,000

Legenda:

MZ: Mediozonal; CL: Centrolobular; PP: Periportal
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Figura 1. Distribui¢do espago-temporal das epizootias em PNH selecionadas para o estudo,
Brasil, janeiro/2014 a dezembro/2018.
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Alouatta Callithrix Sapajus

Figura 2. Lesdes hepaticas mais frequentes entre os géneros de PNHs.

EM: Esteatose microvacuolar; CC: Corpusculo de Councilman Rocha-Lima; NC: Necrose; DE:
Dissociagao dos corddes de hepatocitos; HE: Hemorragia; CG: Congestdo; HK: Hipertrofia de
células de Kupffer; *Teste de Fisher — (p<0,05)
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Figura 3. Pr os naturalmente infectados pelo virus da FA, figado.
A. Corpusculo de Councilman Rocha-Lima (setas) e necrose de hepatécitos (4loautta sp., HE,
barra=25 pm). B. Hemorragia mediozonal e centrolobular (*) e esteatose moderada nos
hepatocitos adjacentes (A) (Callithrix sp., HE, barra=250 pum). C. Infiltrado inflamatorio
multifocal de polimorfonucleares (setas) (Sapajus sp., HE, barra=50 pm). D. Infiltrado
inflamatério multifocal de células inflamatérias mononucleares (setas) (Sapajus sp., HE,
barra=50 um). E. Marcante dissociagdo dos corddes de hepatdcitos (4loautta sp., HE, barra=50
um). F. Moderada hipertrofia das células de Kupffer (4/oautta sp., HE, barra=50 pm).
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