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RESUMO

MARIANA BARATA VIANA TIRADENTES

CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA DA INFEC(;AO PELO VIRUS DA
FEBRE AMARELA (PR4408) EM HAMSTER SIRIO (Mesocricetus auratus)

Orientador: Dr. Pedro Paulo de Abreu Manso
Coorientadora: Msc. Fernanda de Oliveiro Bottino

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

A Febre Amarela (FA), doenca infecciosa causada por virus da Febre Amarela (VFA),
acomete principalmente populagdes da regido tropical da América do Sul e Africa Subsaariana.
Apesar de uma vacina eficaz, ainda existem regides endémicas, devido a manutenc¢do do ciclo
silvestre e da presenca de individuos ndo vacinados. Atualmente, o modelo preferencial para o
estudo da FA é o macaco Rhesus, contudo, como o uso de primatas ndo humanos € limitado,
outros modelos tém sido estudados, como o Hamster Sirio, que necessita de cepas adaptadas.
No Brasil, cepas circulantes nos dltimos anos t€ém demonstrado a tendéncia de evadir da
resposta vacinal, além de possuirem polimorfismos que podem estar associados a0 aumento da
transmissao e viruléncia em mamiferos. Dentre elas, destaca-se a cepa PR4408, isolada de um
macaco bugio, que em estudos conduzidos por nosso grupo foi capaz de infectar Hamsters sem
adaptacdo. Tendo isso em vista, o objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes
histopatologicas em Hamster Sirio causadas pela infeccdo experimental pela cepa PR4408.
Para tal, os animais foram inoculados via intraperitoneal com o VFA (10*° PFU/mL) e foram
clinicamente avaliados por 14 dias. Os animais foram eutanasiados em diferentes dias pds-
infeccdo (dpi), e tiveram diferentes tecidos coletados e submetidos ao processamento
histolégico convencional, corados com Hematoxilina-Eosina e observados em microscépio de
campo claro. O RNA viral foi detectado por RT-PCR nos figados em 2, 5, 7, 9 e 14 dpi. Na
andlise histoldgica hepatica foram observadas em 5 dpi, corpusculos de Councilman Rocha
Lima, apoptose e infiltrado inflamatério peri-portal, com imunomarcacdo positiva para
linfécito T e B. Em 6 € 7 dpi, as alteragdes se mantém, com adi¢ao de congestdo dos sinusoides
e esteatose, contudo, em 7 dpi, elas aparecem de forma mais acentuada, juntamente com
necroapoptose de hepatdcitos € imunomarcacdo de macrofagos e caspase-3 em dreas de lesdo.
Em 9 dpi, hé indicios de regeneragdo, como mitose, infiltrado periportal menos evidentes e
clearance de restos celulares com presenca de células T, que se mantém aos 14 dpi. A anélise
histolégica esplénica revelou, em 2 dpi a ocorréncia de hiperplasia da zona marginal do foliculo
linféide. Em 5, 6, 7 e 9 dpi, apoptose na polpa branca e vermelha, aparecimento de macréfagos
ativados, nos quais também foram imunomarcados, neutrofilia e perda da zona marginal foram
observados. Ademais, a imunomarcac¢do de células B e T ndo demonstrou predominancia. Aos
14 dpi, observou -se uma regeneragdo do tecido, sem as alteragdes descritas anteriormente e



com a presen¢a da zona marginal dos foliculos bem delimitada. No pancreas, foram observados
pontos de apoptose em 5, 6 e 7 dpi. No rim, nenhuma altera¢do digna de nota foi observada.
Estes resultados confirmaram a capacidade de infec¢cdo da cepa PR4408 e demonstram que este
modelo desenvolve patologia semelhante a humana, sendo uma alternativa interessante para
estudos de fisiopatologia da FA.

Palavras-chave: flavivirus, febre amarela, hamster sirio, biomodelos, histopatologia
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ABSTRACT

MARIANA BARATA VIANA TIRADENTES

HISTOPATHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF YELLOW FEVER VIRUS
(PR4408) INFECTION IN A SYRIAN GOLDEN HAMSTER (Mesocricetus auratus)

Orientador: Pedro Paulo de Abreu Manso
Coorientador: Fernanda de Oliveira Bottino

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Yellow Fever (YF), an infectious disease caused by YFV, mainly affects populations in the
tropical region of South America and sub-Saharan Africa. Despite an effective vaccine, there
are still endemic regions, due to the maintenance of the sylvatic cycle and the presence of
unvaccinated individuals. Today, the preferred model for studying YF is the Rhesus monkey,
however, as the use of non-human primates is limited, other models have been studied, such as
the Golden Hamster, which requires adapted strains. In Brazil, strains circulating in recent years
have demonstrated a tendency to evade the vaccine response and to having polymorphisms that
may be associated with increased transmission and virulence in mammals. Among them, the
PR4408 strain stands out, isolated from a howler monkey, which in studies conducted by our
group was capable of infecting hamsters without adaptation. Thus, the objective of this study
was to evaluate the histopathological disorders in Golden Hamsters caused by experimental
infection with the PR4408 strain. For such, the animals were inoculated intraperitoneally with
YFV (10*° PFU/mL) and were clinically evaluated for 14 days. The animals were euthanized
on different days post-infection (dpi), and had different tissues collected and subjected to
conventional histological processing, stained with Hematoxylin-Eosin and observed by a bright
field microscope. Viral RNA was detected by RT-PCR in livers at 2, 5, 7, 9, and 14 dpi. In the
liver histological analysis, Councilman Rocha Lima bodies, apoptosis and peri-portal
inflammatory infiltrate were observed at 5 dpi, with positive immunostaining for T and B
lymphocytes. At 6 and 7 dpi, the disorders were maintained, with the addition of sinusoid
congestion. and steatosis, however, at 7 dpi, they appear more markedly, along with
necroapoptosis of hepatocytes and immunostaining of macrophages and caspase-3 in areas of
injury. At 9 dpi, there are signs of regeneration, such as mitosis, less evident periportal infiltrate
and clearance of cellular debris with T cells, which is maintained at 14 dpi. Splenic histological
analysis revealed, at 2 dpi, the occurrence of hyperplasia of the marginal zone of the lymphoid
follicle. At 5, 6, 7 and 9 dpi, apoptosis in the white and red pulp, appearance of activated
macrophages, which were also immunostained, neutrophilia and loss of the marginal zone were
observed. Furthermore, immunostaining of B and T cells did not demonstrate a predominance.
At 14 dpi, tissue regeneration was observed, without the disorders described previously and
with the presence of a well-defined marginal zone of the follicles. In the pancreas, points of
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apoptosis were observed at 5, 6 and 7 dpi. In the kidney, no noteworthy disorders were
observed. These results confirmed the infection capacity of the PR4408 strain and demonstrate
that this model develops pathology similar to that of humans, being an interesting alternative
for studies on the pathophysiology of YF.

Key-words: flavivirus, yellow fever, syrian golden hamster, biomodels, histopathology
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RESUMO PARA LEIGOS

MARIANA BARATA VIANA TIRADENTES

ANALISE DE ORGAOS DE HAMSTER SIiRIOS INFECTADOS COM O VIRUS DA
FEBRE AMARELA

Orientador: Pedro Paulo de Abreu Manso
Coorientaodora: Fernanda de Oliveira Bottino

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goées da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

A Febre Amarela é uma doenca grave causada por um virus que atinge as populacdes da
América do Sul e Africa Subsaariana. Além disso, diversos aspectos sobre como ocorre a
doenca precisam ser esclarecidos, porque a maioria dos estudos sdo de casos humanos fatais.
Para isso, utilizam-se modelos animais e os melhores modelos para estudar a doenca sdo
macacos, mas o seu uso € limitado devido ao seu alto custo e questdes éticas, sendo o hamster
sirio uma alternativa mais barata, mais facil manuten¢do e com menos restricoes éticas. No
Brasil, foi observado a presencga de variantes do virus em que a vacina da febre amarela nao é
capaz de proteger, com isso, aumentando as chances de ocorrer a doenca em cidades muito
povoadas. A febre amarela pode causar problemas em diversos 6rgdos do nosso corpo,
principalmente figado e bago. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes
causadas pela doencga em diferentes 6rgaos de hamsters sirios infectados com o virus da febre
amarela. Apds infectados eles foram sacrificados em diferentes dias e observados por 14 dias.
Em todos os dias analisados, o virus da febre amarela se mostrou presente nos figados dos
animais, que é o 6rgdo mais afetado. Além disso, o figado e o bagco nos primeiros dias
apresentaram um aspecto grave da doenca, semelhante ao que ocorre em humanos. Entretanto,
ao longo do tempo, eles ja apresentaram sinais de recuperagdo. O pancreas apresentou aspecto
grave somente nos primeiros dias, enquanto que o0s rins ndo apresentaram em nenhum
momento. Estes resultados mostram que o hamster desenvolve a doenca semelhante a que
ocorre em humanos e € capaz de se recuperar, sendo uma alternativa interessante para se estudar
febre amarela.
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1 INTRODUCAO

1.1. O virus da Febre Amarela

1.1.1. Organizacio da particula viral

O agente causador da febre amarela é um virus envelopado do género
Orthoflavivirus (Postler et al., 2023) e familia Flaviviridae de material genético de RNA fita
simples, ndo segmentado e polaridade positiva (Barret; Higgs, 2007; Beck et al., 2013). A
particula viral € icosaédrica e possui em torno de 50 nandmetros (nm) (Barrett; Higgs, 2007).
O seu genoma possui 10.8 kilobases, com as extremidades 5’ e 3°, o qual possui uma tnica
fase de leitura que € codificante para trés proteinas virais estruturais: capsideo (C), membrana
(M) e envelope (E); e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5 (Figura 1). As proteinas estruturais formam a particula viral e as proteinas ndo estruturais
sdo responsaveis pela replicagdo do virus e evasido da resposta imunolégica do hospedeiro

(Mukhopadhyay; Kuhn; Rossman, 2005; Barrett et al., 2009; Fernandez et al., 2009).

e
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Figura 1: Esquema do genoma viral de um flavivirus. Genes C, M e E codificam proteinas estruturais. Genes
NS codificam proteinas ndo estruturais. O genoma geral de flavivirus contém uma estrutura cap na extremidade
5'. A tesoura indica a clivagem da poliproteina por peptidases celulares. A setas cinzas indicam clivagem por
proteases virais e as setas verticais indicam clivagem por furinas do complexo de Golgi. As interrogagdes indicam

clivagem por proteases desconhecidas. Adaptado de Neufeldt et al., 2018

O virus € formado pelas proteinas C do capsideo, prM e proteina E constituinte
do envelope. As proteinas ndo estruturais ja possuem diversas funcdes. A NS1 em sua forma
hexamérica secretada (extracelular) possui funcdo de evasdo da resposa imunoldgia do
hospedeiro, na patogénese e na interacdo com os mosquitos vetores. Por outro lado, a NS1,
dimerica e intracelular residente do limen do reticulo endoplasmadtico, e NS2A, proteina
transmembranar hidrofébica, interagem com as demais NSs, dessa forma, desepenham um

papel na replicacdo viral e na produgdo de particulas infecciosas (Zhang et al., 2023). Mais



especificamente, a NS1 atua na sintese da fita negativa e a NS2A atua na sintese de membranas
durante a montagem viral (Leung et al., 2008). NS2B é um cofator que recruta NS3 para a
membrana do reticulo endoplasmatico, esta que possui multifuncionalidade: protease, NTPase,
RNA 5’ trifosfatase e helicase (Neufeldt et al., 2018). NS4A se localiza integralmente na
membrana e possui a capacidade de induzir rearranjos na membrana com intuito de formar o
complexo replicativo (Miller et al., 2007; Roosendaal et al., 2006). O peptideo 2K atua como
um sinalizador para a insercdo co-traducional de NS4B na membrana do reticulo
endoplasmético, NS4B que interage com NS3, assim, regula a replicacdo viral (Umareddy et
al., 2006 ). Além disso, NS4B também possui a funcdo de inibir a resposta anti-viral interferon
tipo I nas células hospedeiras (Munoz-Jordan et al., 2005). A proteina NS5 € a proteina mais
conservada entre os flavivirus, que contem uma metiltransferase N-terminal que vai atuar na
metilacdo do RNA viral, dessa maneira, a fim de evadir a resposta imunolégica do hospedeiro
evitando o seu reconhecimento (Zhao et al., 2015; Daffis et al., 2010). A NS5 também possui
a funcao de RNA polimerase dependente de RNA que possui a funcdo de realizar a replicacdo
do RNA viral. Ademais, a proteina NS5 de flavivirus interefe na via de JAK-STAT dependente
de IFN-I (Lubick., et al 2015). Em relacdo ao virus da febre amarela, a NS5 faz a supressao da

traducdo de genes estimulados por interferon (Laurent-Rolle ez al., 2014).

1.1.2. Replicacao viral

Ao entrar em contato com a célula hospedeira, o virus utiliza a glicoproteina E, que faz
parte do envelope viral. Essa proteina vai interagir com a membrana da célula, mais
especificamente glicosaminoglicanos e proteoglicanos (Perera-Lecoin et al., 2014). Os
principais receptores celulares que participam desse processo sdo os receptores das familias
TIM e TAM , que sdo frequentemente envolvidos em células com capacidade de eferocitose

(Perera-Lecoin et al., 2014).

Em humanos, os receptores da familia TIM sdo TIM-1, TIM-3 e TIM-4. O
receptor TIM-1 € expresso por linfécitos Th2 e células epiteliais (Kondratowicz et al., 2011);
TIM-3 € expresso por linfocitos Thl (Monney et al., 2002); e TIM-4 € expresso por células
apresentadoras de antigeno, como macrofagos e células dendriticas (Kobayashi et al., 2007),
que sdo os primeiros alvos dos flavivirus. J4 a familia de receptores TAM se apresenta em
TYRO3, AXL e MER (Lai; Lemke, 1991). O receptor TYRO3 € encontrado no sistema nervoso
central, enquanto que MER e AXL podem ser encontrados em células apresentadoras de

antigeno, como mondcitos e macréfagos (Rothlin; Lemke, 2010). Os receptores TIM e TAM



possuem a funcdo atrelada a fagocitose de células apoptdticas, processo denominado
eferocitose, e regulacdo da imunidade inata e adaptativa (Freeman et al., 2010; Anderson et al.,
2003; Rothlin et al., 2007). A expressao ectdpica de TIM-1, TIM-4, TYRO3 e AXL aumenta
com a infec¢do de flavivirus, como dengue e febre amarela (Kuadkitkan et al., 2010). Além
disso, sabe-se que TIM-1 € importante para a permissividade por flavivirus, visto que o seu
silenciamento inibe a entrada do virus e que a expressdo endégena de AXL € importante na

infeccao de astrocitos (Kuadkitkan et al., 2010).

ApOs a ligacao do virus aos receptores, ele € endocitado e permanece dentro de
uma vesicula revestida por clatrinas, que vai se ligar no endossoma primario presente no
citoplasma celular (Mukhopadhyay; Kuhn; Rossmann, 2005; Smit et al., 2011). A acidez no
interior do endossoma provoca uma mudanca na conformacdo da proteina E, na qual sofre o
processo de trimeriza¢do. A mudanga conformacional permite a exposi¢do do peptideo de fusdao
que vai culminar com a fusdo do envelope com a membrana do endossomo (Smit et al., 2011;
Kaufmann; Rossmann, 2011). A partir desta etapa, ocorre a liberagdo do nucleocapsideo. No
citoplasma, o capsideo é dissociado e o RNA viral € liberado para ser replicado (Figura 3)
(Mukhopadhyay; Kuhn; Rossmann, 2005). Como produto da tradu¢do, ocorre a geracido de
uma poliproteina precursora que € processada pela maquinaria celular e por proteinas do virus,
formando as proteinas estruturais (E, M e C) e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 (Figura 2) (Fernandez-Garcia et al., 2009).
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Figura 2: Esquema do genoma do virus da febre amarela com a poliproteina formada apés a traducao e
das proteinas virais. O genoma de flavivirus possui um tnico quadro de leitura aberta que tem em torno de 10
kb que codifica as proteinas estruturais (em azul) e proteinas nao-estruturais (em verde), o 5’-CAP e regides nao
traduzidas (UTR) 5’ e 3°. Apos a tradug@o, ocorre a formagdo de uma poliproteina precursora imatura que € clivada
por proteases celulares (seta vermelha), proteases virais (setas laranja) e protease desconhecida (seta amarela),
formando trés proteinas estruturais (em azul) e sete proteinas ndo estruturais (em verde). Adaptado de Pastorino
et al., 2010.

A replicacdo ocorre no citoplasma e no reticulo endoplasmatico rugoso da célula.
Inicialmente, ocorre a transcricio do RNA de polaridade negativa, que € o intermedidrio
replicativo, visto que o RNA do genoma do virus € de polaridade positiva. Esta etapa € feita
pelo complexo de replicacdo composto de proteinas ndo estruturais (Lindenbach et al., 2007;
Fernandez-Garcia et al., 2009). A molécula de RNA de polaridade negativa serd usada como
molde para sintese de novas moléculas de polaridade positiva, que formardo o nucleocapsideo
(Lindenbach et al., 2007; Fernandez-Garcia et al., 2009). As particulas imaturas, que sdo
inicialmente formadas no limen do reticulo, passam a ser infecciosas ao entrarem em contato
com o complexo de Golgi, no qual vai ocorrer a clivagem de prM em M com atuacao de furinas,
ocorrendo a liberacdo de peptideo pr. A particula infecciosa (madura) vai para o meio
extracelular por exocitose nas vesiculas de Golgi (Figura 3) (Mukhopadhyay; Kuhn;

Rossmann, 2005; Lindenbach et al., 2007; Fernandez-Garcia et al., 2009).
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Figura 3: Biossintese de particulas virais por flavivirus. Os flavivirus ao entrar em contato com a superficie de
células suscetiveis, em primeiro momento, interagem com fatores de ligacdo, em seguida, interagem com
receptores de ligacdes especificas que vao atuar na internaliza¢do endocitica do virus. O receptor DC-SIGN ¢é
presente em células dendriticas, o receptor de manose € presente em macréfagos, e os membros da familia de
fosfatidilserina TIM, fazem parte do dominio de mucina de imunoglobulina de células T, e TAM, sdo receptores
de proteina quinase de tirosina 3. Apds ligacdo especifica, as particulas virais entram por uma via dependente de
clatrina. Ocorre a entrada de fons H+ dentro da vesicula que culmina na acidificagdo do ambiente endossomal que
permite a fusdo da membrana do virus com a do endossoma. Dessa forma, o RNA viral de polaridade positiva é
liberado para o citoplasma da célula que serd reconhecido pelo ribossomo que realiza a tradugdo, colimando na
producdo de uma poliproteina precursora. Apds o processamento por proteases virais e celulares, inicia-se a
replicacdio viral na membrana do reticulo endoplasmdtico com a sintese de um intermedidrio replicativo de
polaridade negativa, que serve de molde para a producdo do genoma. O RNA viral de polaridade positiva é
encapsidado e brota do limen do reticulo endoplasmatico, seguindo para o complexo de Golgi. Em seguida, as
particulas sofrem maturacio pela clivagem do peptideo prM em M por agdo de furinas. Ao final, as particulas sdo

liberadas dentro de vesiculas por exocitose. Adaptado de Neufeldt et al., 2018.



1.1.3. Ciclo biolégico da Febre Amarela

O virus da febre amarela é transmitido por mosquitos vetores do género Aedes, Sabethes
e Haemagogus sp (Kaul et al., 2018; Javelle; Gautret; Raoult, 2019). O virus da febre amarela
circula no ambiente urbano, silvestre (enzodtico) e intermedidrio (Figura 4) (CDC, 2023). O
ciclo silvestre ocorre em florestas e se mantém entre mosquitos vetores, como Aedes spp.,
Haemagogus spp. e Sabethes spp, e primatas ndo humanos (PNHs). Um individuo, como um
viajante ndo vacinado, pode ser infectado nas florestas e retornar as cidades no periodo de
viremia, iniciando o ciclo urbano. Nas cidades, o virus da febre amarela circula entre o
mosquito vetor, o Aedes aegypti, e humanos (Vasconcelos, 2003). O ciclo intermediario, que
apenas existe em 4reas rurais da Africa que fazem fronteira com savanas ou florestas, se
mantém entre mosquitos, PNHs e humanos. Neste ciclo, os vetores do género Aedes spp. (Ae.
furcifer, Ae. bromeliae, Ae. luteocephalus) semi-doméstico teriam a funcao de transmitir para
a populacgdo residente proxima as florestas (Germain, 1982; CDC, 2023).

A erradicacdo da febre amarela ndo € possivel, pois a mesma é mantida pelo ciclo
silvestre, natural, no qual o vetor transmite o virus para os seus descendentes (via transovariana)
(Chambers et al.,1990) e por PNHs que vivem naturalmente nesse ambiente servindo como
reservatorio e amplificadores da infeccdo (Rodhain, 1991). Os PNHs da América sdo menos
resistentes 2 infecgdo do que os oriundos da Africa. Dessa forma, um primata americano, ao
ser infectado, geralmente, adoece e morre, sendo um indicativo da circulagdo do virus pelo
continente. Os sobreviventes se tornam imunes a febre amarela (Rodhain, 1991). Por outro
lado, a infeccao geralmente ocorre assintomadtica ou branda nos PNH africanos, por serem mais
resistentes e, desta forma, torna-se mais dificil a detec¢do da circulacdo do virus pelo continente

africano (Rodhain, 1991).
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Figura 4: Ciclos bioldgicos da Febre Amarela. Esquema representativo dos ciclos silvestre, urbano e
intermediario. O ciclo silvestre ocorre em florestas e é mantido entre mosquitos silvestres do género Aedes,
Haemagogus e Sabethes e hospedeiros PNHs. J4 o ciclo urbano ocorre nas cidades e entre a espécie de mosquito
Aedes aegypti e hospedeiros humanos. Por outro lado, o ciclo intermedidrio ocorre apenas em dreas de savana na
Africa e é mantido por mosquitos semi-domésticos do género Aedes que transmitem para hospedeiros humanos e

PNHs. Adaptado de Shinde et al., 2022.
1.2. Epidemiologia da Febre Amarela

A febre amarela acomete principalmente as populacdes da Africa Subsaariana e tropical
da América do Sul (Figura 5 e Figura 6). A maior parte dos casos que ocorrem anualmente sdo
decorrentes do ciclo silvestre ou intermedidrio, entretanto ciclos urbanos podem ocorrer

periodicamente na Africa (CDC, 2018).
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Figura 5: Areas de risco de transmissao da Febre Amarela na Africa. Em amarelo, estdo destacadas as regides
nas quais a vacina contra a febre amarela é recomendada. Em verde, estdo destacadas as regides nas quais a vacina
contra a febre amarela geralmente nio é recomendada. Em cinza, estdo destacadas as regides nas quais a vacina

contra a febre amarela nido é recomendada. Retirado de Centers for Disease Control and Prevention — CDC, 2018
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Figura 6: Areas de risco de transmissdo da Febre Amarela na América do Sul. Em amarelo, estdo destacadas
as regides nas quais a vacina contra a Febre Amarela é recomendada. Em laranja, estdo destacadas as regides nas
quais a vacina contra a febre amarela passou a ser recomendada desde o surto de 2017. Em verde, estdo destacadas
das regides nas quais a vacina contra a febre amarela geralmente ndo é recomendada. Em cinza, estdo destacadas
as regides das quais a vacina contra a febre amarela ndo é recomendada. Retirado de Centers for Disease Control

and Prevention — CDC, 2018

No periodo de 1985 a 2012, nas Américas, 95% dos casos da doenga foram notificados
por Peru (54%), Bolivia (18%), Brasil (16%) e Colombia (7%) (OPAS, 2015). De 2000 a 2013,
foram confirmados laboratorialmente 1.100 casos notificados das Américas, com Brasil e Peru
lideres dos maiores nimeros (OPAS, 2015).

Mais especificamente no Brasil, em 2016, ocorreu um surto de febre amarela que foi

registrado como o mais grave das ultimas décadas. Entre julho de 2016 e abril de 2017 foram
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confirmados 691 casos e 220 6bitos e entre julho de 2017 e abril de 2018 foram confirmados
1127 casos e 328 6bitos (Almeida, 2020). Esse surto se propagou para o leste do territério
brasileiro, no qual a cobertura vacinal € menor, atingindo a populacdo local. Os casos
notificados foram classificados como febre amarela silvestre, que abrange os limites entre dreas
urbanas e silvestres ou rurais, e em areas matas e rios (BioFiocruz, 2017). Além disso, os casos
de epizootias em PNHs frequentemente sao confirmados em estados brasileiros que foram
considerados livres do virus por quase 70 anos (Ministério da Sadde, 2022).

Em 2018, a estimativa global era de 200.000 casos de febre amarela por ano, com
30.000 mortes, com 90% dos casos ocorrendo na Africa, 0 que se deve a alta densidade de
vetores proximos a um grande nimero de pessoas ndo vacinadas (CDC 2018). Dos individuos
que desenvolvem a doenga grave, 20% a 50% morrem (CDC, 2018).

Entre julho de 2019 e junho de 2020, foram notificados 19 casos confirmados no Acre,
Para e Santa Catarina. De julho de 2020 a junho de 2021, foram notificados 9 casos
confirmados no Pard e Santa Catarina. J4 entre julho de 2021 e junho de 2022, foram
confirmados 5 casos de febre amarela com 4 6bitos, no Para e Tocantins. Todos os casos eram
de individuos do sexo masculino, entre 20 e 29 anos. Quatro dos casos ndo eram vacinados e
um tinha recebido a vacina em 2018. Os cinco individuos foram expostos a areas silvestres
e/ou florestais. Entre julho de 2021 e mar¢co de 2022 foram notificadas e registradas 1267
epizootias em PNHs suspeitos de febre amarela, das quais 26 (2,1%) foram confirmadas no
Para (1), Minas Gerais (20), Santa Catarina (3) e Rio Grande do Sul (2) (OPAS, 2022).

Entre 1 de janeiro de 2021 a 7 de dezembro de 2022, foram notificados a OMS 203
casos confirmados e 252 casos suspeitos com 40 mortes (letalidade de 9%) na Africa. Isso se
explica pela maior propagacdo e amplificacdo da febre amarela decorrente de uma populagdo
de baixa imunidade, dinAmica de transmissdo viral e fatores ambientais que contribuem para a
disseminagdo do vetor Aedes (WHO, 2023).

Em 2022, foram notificados casos confirmados de febre amarela na Bolivia (cinco
casos), Brasil (cinco casos) e Peru (trés casos) (OPAS 2022).

A febre amarela é uma doenca sazonal, possui época do ano de maior transmissao. Na
Africa, esse periodo corresponde entre julho e outubro, enquanto que no Brasil, corresponde
entre janeiro e margco (Monath, 2002). Isto se explica devido a maiores temperaturas e periodo
de chuvas nesses meses, acarretando uma maior proliferacdo do mosquito vetor e diminuicao
do periodo de incubagdo extrinseca do virus (Reiter, 2001; WHO, 2013).

Periodicamente, ocorrem surtos isolados ou epidemias de impacto na saide publica

(Pastorino et al., 2010). Isto acontece devido a populacdo residente em dreas de risco e viajantes
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ndo vacinados. Em torno de 400 milhdes de pessoas precisam de vacinag@o para atingir a
cobertura populacional de 80%, recomendada pela OMS (Kaul et al., 2018). A vacina contra a
febre amarela foi introduzida nos programas de imunizagdo infantil de rotina em 36 dos 40
paises que estdo classificados como dreas de risco da Africa e da América do Sul. Entretanto
nestes paises, a cobertura vacinal € estimada em 47,1%, um valor muito baixo para o controle
da doenga. A pandemia do COVID-19 contribuiu para que as atividades de vacinacio que eram
rotineiras se tornassem um desafio, visto que no periodo de 2020 e 2021, a cobertura da vacina
reduziu em 6 dos 13 paises com dreas endémicas. O impacto da pandemia do COVID-19
dificultou as atividades de vacina¢do como um todo (OPAS, 2023). A escassez vacinal e alta
circulacao do virus apontam o crescente risco de (re)introdu¢do em centros urbanos altamente

povoados (Shearer et al., 2018).

1.3. Vacina contra Febre Amarela

Em 1927, o virus da febre amarela foi isolado pela primeira vez através do sangue do
paciente de 28 anos, chamado Asibi (Frierson, 2010). A partir do isolamento, a amostra Asibi
foi inoculada em macaco Rhesus (Macaca mulatta), modelo animal suscetivel a infec¢do
(Stokes; Bauer; Hudson, 1928). Em seguida, Max Theiler iniciou um estudo, no qual foram
realizadas passagens do virus em PNH, na qual todas resultaram na morte do animal. Em 1928,
foram realizadas 75 passagens com inoculag@o intracerebral em camundongos. Neste trabalho,
diferentemente do ocorrido com macacos, os camundongos chegaram a 6bito em tempos cada
vez mais curtos apds a inoculagdo intracerebral (Theiler, 1930). Em 1932, novos estudos foram
iniciados com as passagens do virus, entretanto, desta vez in vitro utilizando culturas de
embrides de galinha (Haagen; Theiler, 1932).

A amostra vacinal 17D foi obtida apds 18 passagens em culturas de tecidos
embriondrios de camundongos (Lloyd; Theiler; Ricci, 1936), 58 passagens em cultura de tecido
de embrides de galinha e 144 em cultura de tecido de embrido de galinha desnervado (Frierson,
2010). Desta cepa vacinal 17D, foram feitas 195 passagens em cultura de tecido embriondrio
de galinha desnervado e em ovos embrionados de galinha obtendo-se a cepa vacinal 17DD
(Monath, 2005). A cepa vacinal 17DD € a utilizada no Brasil, na passagem 285 (Monath, 2005).

Apesar da existéncia de uma vacina segura e eficiente contra a febre amarela,
existem relatos de doenca neurotrépica (proliferacio do virus no sistema nervoso) e
viscerotrépica (infec¢do pansistémica similar a forma grave da doenca) ligado a vacina

(Barrett; Teuwen, 2009; Pulendran, 2009; Rowland; Plackett; Smith, 2012).
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Entre o segundo e trigésimo dia apds a vacinagdo, pode ocorrer o
desenvolvimento de sindromes relacionadas a doenca neurotrépica, como encefalite, doenca
autoimune do sistema nervoso central ou periférico, e sindrome de Guillain-Barré, com sinais
e sintomas como febre alta, cefaleia, encefalite e disfuncdes neuroldgicas focais (Barrett;
Teuwen, 2009; Pulendran, 2009). Casos de doenca neurotrépica decorrente da vacinac¢io
acomete em principalmente individuos com extremos de idade (menores de 6 meses e acima

de 60 anos) e imunossuprimidos (Kitchener, 2004; CDC, 2020).

Entre o segundo e o quinto dia apds a vacinagdo, pode ocorrer o desenvolvimento
da doenca viscerotropica ligada a vacina, que € similar a doenca grave, caracterizada pela
faléncia multipla dos 6rgdos. Os individuos podem apresentar sinais € sintomas como febre
alta, ictericia, oliguria, artromialgia, bilirrubina elevada, linfopenia, trombocitopenia,
instabilidade cardiovascular, até hemorragias, insuficiéncia respiratoria e faléncia hepatica e
renal (Pulendran, 2009; Rowland; Plackett; Smith, 2012). A doenga viscerotropica e
neurotrépica decorrente da vacinacio sdo eventos adversos graves que sdo raros, acometendo
1 em 250.000 individuos. Entretanto, a taxa de mortalidade da doeca neurotrépica é menor que
5%, enquanto que a doenca viscerotropica ligada a vacina pode chegar a 60% de mortalidade

(Vasconcelos et al., 2001; Pulendran, 2009; Barrett; Teuwen, 2009).

1.4. Quadro clinico da Febre Amarela

A doenca amarilica pode causar vérios quadros: subclinico, leve, moderado e grave.
Dessa forma, o individuo pode ser assintomadtico, apresentar sintomas gripais leves e até
hemorragia e ir a 6bito (Monath; Barrett, 2003). O quadro grave € caracterizado por uma
doenca sist€émica com viremia alta, lesdes principalmente no figado, no rim e no miocardio,
podendo levar a faléncia hepato-renal, hemorragia e choque (Pastorino et al., 2010; Simon;
Hashmi; Torp, 2017). Este quadro apresenta uma taxa de mortalidade de 20 a 50% (Monath;
Barrett, 2003). No hospedeiro humano, o periodo de incubacio € de 3 a 6 dias e trés estagios
clinicos da febre amarela classica sdo descritos: periodo de infecc@o, remissdo e intoxicagao
(CDC, 2020). O periodo de infecc¢do acontece apds o repasto sanguineo da fémea do mosquito
infectada e o periodo de incubagdo do virus, com dura¢do em torno de 3-5 dias. Este periodo é
caracterizado pela alta viremia com sinais e sintomas inespecificos que caracterizam a forma
leve ou moderada (Vasconcelos, 2003), como mal-estar, cefaleia, nauseas, vomitos, febre alta,

dor nas costas e dor muscular (Gardner; Ryman, 2010; Quaresma et al., 2013). Em seguida,
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inicia-se o periodo de remissdo (2-12 horas), o qual os sintomas desaparecem e o individuo se
recupera da doenca (Gardner; Ryman, 2010). Entretanto, para alguns individuos, este cendrio
pode ser uma “falsa-cura” e o paciente volta a piorar progressivamente, caracterizando o
periodo de intoxicacdo, o qual ocorre um quadro viscerotropico grave com faléncia hepato-
renal, ictericia, instabilidade cardiovascular e hemorragia (Monath; Barrett, 2003). Caso ainda
persista, a doenga evoluiu para um quadro maligno com disfun¢do de multiplos 6rgados, febre
hemorrigica e todos os sintomas cldssicos (ictericia, vomito negro e instabilidade cardiaca)

(Figura 7) (Quaresma et al., 2013).

Febre, Dor de

'cabega, M\t;gla ~ PERIODO DE INFECGAO

Def_ervescéncia e
Mitigagao dos PERIODO DE REMISSAO RECUPERAGAO

sintomas

Febre, Ictericia, ) _
Faléncia Renal e PERIODO DE INTOXICACAO
Hemorragia

CONVALESCENCIA/
- AO

Figura 7: Fases clinicas da forma classica da Febre Amarela. O periodo de infec¢do, que ocorre logo apds a
picada da fémea dos mosquitos vetores infectados com o virus da febre amarela, se caracteriza por sinais e
sintomas inespecificos, como febre, dor de cabeca, mialgia, ndusea e vomito. Em seguida, inicia-se o periodo de
remissdo que ocorre em torno de 24h, sendo caracterizado pela mitigacdo dos sintomas. A maioria dos pacientes
se recuperam. Entretanto, alguns individuos entram no perfodo de intoxicagdo, caracterizado por febre, ictericia,
faléncia renal e hemorragia. Parte destes individuos se recuperam, mas a maioria dos individuos que apresentam

o quadro de intoxicac¢do evoluem para o ébito. Adaptado de Gardner & Ryman, 2010.
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Apesar de 90% dos casos de febre amarela serem leves, e outros 10% graves,

estes apresentam alta taxa de letalidade de até 50% (Figura 8) (Vasconcelos, 2003).

5-10% 444
10-20%
20-30%400
40-65%

Febre e ictericia

‘MFebre e cefaléia

Figura 8: Distribuiciao das formas clinicas da Febre Amarela. A maioria dos individuos infectados pelo virus
da febre amarela apresentam a infeccao assintomdtica. Em torno de 20-30%, apresentam a forma leve e moderada;
10-20% apresentam a forma grave; 5-10% apresentam a forma maligna. Dos individuos que apresentam a forma

maligna, 50% evoluem ao 6bito. Retirado de Vasconcelos, 2003.

1.5. Cepa PR4408 do virus da Febre Amarela

O gendtipo mais frequente no Brasil € o sul-americano I (Monath e Vasconcelos 2015).
Dentro do gendtipo I da América do Sul, existem 5 linhagens de 1A a 1E que ja foram
associadas a epidemias. Desde 2008, apenas a linhagem 1E foi detectada no Brasil (de Souza
et al., 2010). Os surtos de febre amarela no Brasil em decorréncia da disseminacdo do virus
estdo associados a uma cepa moderna que pertence ao genotipo 1E da América do Sul (Figura

9) (de Souza et al, 2010).
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Figura 9: As sequéncias do virus da Febre Amarela que carregam a assinatura molecular do YFV 2000-

2010. Genétipos que pertencem a linhagem 1E moderna sinalizados em roxo. Retirado de Furtado et al., 2022.

A cepa utilizada neste estudo foi a PR4408, pertencente a linhagem 1E, relacionada a

um grande surto que ocorreu em 2008, no Rio Grande do Sul (RS, Brasil), na fronteira com

Uruguai e Argentina (Delatorre et al., 2019). A PR4408 foi isolada de um macaco bugio do

género Alouatta spp. (Delatorre et al., 2019) e possui quatro modifica¢des de aminoécidos nas

proteinas NS (NS1 284; NS3 182; NS5 95 e 839) (Furtado et al., 2022).
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Figura 10: Representaciao esquematica da composicao genémica da PR4408. A poliproteina precursora viral
é representada pelos retangulos, e assinatura molecular que a diferencia os grupos € descrita. As mudancas de
aminodcidos de cada isolado sdo representadas nos respectivos retangulos. Adaptado de Furtado et al., 2022.

Esta cepa apresenta alteracdoes de aminodcidos em NS3 e NS5 que sdo proteinas
atuantes no ciclo replicativo viral, além de interagirem com vdrias proteinas do hospedeiro,
com funcdes bioldgicas de trafego celular, ligagdo a RNA e modulagdo de transcrigdo (Le
Breton et al., 2011). Como poliformismos de aminoacidos nas proteinas NS sdo importantes
alvos de selecdao positiva em flavivirus (Sironi et al., 2016), estudos recentes buscaram
estabelecer o papel funcional das variacdes em NS3 e NS5 desta cepa, que foi responsadvel por
epizootias e casos humanos da doenga no Brasil, ressaltando a importancia da vigilancia
gendmica e a caracterizagdo molecular (Brasil, 2019). MutacOes genéticas em virus podem
acarretar em mudancgas em seus aspectos do ciclo bioldgico, como em uma competéncia
vetorial do artrépode, fitness viral no hospedeiro mamifero, que possivelmente ¢ uma das
causas para surtos sem precedentes e sua disseminagdo por locais ainda ndo alcangados
(Tsetsarkin et al., 2007; Malikovic et al., 2019; Liu et al., 2021).

Das cepas de febre amarela analisadas no estudo, o isolado PR4408 apresentou maior
infectividade em células de mamifero, como células VERO (linhagem epitelial renal de macaco
verde) e células HepG2 (linhagem de cancer hepatico), além de maiores taxas de morte celular.
Em contrapartida, esta cepa apresentou menores taxas de replicacdo em células de mosquito,
como Aag2. Além disso, ao serem tratadas com interferon (IFN) tipo I (IFN-a e IFN-B), este
isolado apresentou titulos virais elevados (Figura 11) e maior viruléncia em camundongos
BALB/c. Estes resultados sugerem que a PR4408 possui uma capacidade maior de se replicar
em células de mamiferos e possivelmente modulam efetivamente a resposta antiviral celular

contra IFN tipo I, o que a torna mais virulenta (Furtado et al., 2022).
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Figura 11: Analise estatistica da replicacio viral de cepas circulantes no Brasil na presenca de IFN-a (A),
IFN-p (B) e citotoxicidade em células Vero (C). (A) Anilise estatistica da replicagdo viral na presencga de IFN-
a. (B) Andlise estatistica da replicagdo viral na presenca de IFN-f (C) Citotoxicidade induzida por virus 24h pds-
infeccdo em células Vero em multiplicidade de infecgdo (MOI) 0,1. A cepa PR4408 do virus da febre amarela
apresentou menor sensibilidade ao IFN tipo-I e induziu maior citotoxidade em células VERO. Retirado de Furtado

etal.,2022.

1.6. Patogénese e patologia da Febre Amarela

Existem duas formas de desenvolvimento da febre amarela: a neurotrépica e a
viscerotropica (Quaresma et al., 2013). A primeira estd majoritariamente relacionada a um
efeito colateral da vacina pelo virus atenuado. Apesar de raro, pode levar a quadros de
encefalite, febre, cefaleia e disfuncao neurolégica. Esta forma atinge principalmente criangas
menores de seis meses, idosos acima de 60 anos e pessoas imunocomprometidas (Kitchener,
2004; CDC, 2020). Entretanto, a forma visceral € a cldssica decorrente do repasto sanguineo
da fémea do mosquito vetor infectada que transmite para o hospedeiro por meio da sua saliva
contendo virus. Apds a sua entrada, os virus entram em contato e infectam as células dendriticas
da epiderme (local da picada), a partir disso, estas células apresentadoras de antigeno migram
para os linfonodos regionais para realizagdo da funcdo antigénica. Apds o contato, comeca a
replicagdo viral nos linfonodos que se localizam perto da drea de repasto sanguineo. Com isso,
os virus ganham a corrente sanguinea caracterizando a viremia primdria. Devido ao acesso a
corrente sanguinea, o flavivirus infecta os rins, baco, corag¢do, pulmao e o figado, sendo este

ultimo o 6rgdo mais afetado (Figura 12) (Vieira et al., 1983; Monath, 2001).
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Figura 12: Esquema da Patogénese da Febre Amarela. (1) No dia 0, a fémea do mosquito vetor do género

Aedes, Haemagogus e Sabethes infectado com o virus da febre amarela, que através da sua saliva, transmite o
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virus para o individuo. (2) Apés a sua entrada, os virus infectam as células dentriticas da epiderme e (3) migram
até o linfonodo mais préximo. Nos linfonodos, o virus iniciA a replicagdo viral em drea préxima de repasto
sanguineo e conseguem acesso a corrente sanguinea, atingindo o figado entre 1-2 dia pds infeccdo e coragdo, bago
e rins entre 2-3 dias pds-infecgdo.(4) Ao chegarem no figado, as primeiras células a serem acometidas pelo virus
da febre amarela sdo as células de Kupffer, os macréfagos residentes. Do 2-4 dia pés-infec¢do, inicia-se a infec¢do
dos hepatdcitos. A partir do dia 5-7, s@o observados apoptose dos hepatdcitos e necrose em zona intermedidria
que se estedem até o 8-10 dia, causando quadro de ictericia no individuo. (5) O coracido também € um dos 6rgaos
cometidos pela febre amarela, que apresenta entre 9-11 dias pos infeccdo apoptose de células do miocardio que
culmanam em quadros de hipertensdo. (6) O flavivirus chega até o bago e levam a quadros de leucopenia e
esplenomegalia. (7) Os rins, e a infec¢do em todos os demais 6rgéos, leva a producio de citocinas como TNF, IL-
2 e IFN alfa e gama, que serdo responsdveis por ativar linfécitos TCD4+ e TCD8+, que irdo atuar de forma a
reduzir a carga viral, combatendo a infec¢do. Entretanto, a producdo de citocinas também pode levar a dano
microvascular, gerando uma hipotensdo e hemorragia, culminando em pré-insufiencia renal e necrose dos tibulos
renais entre 9-11 dias pdés-infec¢do. Todos esses danos teciduais podem culiminar em choque, andxia, acidose

metabdlica, levando o individuo a ébito. Adaptado de Monath, 2001

As primeiras células do tecido hepatico a serem infectadas sdo as células de
Kupffer, que sdo macréfagos residentes. Além disso, existe uma predominéncia de infeccao de
hepatdcitos na zona intermedidria do figado (Vieira et al., 1983; Monath, 2001). No figado,
sdo observados microesteastose e esteatose que sdo caracteristicos da infec¢do por flavivirus
em geral, como o virus da febre amarela. Conforme o avango da doenca, iniciam-se os achados
histologicos como apoptose de hepatdcitos e corpusculos de Councilman-Rocha Lima
(acidofilicos) que sdo caracteristicos da infec¢do. O dano ao tecido hepético esta relacionado a

ictericia, principal sinal da febre amarela (Vieira et al., 1983).

No figado, a regido de maior acometimento € a zona intermediéria (zona 2),
quando comparado com a zona 1 e 3 (Figura 13). Isto esté relatado tanto em casos humanos,
quanto em modelos de macacos e hamsters (Quaresma et al., 2013). Em estudos anteriores,
propuseram que o virus da febre amarela possui maior tropismo pelas células pertencentes a

zona 2, comprovado pelo maior nimero de antigenos ali localizados (Hall ez al., 1991).
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Zonas Veia central

Figura 13: Acinos hepaticos evidenciando as zonas do Iébulo. O tecido hepético pode ser dividido em zonas
entre a veia central e duas triades hepaticas, compostas pela artéria hepética, ducto biliar e veia hepética. A zona
1 € localizada mais préxima as triades centrais, a zona 2 € a intermediaria e a zona 3 € localizada mais préxima a
veia central. Retirado de Ross, 2016

Os corptsculos de Councilman Rocha-Lima, apesar de maior predominancia em
zona intermedidria, sdo achados histopatoldgicos hepaticos tipicos da febre amarela possiveis
de serem observados por todo o tecido (Figura 14 e 15) (Quaresma, Fernandes, et al., 2005;
Quaresma et al., 2006a; Quaresma et al., 2006b; Quaresma et al., 2007). Tanto em humanos
quanto nos modelos de macaco Rhesus e hamster sirio, apresentam achados patoldgicos de
corpusculos acidofilicos no tecido hepatico (Klotz; Belt, 1930; Monath, 2001; Monath; Barrett,
2003; Quaresma et al., 2005; Xiao et al., 2001). Estes achados podem se apresentar como dreas
bem definidas de condensac¢do eosinofilica no citoplasma, citoplasma totalmente condensado
e eosinofilico com nucleo picnético, ou como massas com auséncia de nicleo dentro de
trabéculas ou no limen dos sinusdides (Quaresma et al., 2005). Os corpuisculos sdo hepatdcitos
em apoptose que sio positivos para o antigeno do virus da febre amarela e para o receptor de

morte FAS (Quaresma et al., 2006a; Quaresma et al., 2006b).



Figura 14: Histologia do figado de um paciente infectado pelo virus da Febre Amarela, corado por
Hematoxilina e Eosina (400x). Corpusculo de Councilman Rocha-Lima (tridangulo vazio), necrose litica
(triangulo preenchido), esteatose microvesicular (seta). Retirado de Quaresma et al., 2005.



22

Figura 15: Histologia de um figado de um caso fatal de Febre Amarela submetido a transplante hepatico.
Hepatdcitos com esteatose (circulo preto) e degeneragdo acidolifica (Corptisculo de Councilman Rocha-Lima
(seta preta) e hiperplasia das células de Kupffer (seta branca) na regido mediozal). Retirado de Duarte-Neto et
al., 2019.

E possivel identificar células de Kupffer CD48+, células NK e citocinas como
TNF-0, INF-y e TGF-f na zona intermedidria hepdtica e no espago porta dos pacientes que vao

a 6bito em decorréncia da infec¢ao (Quaresma et al., 2006b).

A apoptose € o principal mecanismo de morte celular durante a infeccdo grave
pelo virus da febre amarela (Quaresma et al, 2005; Quaresma et al., 2006a; Quaresma et al.,
2006b; Quaresma et al., 2007). Além disso, sdo observados, principalmente na zona
intermedidria, necrose litica de hepatdcitos em dreas de inflamagao por linfécitos e neutréfilos

(Klotz; Belt, 1930; Quaresma et al., 2005; Quaresma et al., 2006b; Quaresma et al., 2007).

A apoptose e a necrose, juntamente com o edema e a esteatose, estdo associados
ainsuficiéncia hepética que ocorre ao longo da doencga grave, o qual também explicam elevados
niveis no sangue de alanina e aspartato aminotransferase (Tuboi et al., 2007). Nos hamsters
sirios, a lise dos hepatdcitos estd relacionada com o aumento da apoptose que ocorre ao longo

da progressao da infeccdo (Tesh et al., 2001; Xiao et al., 2001).
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A esteatose hepdtica ¢ um achado histolégico importante na febre amarela. A
esteatose microvesicular (Figura 14) é caracterizada por microgoticulas ou aspecto de mérula,
enquanto que a esteatose macrovesicular é caracterizada por células em volta de gordura com
nucleo excéntrico (Klotz; Belt, 1930; Monath; Barrett, 2003; Quaresma et al., 2005). A
esteatose ocorre predominantemente na regido intermedidria, assim como a necrose, € sua
intensidade estd atrelada ao estdgio de apoptose (Quaresma et al., 2005). Entretanto, é possivel
detectar sua presenca nas zonas 1 e 3 também (Klotz; Belt, 1930; Monath; Barrett, 2003;
Quaresma et al., 2005).

No espaco porta, é possivel observar infiltrado inflamatério, de intensidade
minima a moderada, com predominio de linfécitos (linfécitos T CD4+ e CD8+, linfécitos B
CD20+) e mondcitos (célula NK). O linfécito CD4+ € o predominante (Figura 16). As citocinas
(TNF-a, INF-y e TGF-P) também estdo presentes no espago porta e parecem modular a resposta
inflamatoéria (Quaresma et al., 2006b; Quaresma et al., 2013). Entretanto a resposta
inflamatodria local possui baixa expressao em comparagdo as lesdes nos hepatdcitos (Quaresma
et al., 2005; Monath, 2005), visto que a acdo proteolitica das células do sistema imune sobre
as c€lulas do estroma e matriz extracelular do figado é considerada minima (Strode, 1951). As
células de Kuppfer, que sdo as primeiras a serem infectadas pelo virus da febre amarela, além
de apresentarem antigenos para os linfocitos T, liberam TNF- a (Monath, 2001). Nas hepatites
pelo virus da Hepatite B e C, TNF-a e IFN- atuam induzindo apoptose nos hepatdcitos. A
citocina IFN-y, além do seu papel antiviral, ¢ um importante indutor da ativa¢do de macréfagos,
além proporcionar o aumento da expressdo de moléculas de MHC tipo I e II, dessa forma,
proporcionando uma maior apresentacao de antigenos aos linfécitos T e a ligacdo de células
TCD8+ as células do figado, induzido morte celular por apoptose (Bertoletti, Maini, 2000;
Willuweit et al., 2001). Entretanto, em relacdo ao virus da febre amarela, o papel de TNF-a e
IFN-y ainda ndo sdo totalmente compreendidos (Quaresma et al., 2006). A citocina TGF-3 é
um forte indutor de morte celular apoptética no figado, além de ter a capacidade de inibir a
resposta imunitdria celular, com isso em mente, acredita-se que essa citocina é muito
significativa em casos fatais de febre amarela humana, sendo um importante indutor de danos,
o que explicaria uma alta quantidade de células em apoptose em comparacao com uma resposta

inflamatoéria fraca que € observada (Quaresma et al., 2006).
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Figura 16: Histologia do figado de um paciente infectado com o virus da Febre Amarela, corado por
Hematolixina e Eosina (200x). Infiltrado inflamatdrio no espago porta mostrando células mononucleares e de
baixa intensidade (seta). Retirado de Quaresma et al., 2005.

Individuos que tiveram a forma grave da doenca e se recuperaram, possuem
achados histolégicos compativeis com os corpdsculos de Villela, caracterizados por
corpusculos de Councilman Rocha-Lima impregnado com pigmentos biliares (Strode, 1951).
Além disso, o figado dos individuos recuperados é totalmente reestruturado (Strode, 1951). O
modelo de hamster infectado com cepas africanas adaptadas também apresentou patologia
compativel com a doenga, com presenca de infiltrado inflamatério, esteatose, necroapoptose e

corpusculos acidofilicos (Xiao et al., 2001).

Os rins apresentam epitélio tubular com degeneracdo eosinofilica severa,
microesteatose (Monath; Barrett, 2003) e necrose tubular (Figura 17) (Duarte ef al., 2019). A
degeneracdo e necrose tubular também ocorrem no modelo de hamster sirio, apesar deste
achado ser inconsistente (Xiao et al., 2001). Através da técnica de imunohistoquimica, foi
identificado o antigeno do virus presente nas células dos rins, sugerindo que estas células
estejam participando da replicacdo viral, e consequentemente, propiciando lesdo ao tecido

epitelial tubular (De Brito et al., 1992). Neste tecido, ndo € possivel observar infiltrado de
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células inflamatdrias acentuado (Monath; Barrett, 2003). Os individuos que desenvolvem a
forma mais grave da febre amarela ndo apresentam alteragdes nos glomérulos renais, apesar da
deteccdo de albumindria (De Brito et al., 1992). Por outro lado, em macacos rhesus ocorre
lesdes na membrana basal da cdpsula de Bowman e € possivel detectar o antigeno do virus
presente nos glomérulos renais entre 2 e 3 dpi (Monath; Barrett, 2003), além de também
apresentarem edema e necrose tubular (Hudson, 1928). A congestdo de vasos sanguineos nos

rins € regularmente encontrada em casos humanos e ocasionalmente encontrada em tecidos de

macacos (Hudson, 1928).

Figura 17: Histologia do rim de primata nao humano (Saimiri spp.) infectado com o virus da Febre Amarela,
corado por Hematoxilina-Eosina (400X). Foco de necrose tubular (circulo azul). Retirado de Ferreira et al.,
2020.

No inicio da infeccdo no bago, ocorre o surgimento de células mononucleares no
interior e ao redor do foliculo. Depois, estes foliculos se dilatam e ocorre uma redugdo da
quantidade de células linféides. Posteriormente, os linfocitos desaparecem e ocorre um

predominio de macréfagos. Além do baco, esse processo ocorre também nos linfonodos e
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placas de Payer (Klotz; Belt, 1930). A infeccio em humanos inicialmente causa leucopenia,
principalmente neutropenia com trombocitopenia moderada (Monath; Barrett, 2003). Os
achados da necropsia do bago incluem esplenomegalia, congestao e hemorragias (Duarte et al.,
2019). Assim como em humanos, o modelo de macaco Rhesus também apresenta congestao,
pequenos nédulos linfiticos e um aumento da polpa vermelha (Hudson, 1928). Em modelo de
hamster sirio, € possivel observar necrose linfocitica e hiperplasia linfoide, caracterizada por
uma expansao e depois deplecdo da polpa branca, esta que foi acompanhada de com o aumento
do niimero de macréfagos esplénicos espumosos (Figura 19) (Xiao et al., 2001). A necrose de
linfécitos no centro germinativo do bago (Figura 18) também € proeminentemente observada

em macacos infectados experimentalmente (Monath et al., 1981; Engelmann et al., 2014).

Figura 18: Histologia do baco de macaco Rhesus infectado experimentalmente com o virus Febre Amarela,
corado por Hematoxilina-Eosina. Necrose germinativa no bago. (1) Macréfago ativado e (2) apoptose. Retirado
de Engelmann et al., 2014.



Figura 19: Histologia do baco de Hamster sirio infectado com virus da Febre Amarela, corado por
Hematoxilina e Eosina. Encolhimento dos foliculos linfoides com o aumento de macrdfagos esplénicos

espumosos (seta branca). Retirado de Xiao et al., 2001.
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Figura 20: Histologia do baco de caso fatal de Febre Amarela humana. Detec¢do do antigeno do virus da

febre amarela em células mononucleares no centro germinativo esplénico. Retirado de Duarte-Neto et al., 2019.

Por outro lado, o pancreas nio € comumente afetado em PNH e humanos
(Hudson, 1928), apenas em hamster que foi observado necrose parenquimatosa (Xiao et al.,

2001) (Figura 21).

Amarela, corado com Hematoxilina e Eosina (100x). Necrose do parénquima acinar. Retirado de Xiao et al.,
2001.

Apesar da febre amarela ser uma doenga descoberta ha muitos anos, diversos

aspectos sobre a sua patogénese e patologia ainda sao desconhecidos (Quaresma., et al 2013).

1.7. Modelos animais de estudo da Febre Amarela

1.7.1. Primatas nao humanos

Os PNHs sao hospedeiros naturais da doenga e podem atuar como reservatdrio e

amplificadores do virus da febre amarela em dreas endémicas (Julander, 2016). A infeccdo
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experimental, assim como a anélise de animais mortos em epizootias, permite o estudo da febre

amarela no seu hospedeiro natural.

As espécies de PNHs oriundas da Africa (especialmente os que ocorrem em dreas
endémicas) possuem maior tolerancia comparada com as espécies da América (Rodhain, 1991),
por isso, estes animais apresentam poucos sintomas além de febre e viremia. Entretanto, os
PNHs africanos, por apresentarem alta viremia, atuam na manuten¢do do ciclo silvestre, como
hospedeiros amplificadores (Beasley; McAuley; Bente, 2015; Monath et al., 2015). Ja os PNHs
neotropicais, como macaco bugio (Alouoatta spp.) e macaco-de-cheiro (Saimiri spp.), sao
suscetiveis a infec¢c@o pelo virus da febre amarela, e casos de epizootias fatais nestes primatas
do novo mundo, s@do um alerta da circulacio do virus e possivel infec¢do em humanos
(Sacchetto et al., 2020; Silva et al., 2020). O surto de 2016-2019 também foi significativo para
os PNHs do novo mundo, com 2590 infec¢des (Sacchetto et al., 2020; Silva et al., 2020). Os
PNHs africanos possuem maior tolerincia ao virus da febre amarela comparado aos PNHs
neotropicais, porque o virus teve a sua introducdo recente nas Américas, em torno de 400 anos
atrds (Bryant et al., 2007), dessa forma, o virus se mostra mais letal nestas espécies do que nos

hospedeiros originais oriundos da Africa, que coevoluiram com o virus (Hanley er al., 2013).

Dentre os PNHs, o macaco Rhesus (Macaca mulatta) é considerado o melhor
modelo de estudo, e possui a maioria dos dados de estudos de patologia de febre amarela. A
experimentacdo com macaco Rhesus comecou em 1928, e partir deste momento, o modelo é
utilizado a fim de compreender os aspectos clinicos, bioldgicos, imunoldégicos e
fisiopatolégicos da febre amarela (Monath et al., 1981; Engelmann et al., 2014). Além disso,
a fim de facilitar o estudo sobre a patogénese da febre amarela e a avaliagdo de seguranca e
eficacia da vacina 17D, foram utilizados macacos Rhesus, o qual foram submetidos a passagem
inicial e caracteriza¢do de isolados de virus da febre amarela (Stokes; Bauer; Hudson, 1928;
Lloyd; Theiler; Ricci, 1936). A doenga desenvolvida neste animal € muito similar, embora mais
grave, a doenga desenvolvida no ser humano, no qual 6rgaos como figado, rins, bago, pulmdes,
trato gastrointestinal e bexiga sdo significativamente afetados, caracterizando um modelo ideal
de pesquisa (Julander, 2016). Os animais evoluem ao 6bito 5 dpi depois de um periodo de febre
alta. Poucos antivirais foram testados contra a febre amarela no modelo de PNHs (Monath,

2008).

Apesar de representar um modelo ideal, com patologia similar a humana e

resposta imunoldgica intacta, utilizar PNHs se torna laborioso, custoso e requer instalagcdes
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especializadas e treinamento. Além disso, o nimero de animais se torna limitado devido a

restricdes éticas da experimentacdo e uma rigida regulamentacao (Shinde et al., 2022).

1.7.2. Camundongo

Os camundongos sdo naturalmente resistentes a infeccao por flavivirus, pois possuem
um determinante genético, mapeado para o gene 2’-5’-oligoadenilato sintetase 1b (Oaslb)
(Perelygin et al., 2002). Este gene é da familia oligoA sintetase 2'-5', agrupado no cromossomo
5. A proteina codificada por esse gene participa no sistema OAS/RNase L, o qual € regulado
por interferon, responsdvel por mediar a degradagdo do RNA com atuagdo na acao antiviral no
sistema imunoldgico inato de camundongos (Natiocinal Library of Medicine, 2023). Além
disso, uma versdo truncada deste gene foi encontrada em linhagens de camundongos de
laboratério suscetiveis, enquanto que o gene completo conferia resisténcia a flavivirus

(Perelygin et al., 2002).

Durante a infec¢do no hospedeiro natural, a proteina NS5 inibe a sinalizacdo do
interferon se ligando a proteina STAT-2, promovendo a degradagdo (Laurent-Rolle ez al.,
2014). No entanto, a STAT-2 de camundongos € resistente a esse mecanismo, dessa forma, a
sinalizacdo de interferon ndo € inibida e o virus € eliminado por IFN. Dessa forma, a STAT-2
de camundongos confere uma importante funcdo na resisténcia de camundongos ao virus da
febre amarela, o que limita a utilizagdo desse modelo no estudo da febre amarela (Laurent-

Rolle et al., 2014).

Além disso, assim como para o virus da febre amarela, outros flavivirus como o virus
da dengue e zika, a NS5 viral se liga a STAT-2 humana mas ndo a STAT-2 murina, que faz
parte da via de IFN tipo 1 (IFN-a/B). Entretanto, para o virus da dengue e zika, estudos mostram
que a NS5 destes virus foi capaz de interagir com STAT-2 humana em células murinas tratadas
com IFN-0/fB, o que ndo foi possivel com o virus da febre amarela (Miorin et al., 2019). Isto
ocorre em decorréncia da necessidade da poliubiquitinagdo K6 dependente de IFN tipo 1 em
células humanas, que nio ocorre em células de camundongos, que € necessdria para a ligacao
de NS5 do virus da febre amarela a STAT-2. Dessa forma, os camundongos se demonstram
limitantes para o estudo da patogénese de flavivirus, como o virus da febre amarela (Miorin et

al., 2019).
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Por outro lado, o uso de modelos de camundongos permite testar a melhor seguranca e
eficacia protetora de vacinas. A injecdo intracerebral é capaz de fornecer informagdes sobre o
potencial neurotropismo de vacinas feitas com virus atenuado. O teste de seguranca de novos
lotes de sementes de trabalho (WSL) da vacina 17D é realizado rotineiramente em

camundongos para verificar a seguranca antes da avaliacdio em PNHs e humanos (Moulin et

al., 2013).

Os camundongos possuem uma alta disponibilidade de reagentes e linhagens de animais
bem definidas. Além disso, possuem um tamanho pequeno e alta disponibilidade de animais.
E considerado um modelo animal acessivel economicamente e sdo de facil manuseio (Shinde
et al., 2022). Por estes fatores, diversos estudos buscam utilizar modelos geneticamente

modificados suscetiveis a infec¢do ou estudam tentativas de adaptar o virus a este modelo

(Julander, 2016).

Sao utilizados modelos de camundongos deficientes nas principais vias de antivirais.
Estes animais sdo suscetiveis a infeccdo por cepas atenuadas de febre amarela. Os
camundongos deficientes para o receptor de IFN-o/p e IFN-y (AG129) sdo mais suscetiveis a
infeccdo pelo virus da febre amarela e desenvolvem a doencga viscerotrdpica, além da
neurotrépica (Meier et al., 2009). Entretanto, ao utilizar modelos deficientes, ndo € possivel ter
uma resposta imunoldgica fidedigna ao comparar com modelos imunocompetentes, pois a sua
resposta imunoldgica inata € comprometida (Julander, 2016). Os estudos até 0 momento para
o estabelecimento de um modelo viscerotrépico letal em camundongos imunocompetentes nao

obtiveram sucesso (Shinde er al., 2022).

1.7.3. Hamster sirio

Hamsters, assim como o camundongo e roedores em geral, também possuem
resisténcia intrinseca a flavivirus, devido a sua resposta de IFN (Perelygin et al., 2002), dessa
forma, necessitando de um virus adaptado (Tesh et al., 2001). Entretanto, o hamster sirio se
mostrou um hospedeiro suscetivel a infec¢ao pelo virus da febre amarela. Em estudos anteriores
foram feitas adaptacdes em duas cepas, Jimenez (p.10) e Asibi (p.7), por passagens seriadas.
Em 2001, Tesh e colaboradores estabeleceram um modelo de hamster sirio para a cepa Jimenez,
apo6s 10 passagens seriadas (Jimenez p.10). Neste trabalho, os animais apresentaram, viremia

detectdvel em 24h pds-infeccdo, permanecendo por até seis dpi; manifestacdes clinicas de
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letargia, perda de apetite e pelo erigado (5-6 dpi); necrose hepdtica (3 dpi) e alterag@o da funcdo
hepdtica (4-6 dpi), com regeneracdo a partir do 8° dpi. Ademais, foi feita a adaptacdo da cepa
Asibi apds 7 passagens seriadas (Asibi p.7), na qual os resultados clinicos, histopatolégicos e
laboratoriais foram semelhantes aos obtidos pela cepa Jimenez (Tesh et al., 2001; Xiao et al.,

2001; Sbrana et al., 2006).

Em estudos anteriores, foi feita a andlise da sequéncia completa destas cepas
adaptadas, no qual foram identificadas regides determinantes para o fenétipo viscerotrépico da
infeccdo. Klittling e colaboradores (2018) descobriram mutagdes em E27 (Q — H) e E155 (D
— A), presentes na proteina E do envelope viral. Tais muta¢des foram capazes de proporcionar
uma maior viruléncia e replicagdo viral in vivo. A mutacdo de E155 isoladamente foi capaz de
modificar o fendtipo do virus em hamster sirio, a qual a cepa aumentava sua eficiéncia de
replicacdo e tornava-se virulenta neste modelo, com aumento de sinais clinicos e letalidade de
100% (Klitting et al., 2018). Existem interacdes polares feitas por Q27 e D155 que sdo
importantes para a conformacao proteica do envelope, dessa forma, os estudos confirmam que
esta mutacdo em E155 foi crucial para uma base estrutural com o fenétipo virulento em modelo

de hamster sirio (Klitting et al., 2018).

A partir da investigacao histoldgica foram observados a presencga de corptisculos
acidofilicos nos figados dos animais infectados com as cepas adaptadas, achado que é
caracteristico na infec¢do pelo virus da febre amarela tanto em casos fatais humanos como em
macacos Rhesus (Xiao et al., 2001). Ademais, a cepa Jimenez p.10 foi capaz de induzir a
necrose macica de hepatdcitos, esteatose microvesicular e elevados niveis de aspartato sérico
(AST) e alanina aminotransaminase (ALT), achados consistentes com a febre amarela humana
(Tesh et al., 2001; Xiao et al., 2001). A cepa Asibi p.7 causou alta viremia, doenca grave e
viscerotropica e levou a 6bito hamsters subadultos 8 dpi (McArthur ez al., 2003). Foi realizada
a caracterizacdo molecular destas duas cepas. A Jimenez p.10 possui cinco alteracdes de
nucleotideos que codificam duas substituicdes de aminodcidos nas proteinas ndo estruturais
NS3 e NS5 (McArthur et al., 2003). Por outro lado, a cepa Asibi p.7 possui quatorze alteragoes
de nucleotideo codificando uma substituicio de sete aminodcidos, nos quais cinco estdo

presentes na proteina do envelope (McArthur et al., 2003).

A utilizacdo de hamsters permite que os estudos in vivo sejam realizados em um
sistema animal pequeno, ao invés de PNHs. Além disso, a patologia neste modelo é semelhante

a patologia de PNH, que € considerado o melhor modelo animal para a investiga¢do de febre
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amarela. Os hamster, ao contrdrio dos camundongos, ndo precisam da modificacdo do modelo.
Além disso, em comparacao ao PNH, os hamsters sdo uma alternativa menos custosa, menos
laboriosa, de mais facil manutencio e que envolvem menos tramites regulatérios para a sua

utilizacdo em estudos.

2. JUSTIFICATIVA

A febre amarela ainda é um problema de satde publica, sobretudo em regides da
América do Sul e da Africa Subsaariana, principalmente, devido a uma baixa cobertura vacinal
(CDC, 2018; Kaul et al., 2018). Além disso, individuos nao vacinados eventualmente se
infectam e ndo existe tratamento para esses pacientes, assim como, individuos que se vacinam,
possuem o risco de desenvolver eventos adversos graves ligados a vacina (Barrett; Teuwen,
2009; Pulendran, 2009; Rowland; Plackett; Smith, 2012). Diversos aspectos da patogénese e
da fisiopatologia da febre amarela ainda precisam ser elucidados, dessa forma, faz-se
necessario o estabelecimento de novos modelos animais (Monath, 2001; Vasconcelos, 2003).
Assim como desenvolver novas vacinas que possam ser aplicadas em imunocompretidos e
alérgicos a ovos, e desenvolver drogas antivirais para o tratamento da doenga, que ainda nao
existe. Dentre os modelos animais experimentais disponiveis, o0 macaco Rhesus é considerado
o melhor modelo animal de estudo para a febre amarela. Entretanto, a sua utilizacdo € custosa,
de dificil manuseio e envolve diversas questdes éticas e regulamentacdes que limitam os
estudos neste modelo (Tesh et al., 2001). Nesse sentido, a utilizacdo de modelos animais de
menor porte, como roedores, se torna uma alternativa menos custosa, de mais facil manuseio e
manutengdo. Como o modelo de camundongos imunocompetentes nao desensolvem a doenca
viscerotrépica, nesse viés, hamsters sirios (Mesocricetus auratus) que ja foram utilizados em
estudos de febre amarela com cepas adaptadas, no qual os animais apresentaram patologia
hepética compativel com a apresentada em humanos, seria um potencial bom modelo de estudo

da febre amarela (Tesh et al., 2001; Xiao et al., 2001; Sbrana et al., 2006; Miorin et al., 2019).

Além disso, estudos anteriores evidenciaram que cepas circulantes no Brasil,
como a PR4408, possuem polimorfismos que influenciam na transmissao e viruléncia do virus,
como menor sensibilidade a IFN tipo I, maior neuroviruléncia em camundongos Balb/c e maior
citotoxocidade em células de mamifero (Furtado et al., 2022). Ademais, a vacina contra a febre

amarela possui uma poténcia de neutralizagc@o significamente menor nas cepas circulantes no
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Brasil quando comparada as cepas africanas (Haslwanter et al., 2022). Adicionalmente, nosso
laboratério possui resultados prévios que sugerem que a cepa PR4408 é capaz de infectar
hamsters sirios sem a necessidade de adaptacdo prévia (dados ndo publicados). Dessa forma,
existe uma necessidade de compreender e estudar melhor essa variante do virus da febre
amarela, a fim de compreender seu potencial de viruléncia. Dessa maneira, justifica o
aprofundamento da infec¢do do modelo experimental em Mesocricetus auratus com cepas

circulantes no Brasil.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteragdes histopatoldgicas causadas pela infec¢do experimental do virus da
febre amarela (PR4408) no figado, baco, pancreas e rins de Hamster Sirio (Mesocricetus

auratus).

3.1.0bjetivos especificos

e Investigar a presenca do material genético do virus da febre amarela em amostras de
figado de animais infectados e ndo infectados;

e Caracterizar os achados histopatolégicos nos tecidos (figado, baco, pancreas e rins) dos
animais experimentalmente infectados e nao infectados

e Identificar possiveis infiltrados inflamatorios, caracterizando as subpopulacdes de

células e os mecanismos de morte celular envolvidos neste processo.

4. METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA-
I0C/Fiocruz) licenca CEUA 1L-023/2021.

4.1. Infeccao experimental e analise clinica dos animais



35

Vinte e seis Mesocricetus auratus foram mantidos em caixas dentro de estantes
ventiladas e acompanhados diariamente por médicos veterindrios. Os hamsters entre quatro e
seis semanas de idade foram inoculados intraperitonealmente com dose tnica de 100 pL de

meio Earle’s 199 estéril contendo ou ndo virus da febre amarela (10*> PFU/mL).

Os animais foram clinicamente avaliados diariamente e eutanasiados em 2,5, 6, 7,9 e
14 dpi (Figura 22), utilizando anestésicos cetamina (Syntec, Brasil), xilazina (Syntec, Brazil)
e buprenorfina (Ourofino, Brasil). Apds a necrdpsia, foi realizada a coleta de figado, baco,

pancreas e rins.
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Figura 22: Desenho experimental da infeccdo dos hamsters sirios pela cepa PR4408 do virus da Febre
Amarela. Hamster sirios machos (n=26) de 4 a 5 semanas foram submetidos a inoculagfo intraperitoneal de 10*
> PFU/mL que foram monitorados e avaliados clinicamente todos os dias durante 14 dias. Foi realizada a eutandsia
e coleta de figado, bago, pancreas e rins em 2, 5, 6, 7 (n=4; 3 animais infectados e 1 controle), 9 e 14 (n=5; 4
animais infectados e 1 controle) dias ap6s a infecgao.

Durante a avaliacdo clinica, o peso dos animais foi medido com uma balanca analitica
e a temperatura foi medida através de um termdometro infravermelho na regido ventral dos
hamsters. Ademais, foi feito o teste de forca de preensdo, o qual consiste em analisar a forca
das patas traseiras em se manterem firmes no momento que o animal é colocado em uma grade.
Além dos parametros citados, a respiracdo, abertura dos olhos, mobilidade e aspecto da

pelagem dos animais também foram avaliados diariamente.

Quadro 1: Parametros clinicos avaliados para a determinacao do endpoint humanitario
na ficha de acompanhamento dos animais

Parametro Pontuacio
Perda de peso < 5% 0
Perda de peso de 5 a 10% 3
Perda de pesode 11 a 15% 6
Perda de peso de 16 a 20% 9



Perda de peso > 20%

Temperatura normal

Hipertermia < 35,2°C

Hipotermia > 38,9°C

Respiracdo normal

Taquipneia

Respira¢do abdominal

Postura corporal normal

Leve curvamento

Moderado curvamento

Severo curvamento

Olhos abertos > 75%

Olhos com abertura de 50 a 75%

Olhos com abertura de 25 a 50%

Olhos ¢/ abertura < 25%

Mobilidade - ativo

Mobilidade reduzida

Ataxia/marcha vacilante

Relutante em se movimentar

Incapaz de se movimentar

Pelagem normal

Piloerec¢do discreta

Piloere¢do notdria

Preensdao dos membros traseiros - reativo
Preensdao dos membros traseiros - pouco reativo
Preensdo dos membros traseiros - ndo reativo
Paralisia dos membros traseiros - unilateral
Paralisia dos membros traseiros - bilateral
Outras observacoes possiveis:

Cianose de pele e mucosas

Coma

Convulsao

12 eutanasia
0
12 eutanésia
12 eutanésia
0
6
12 eutanasia
0
6
9
12 eutanésia
0
6
9
12 eutanasia
0
3
6
9
12 eutanasia
0
6
12 eutanasia
0
6
12 eutanésia
6
12 eutanasia

12 eutanasia
12 eutanasia
12 eutanasia
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Pontuacao:
Fonte: Guia de finalizacdo humanitdria aplicada a roedores utilizados em pesquisa (Silva;

Lima, 2023).

4.2. Cepa de Febre Amarela

A cepa do virus da febre amarela utilizada neste estudo foi a PR4408, relacionada a um
grande surto que ocorreu em 2008, no Rio Grande do Sul (RS, Brasil), na fronteira com Uruguai

e Argentina, isolada de um macaco bugio do género Alouatta spp. (Delatorre et al., 2019).
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4.3. Teste de indculo por titulacio viral

A técnica de titulacdo viral por plaque-forming unit (PFU) foi utilizada para titular os
in6culos de infeccdo dos hamsters sirios. Nessa técnica foram utilizadas células Vero (epitélio
de rim de macaco verde) que foram submetidas a dilui¢des seriadas do virus da febre amarela
e incubadas por 7 dias em estufa a 37°C e 5% de CO». Ao final deste periodo, foi feita a
contagem das placas de lise, em duplicata, e o titulo viral foi determinado de acordo com a
equagdo: T=M x ID x FC, onde: T = Titulo expresso em PFU/mL; M = Média do nimero de
placas de lise contadas em uma determinada dilui¢ao; ID = Inverso do fator de dilui¢do onde
as placas de lise foram contadas; FFC = Fator de corre¢ao do inculo para mL, que corresponde

a 10, uma vez que o inoculo (100 puL) ¢é a décima parte de 1 mL.

4.4. Extraciao de RNA dos tecidos pelo Trizol

ApOs a necropsia, parte do tecido coletado foi acondicionado em Trizol (Thermo
Fischer) e armazenado em freezer -80°C. Foram transferidos 100 mg de tecido para um novo
eppendorf, contendo 1 mL trizol. Depois, as amostras foram submetidas a ruptura mecanica,
formando um pellet pequeno. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas, por cinco
minutos, e foram adicionados 200 pLde cloroférmio. Os tubos foram agitados mecanicamente
e incubados a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas
a 12.000 g por 4°C por 15 minutos. O RNA foi transferido para um novo eppendorf contendo
500 pL de isopropanol e 4 uL de poliacrilamida, incubando a 4°C por 10 a 15 minutos. Logo
apos, os tecidos foram levados a centrifuga para mais um ciclo de 10.000 xg por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 1 mL de etanol (EtOH) 75%.
Foi iniciada mais uma etapa de centrifugacdo a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C. O 4lcool foi
retirado e os tubos foram abertos para a evaporacdo completa. Por fim, o RNA foi

ressuspendido em 40 pL de 4gua RNAse free.
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4.5. Deteccao do material genético viral por RT-PCR

Inicialmente, foi feita a desnaturacdo do material genético. Para isso, foram adicionados
5 uL do RNA no mix de desnaturagao (Quadro 2) e o material foi levado ao termociclador. As
amostras foram aquecidas a 94°C por 2 minutos. Esta etapa foi feita utilizando o primer YF-1
(5’-GGTCTCCTCTAACCTCTAG-3’), que reconhece regides NS5 do RNA. Apds a

desnaturacdo, o RNA foi levado para o banho de gelo por 5 minutos.

Quadro 2: Mix de desnaturaciao do RNA

Reagentes Volume (uL)
Amostra de RNA 5
Primer (YF1) 1
H20 3

ApOs o resfriamento das amostras, foram acrescentados nos tubos 10 pL por reagdo do
Master Mix (Quadro 3) para obtengdo do DNA complementar (cDNA). Cada amostra foi

homogeneizada com o auxilio de uma pipeta e estas foram incubadas a 52°C por 1 hora.

Quadro 3: Master Mix para transcri¢ao reversa.

Reagente Volume (uL)/reacio
Tampao de enzima (5X) 4
H>O | 1
dNTP (10 mM) | 2
DTT (0.1 M) | 1
Inibidor de RNAse (RNAseOUT) | 1(40 U/uL)
RT (Thermoscript — Invitrogen) | 1 (15 U/mL)
Volume da reagdo | 20

Ap6s a obtencdo da fita de cDNA do virus da febre amarela, foi realizada a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Para tal, foram adicionados 2 pLL de cada amostra de cDNA a um
eppendorf contendo 23 pLL do Master Mix, (Quadro 4), utilizando o par de iniciador YF1. Em
seguida, as amostras foram submetidas a 30 ciclos de reacao de amplificacao no termociclador.

Em um primeiro momento, ocorreu uma etapa de desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos.
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Depois, iniciou-se a ciclagem de desnaturag¢do a 94°C por 20 segundos, anelamento a 52°C por
50 segundos e a polimerizagdo a 72°C por 50 segundos. Ao final, ocorreu uma udltima etapa de

polimerizacdo a 72°C por 7 minutos. Totalizando 1 hora e 28 minutos de reagao.

Quadro 4: Master Mix para reacio em cadeia da polimerase.

Reagente Volume (uL)/2 reacoes

H20 40
Tampao de enzima (10X) 5

Mg++ (50mM) 1,5
dNTP (10 mM) 1

Primer (YF1 e YF3) 0,5 (de cada primer)

Taq Polimerase 0,4
cDNA 2

Volume da reacdo 25

4.6. Eletroforese em gel de agarose

Para a visualizacio dos resultados, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose (Labtrade, Brasil) a 1,5% corados com Brilliant Green (NeoBio, Brasil). A
agarose foi diluida em TBE 0,5X e aquecida até ficar com aspecto translicido. Ao resfriar um
pouco, foram adicionados 8 uL. do Brilliant Green a ela. A solugdo do gel foi vertida na cuba
até a sua solidificacdo. Em seguida, foram aplicados 8 uL de amostra e 12 uL de tampao de
amostra (azul de bromofenol 0,003%) em cada pogo. Também foi adicionado o peso molecular
(Mid Range DNA Ladder - Cellco Biotec, Brasil). As amostras amplificadas pela PCR que
foram consideradas positivas possuem a presenca de bandas correspondentes a 675 pares de

bases (pb).

4.7. Processamento Histolégico

Em 2,5, 6,79 e 14 dpi, os animais foram eutanasiados e, durante a necrdpsia, figado, bago,
pancreas e rim dos hamsters foram coletados. Foi realizada a fixacdo com formalina Millonig

de Carson (Carson et al., 1973). Os 6rgaos foram clivados entre 3 ¢ 5 mm de espessura. Em
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seguida, os tecidos foram submetidos ao processamento histolégico convencional:
desidratacdo, clarificacdo e impregnacdo em parafina. Com o auxilio de um micrétomo (Leica),
os blocos foram seccionados em uma espessura de Spm. As laminas com os cortes seguiram
para a coloracdo de Hematoxilina de Mayer e Eosina-floxina (HE) para a visualizacdo no
microscopio de campo claro AxioHOME (Carl Zeiss, Alemanha) e as imagens foram

adquiridas com a cAmera digital Axiocam 712 Color (Carl Zeiss, Alemanha).

4.8. Imunofluorescéncia Indireta

Os cortes (5 um) foram desparafinizados com xilol, hidratados em dlcool (absoluto,
95% e 70%) e lavados com dgua destilada. A recuperacdo antigénica dos cortes foi realizada
na panela de pressdo TintoRetriever Pressure Cooker for HIER (Bio SB) utilizando o tampao
Tris EDTA (Imuno Retriever 20x com EDTA; Bio SB) em pH 9,0 ou tampao Citrato (Imuno
Retriever 20x com Citrato; Bio SB) pH 6,0, como indicado no Quadro 5. Ao término, as
laminas foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos, com PBS 1X (Thermo Fisher Scientific; REF:

70013073) pH 7,2. Em seguida, foi feita a marcacdo com o anticorpo primario (Quadro 5).

Quadro 5: Relacio dos anticorpos primarios utilizados para imunomarcacao.

Anticorpo
primario Origem | Diluicio | Tampéao Fornecedor REF
Thermo Fisher
anti-CD3 | Camundongo | 1:100 | Tris EDTA Scientific MAS5-12577
Thermo Fisher
anti-CD20 | Camundongo | 1:75 | Tris EDTA Scientific MA5-13141
Thermo Fisher
anti-IBA-1 Coelho 1:100 Citrato Scientific PAS5-27436
Thermo Fisher
anti-caspase 3 | Camundongo | 1:200 Citrato Scientific MA1-91637
Instituto Evandro
Fluido ascitico Citrato Chagas (Belém —
anti-ptnE-YFV | Camundongo | 1:100 PA) -

Os cortes dos tecidos foram incubados em uma camara imida a 4°C overnight. No dia
seguinte, foram realizadas lavagens com PBS 1X e foi feita a marcacdo com o anticorpo

secunddrio conjugado ao Alexa Fluor 488 IgG anti-camundongo ou anti-coelho, seguindo para
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a incubagdo na estufa a 37°C por 1 hora (Quadro 6). As amostras foram contra-coradas com
DAPI e Azul de Evans, e montadas ProLong Glass Antifade Mountant (Thermo Fisher
Scientific; REF: P36980). As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia Axio
Observer Z1 equipado com sistema Colibri (Carl Zeiss, Alemanha). Determinados campos

foram analisados em microsépio confocal LSM 980 (Carl Zeiss, Alemanha).

Quadro 6: Relacio dos anticorpos secundarios utilizados para imunomarcacao.

Anticorpo secundario Origem Diluicao Fornecedor REF

Alexa Fluor 488 anti-camundongo | cabra | 1:750 | Thermo Fisher Scientific| A11001
Alexa Fluor 488 anti-coelho cabra | 1:750 | Thermo Fisher Scientific| A11008

As amostras foram feitas em duplicata, de forma que uma delas foi destinada ao
controle negativo, ao qual foi adicionado apenas o anticorpo secunddrio, com o intuito de

analisar a presenca ou ndo de marcagdes inespecificas.

S. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO CLINICA

A avaliagdo clinica dos animais demonstrou que todos apresentaram temperatura,
respiragdo e mobilidade normal durante todo o experimento. Também nao foram observadas a
presenca de letargia e pelo ericado. Quantos aos parametros de postura corporal e abertura dos
olhos, apenas um animal apresentou um leve curvamento da postura em 5 dpi e dois animais
apresentaram dificuldade em abrir os olhos de 50-75%, um em 4 e¢ 5 dpi, € o outro em 5 € 6
dpi. Entrentanto, nenhum animal morreu durante o experimento. Ao realizar a pesagem dos
animais, notou-se que os animais infectados pela PR4408 apresentaram perda de peso a partir
de 5 dpi, com o pico de perda em 7 dpi. Contudo, os animais retornaram a ganhar peso a partir

do 8 dpi, tendo se reestabelecido até 14 dpi (Figura 23).
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Figura 23: Grafico da variacio do peso em porcentagem de hamster sirios infectados pela cepa PR4408 do
virus da febre amarela durante 14 dias apds a infec¢ao. Os animais comegam a perder peso corporal do quarto
para o quinto dia apds a infecgdo, com destaque para 7 dpi, e retornam a sua massa corporal até os 14 dpi.

5.2. DETECCAO DO MATERIAL GENETICO DO VIRUS DA FEBRE
AMARELA POR RT-PCR

Ao analisar os resultados da corrida de eletroforese em gel de agarose, observou-se que
foi possivel detectar o material genético do virus da febre amarela em todos os animais
infectados (n= 3/3) aos 2 dpi, em dois animais (n= 2/3) aos 5 dpi, em um animal (1=3) aos 6
dpi, em trés (n=3/4) aos 9 dpi e em um animal (n= 1/4) aos 14 dpi. Dois animais infectados em
6 dpi e um animal infectado em 9 dpi apresentaram resultados inconclusivos para a detecg¢ao

do RNA viral no figado pela RT-PCR (Figura 24).
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PM C 2dpi C 6dpi

Figura 24: Eletroforese em gel de agarose de amostras de figados de hamsters sirios infectados
experimentalmente pela cepa PR4408 do virus da Febre Amarela em 2, 5, 6, 7, 9 e 14 dias poés-infec¢ao.
Detecgdo do material genético viral em trés animais em 2 dpi, em dois animais em 5 dpi, em 3 animais em 7 dpi,
em trés animais em 9 dpi e apenas um animal em 14 dpi. (PM) Peso Molecular. (C) Controle.
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5.3. ANALISE HISTOLOGICA

5.3.1. FIGADO

A andlise histoldgica dos figados dos animais infectados pela cepa PR4408 revelou,

em 2 dpi, discretos infiltrados inflamatdrios peri-portais (Figura 25 A), e a presenca de

corpusculo acidofilico (Figura 25 B) e apoptose de hepatdcitos no tecido (Figura 25 C).

Figura 25 (A-D): Seccoes histologicas de figado de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 2 dias
pos-infeccio: (A) Infiltrado inflamatério peri-portal com presenca de eosindfilos; (B) Presenga de Corpiisculo de
Councilman Rocha-Lima (seta preta); (C) Hepatdcitos em apoptose com nucleo picnético (seta preta); (D)

Auséncia de alteragdes histopatoldgicas no animal controle. Figuras A-C em 40x e figura D em 20x.

Na figura a seguir (Figura 26), estdo representados os tecidos hepdticos dos hamsters
infectados pela cepa PR4408 em 5 dpi. Neste grupo de animais, observou-se a presencga de

corpusculos acidofilicos (Figura 26 AB) e apoptose de células com nucleo em cariorrexe.
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Ademais, também apresentaram infiltrado inflamatdrio peri-portal (Figura 26 A). O controle

apresentava aspecto hepatico normal, sem alteracdes patoldgicas.

Figura 26 (A-B): Seccoes histologicas de figado de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 5 dias

pés-infec¢io: (A) Infiltrado inflamatério peri-portal (seta preta) e presenga de corpusculo de Councilman Rocha-

Lima (seta branca); (B) Presenca de Corptisculo de Councilman Rocha-Lima (seta branca). Figuras A-B em 40x.

A andlise hepdtica aos 6 dpi revela a presenca de corpusculos acidofilicos (Figura 27 A
e D), apoptose de hepatdcitos com células com nicleo picnético (Figura 27 D) e em cariorrexe
(Figura 27 C), area de congestdo dos sinuséides (Figura 27 A), degeneracdo tecidual gordurosa
(esteatose) acentuada e a presenca de células aberrantes que possivelmente sdo hepatdcitos em
exaustdo celular que perderam a sua capacidade de divisdo (Figura 27 B e D).Estes animais
também apresentaram um infiltrado inflamatdrio peri-portal discretos que também se mostrou

presente no controle.
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Figura 27 (A-D): Seccoes histologicas de figado de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 6 dias

pos-infeccio: (A) Presenca de Corpusculo de Councilman Rocha-Lima (setas pretas) e congestdo dos sinuséides
(seta branca); (B) Presenca de célula aberrante (seta preta) e degeneragdo gordurosa; (C) Corpusculo acidofilico
com o nucleo emcariorrexe (seta preta); (D) Presenca de Corpusculo de Councilman Rocha-Lima (seta preta) e

hepatécitos em morte celular em picnose (seta vermelha). Figuras A-D em 40x.

Na figura 28, estdo representados os achados histopatolégicos dos figados dos hamsters
sirios infectados pela cepa PR4408, em 7 dpi. Nestes animais, a presenca de corpuisculos
acidofilicos e de dreas de microesteatose foram presentes e recorrentes em todos os animais
(Figura 28 BC). Além disso, observou-se dreas de vacuolizacdo citoplasmdtica e necroapoptose
(Figura 28 A). Ademais, todos os figados apresentaram um infiltrado inflamatério peri-portal
acentuado (Figura 28 D). Foi observado também a presenca de congestdo dos sinusdides
(Figura 28 B), além da presenca de células em cariorrexe. Vale ressaltar que o controle ndao

havia alteracdes histopatoldgicas dignas de nota.
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Figura 28 (A-D): Seccoes histolégicas de figado de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 7 dias

pés-infecciio: (A) Area de necroapoptose dos hepatdcitos; (B) Congestio dos sinuséides (setas pretas) e
corptsculo de Councilman Rocha-Lima (seta vermelha); (C) Corptsculo de Councilman Rocha-Lima (setas

pretas); (D) Infiltrado inflamatdrio peri-portal (seta preta). Figura A em 20x e figuras A-D em 40x.

Com o avanco da infeccdo, em 9 dpi, alguns achados histopatolégicos perpetuaram,
como esteatose acentuada, drea de congestdo dos sinusoides, células aberrantes binucleadas,
além da rara presencga de corpusculos acidofilicos, de hepatdcitos em apoptose e de infiltrados
inflamatérios peri-portal (Figura 29 A-C). Apesar destes achados histopatoldgicos ainda
estarem presentes, neste estdgio de infec¢do, iniciaram-se os achados de tentativa de
regeneracdo, como frequente presenca de hepatdcitos em mitose, inicio da reorganizacdo do
tecido em corddes hepdticos e a presenca de infiltrados inflamatérios em zona intermedidria
em torno de restos celulares (Figura 29 D-F). Diferentes dos animais infectados, o figado do

animal controle ndo apresentou alteracdes histopatoldgicas dignas de nota.
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Figura 29 (A-F): Seccoes histologicas de figado de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 9 dias

pés-infeccdo: (A) Area de desorganizacio dos hepatécitos e célula em morte celular em estigio de cariorrexe
(circulo); (B) Célula aberrante (seta preta); (C) Intenso infiltrado inflamatério peri-portal (seta preta); (D)
Infiltrado inflamatério ao redor de corpos apoptéticos (seta preta); (E) Célula em mitose em estdgio de metifase
(seta preta) e corpusculos de Councilman Rocha-Lima (seta branca); (F) Célula em mitose em estdgio de andfase

(seta preta). Figuras A-F em 40x.

No ultimo tempo de anélise, em 14 dpi, os achados caracteristicos de infec¢do aguda
nido foram mais observados, e permaneceram os achados de regeneracdo tecidual, como

pequenos infiltrado inflamatério peri-portal, infiltrado inflamatério em zona intermedidria em
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torno de restos celulares, e neste estdgio, o tecido hepdtico destes animais ji se revelavam
organizados, perto da regeneracdo total (Figura 30 A). Com exce¢do de um unico animal, que
também foi positivo para a detec¢do do material genético viral no figado, no qual observou-se
infiltrados inflamatdrios peri-portais mais proeminentes, congestdo dos sinuséides e apoptose

de hepatdcitos (Figura 30 B-E).

Figura 30 (A-E): Seccoes histoldgicas de figado de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 14 dias

pos-infeccao: (A) Microesteatose acentuada; (B) Congestdo dos sinusdides (seta preta) e apoptose de hepatdcitos

(seta vermelha); (C) Infiltrado inflamatério peri-portal (seta preta); (D) Infiltrado inflamatério em zona



50

intermedidria (seta preta); (E) Infiltrado em torno de restos celulares (seta preta) e microesteatose ; (E) Auséncia
de alteragdes histoldgicas no animal controle. Figura A em 20x, figura B em 40x, figuras C-E em 20x e figura (F)

em 10x.

5.3.2. BACO

A andlise histopatoldgica do bago em 2 dpi revelou hiperplasia da zona marginal

(Figura 31 A) e o aparecimento de células polimorfonucleares (do tipo neutréfilos) (Figura 31

B).

Figura 31 (A-B): Seccdes histologicas de baco de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 2 dias
pos-infeccio: (A) Hiperplasia da zona marginal da polpa branca; (B) Presenca de neutréfilos na zona marginal.

Figura (A) em 20x e figura (B) em 40x.

Em contraste, dreas de apoptose, desorganizacdo e apoptose de polpa branca e
desaparecimento da zona marginal, juntamente com o aparecimento de macréfagos ativados
foram observados em 5 dpi (Figura 32 B-C). Ademais, estes animais apresentaram hiperplasia
e apoptose na polpa vermelha (Figura 32 A). Por outro lado, o animal controle apresentava uma
organizacdo tecidual da polpa branca, auséncia de areas de morte celular e zona marginal bem

delimitada (Figura 32 D)
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Figura 32 (A-D): Seccoes histologicas de baco de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 5 dias

pés-infeccio: (A) Células em apoptose na polpa vermlha (setas pretas); (B) Desorganizagdo da polpa branca e
presenga de macréfagos ativados ao redor do foliculo (circulo); (C) Area de morte celular apoptética de linfécitos
na polpa branca (seta preta) e fagocitose de restos celulares por macréfago ativado (seta branca); (D) Controle

com foliculo linfoide organizado e zona marginal bem delimitada. Figuras A-C-D em 40x e figura B em 10x.

Ao decorrer na anélise, em 6 dpi, hamsters sirios apresentaram tecido esplénico com
atrofia de polpa branca, hipoplasia/perda da zona marginal do foliculo (Figura 33 D), apoptose
de células na polpa branca (Figura 33 C) e vermelha (Figura 33 B) e presenca de macréfagos

ativados (Figura 33 A).



Figura 33 (A-D): Seccoes histologicas de baco de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 6 dias

pos-infeccio: (A) Presenca de macréfagos ativados (seta branca) e linfécitos em apoptose (seta preta); (B) Células
em apoptose na polpa vermelha (setas pretas); (C) Presenca de apoptose de linfécitos na polpa branca (setas

pretas); (D)Atrofia e perda da zona marginal do foliculo linfoide. Figura A-C em 40x e figura D em 20x.

Em 7 dpi, os animais apresentaram uma resposta macrofdgica mais exacerbada com
predominancia na zona marginal do foliculo linfoide (Figura 34 C-D). Além disso, os bagos
apresentaram extensas dreas de apoptose (Figura 34 A-B), presenca de eritrofagocitose (Figura
34 C) e leucofagocitose na zona marginal (Figura 34 D). Ademais, observou-se a perda da
delimitacdo da polpa branca e atrofia do foliculo linfoides (Figura 34 A), enquanto que o
controle, por sua vez, ndo apresentou alteragdes histopatoldgicas significativas, com tamanho
normal, auséncia de macréfagos e de dreas de morte celular, organizagdo tecidual e zona

marginal bem delimitada.
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Figura 34 (A-D): Seccdes histolégicas de baco de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 7 dias
pos-infeccao: (A) Atrofia do foliculo linfoide e morte celular apoptética de células linfoides na polpa branca
(setas pretas); (B) Morte celular apoptdtica de células linfoides na polpa vermelha (setas pretas); (C) Presenca de
macréfagos ativados (setas pretas) e eritrofagocitose (seta branca); (D) Leucofagocitose (seta preta). Figura A-D

em 40x.

Seguidamente, nos tecidos analisados em 9 dpi, persistiram os achados de células em
apoptose na polpa branca e vermelha (Figura 35 A e C), presenca de macréfagos ativados
(Figura 35 C), com adi¢do de intensa neutrofilia (Figura 35 A), necrose (Figura 35 B) e
desorganizacdo da polpa branca (Figura 35 D) . No entanto, observaram-se achados do inicio
de regeneragdo nestes animais, como presenca de mitose € um processo de recomposi¢do da

zona marginal (Figura 35 E-F).
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Figura 35 (A-F): Seccoes histolégicas de baco de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 em 9 dias

pos-infecciio: (A) Morte celular apoptética de células na polpa vermelha (seta vermelha) e presenga de neutr6filos
(seta preta); (B) Necrose em polpa em polpa vermelha (circulo) ; (C) Presencas de macréfagos ativados (seta
preta) e morte celular por apoptose em polpa branca (seta branca); (D) Desorganizacio tecidual e perda de zona
marginal do foliculo linfoide; (E)Recomposicdo da zona marginal do foliculo linfoide. (F) Baco controle com
auséncia de alteracdes histopatoldgicas com zona marginal bem definida. Figura A-C em 40x, figura D em 10x,

figura E-F em 20x.

A andlise realizada aos 14 dpi, revelou uma zona marginal totalmente definida e

delimitada (Figura 36 C), e rarissimos pontos de apoptose em polpa branca (Figura 36 A), com
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exce¢do de um animal em que apresentou a zona marginal menos desenvolvida com a presenga

de neutréfilos (Figura 36 C). O controle ndo apresentou alteracdes histopatoldgicas

significativas (Figura 36 D)

Figura 36 (A-D): Seccoes histologicas de baco de Hamster sirios infectados pela cepa PR4408 em 14 dias
pos-infeccio: (A) Apoptose de células linfoides na polpa branca (seta branca) e recomposic¢do da celularidade da
zona marginal do foliculo linfoide; (B) Zona marginal do foliculo linfoide em desenvolvimento; (C) Zona
marginal bem desenvolvida; (D) Controle com foliculo linfoide bem definido e zona marginal bem delimitada.

Figura A em 10x e figura C-D em 20x.

5.3.3. PANCREAS

Ao analisar o tecido pancredtico dos animais infectados em 2 dpi, ndo foi possivel
observar nenhuma alteracdo histopatoldgica digna de nota, assim, como nos controles (Figura
37 A). Ademais, em 9 e 14 dpi, também ndo foram observados quaisquer achados
histopatoldgicos no tecido dos animais (Figura 37 B-C). O tecido pancredtico dos animais

controles ndo apresentou nenhuma alteracao histopatoldgica digna de nota (Figura 37 D)
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Figura 37 (A-D): Seccdes histologicas de pancreas de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 sem

alteracoes histopatologicas em: (A) 2 dias pés-infecgio; (B) 9 dias p6s-infecgdo; (C) 14 dias pds-infec¢do; (D)

Controle. Figura A e D em 40x e figura B-D em 20x.

Entretanto, em 5 dpi, ja se iniciaram os achados de pontos de apoptose nos 4cinos
pancredticos (Figura 38 A). Ao longo da infeccdo, em 6 e 7 dpi, além dos dcinos pancredticos,
observaram-se células em apoptose na ilhota pancredtica (Figura 38 B-E). Entretanto, o
controle se ausentava de células em morte celular e apresentava integridade tecidual dos 4cinos

pancredticos e da ilhota pancredtica (Figura 38 F).
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Figura 38 (A-F): Seccdes histologicas de pancreas de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408: (A)
Apoptose dos dcinos pancredticos em 5 dias pds-infeccdo (seta preta) e (B) em 6 dias pds-infeccdo (seta preta);
(C) Apoptose de células das Ilhotas de Langerhans em 6 dias pds-infeccio (seta preta); (D) Apoptose dos acinos
pancredticos em 7 dias pés-infeccio (seta preta); (E) Apoptose de células das Ilhotas de Langerhans em 7 dias pds
infeccdo (seta preta); (F) Células dos dcinos pancredticos e das Ilhotas de Langerhans sem alteragdes histolégicas

no controle. Figura A-F em 40x.

5.34. RIM

A andlise histopatoldgica dos rins dos animais infectados pela cepa PR4408 em todos

os tempos analisados (2, 5, 6, 7, 9 e 14 dpi), ndo revelou quaisquer alteragdes histopatolégicas
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renais (Figura 39 A- F). O tecido apresentou um aspecto similar aos dos animais controles

(Figura 39 G-H).
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Figura 39 (A-H): Seccoes histologicas de rim de Hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 sem alteracoes
histopatolégicas em: (A) 2 dias pds-infeccdo; (B) 5 dias pés-infecgdo; (C) 6 dias pds-infecgdo; (D) 7 dias pds-
infeccdo; (E) 9 dias pés-infeccdo; (F) 14 dias pds-infeccdo; (G-H) Controle. Figura A-H em 20x.

Quadro 7: Resumos dos parametros moleculares e histopatolégicos da infeccao
experimental pela cepa PR4408 do virus da Febre Amarela em hamster sirio.

PR4408
Parametros Moleculares
DPI 2 5 6 7 9 14
RNA viral no figado 3/3 2/3 2/3 3/3 3/4 1/4
Parametros Histopatolégicos - Figado
DPI 2 5 6 7 9 14
Infiltrados inflamatdrios peri-

portais 3/3 3/3 2/3 2/3 4/4 3/4
Corpusculos CRL 1/3 1/3 2/3 3/3 3/4 1/4
Células em apoptose 1/3 2/3 2/3 2/3 1/4 1/4

Areas de microesteatose - - 2/3 1/3 2/4 -
Congestao de sinusoides - - 1/3 173 1/4 1/4

Células aberrantes - - 1/3 - 1/4 -

Necrose - - 2/3 2/4 -

Figuras de mitose - - 1/3 1/3 4/4 -
Infiltrado em zona intermediaria - - - - 2/4

Parametros Histopatolégicos - Baco
DPI 2 5 6 7 9 14
Hiperplasia da zona marginal com
presenca de neutrofilos 3/3 1/4
Presenca de neutréfilos na polpa
vermelha 1/3
Hipoplasia de zona marginal 1/3 3/3 1/4

Perda da estrutura do foliculo
linféide e desorganizacdo da zona

marginal da polpa branca 1/3 1/3
Pontos de apoptose em polpa
branca 2/3 2/3 3/3 2/4 1/4
Pontos de apoptose em polpa
vermelha 1/3 2/3 1/4
Reacdo macrofégica 3/3 3/3 1/4

Células aberrantes 1/3
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Recuperacgdo da celularidade da
zona marginal, mas ainda sem total

defini¢ao 1/4 1/4
Desorganizacao da polpa branca 2/4
Figuras de mitose 1/4
Neutrofilia 1/4
Necrose 1/4
Recuperacgdo da celularidade da
zona marginal, com total defini¢@o 2/4
Reestruturacdo da zona marginal 1/4
Hiperplasia de polpa vermelha 1/3
Eritrofagocitose 2/3
Leucofagocitose 1/3
Parametros Histopatolégicos - Pancreas
DPI 2 5 6 7 9 14
Células em apoptose na por¢ao
enddcrina - - 1/3 2/3 - -
Células em apoptose na por¢ao
exdcrina - 1/3 1/3 3/3 - -
Parametros Histopatolégicos - Rim
DPI 2 5 6 7 9 14

Alteragdes renais - - - - - -

Legenda: Os valores sdo referentes ao nimero de animais infectados pela cepa PR4408. Em 2, 5, 6 e 7 dias p0s-
infec¢do foram 3 animais infectados e 1 animal controle negativo, jd em 9 e 14 dias pds-infeccdo foram 4 animais
infectados e 1 animal controle negativo.

5.4. CARACTERIZACAO POR IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

5.4.1. FIGADO

Seccgdes histologicas de figados de hamsters sirios infectados aos 7 dpi foram
imunomarcadas a fim de caracterizar as subpopulacdes de células presentes nos infiltrados
inflamatorios peri-portais € quanto a presenca do antigeno do virus da febre amarela. A
microscopia de fluorescéncia revelou a presenca de linfécitos T (anticorpo anti-CD3) e
linfécitos B (anticorpo anti-CD20) em infiltrados inflamatérios peri-portais, com maior
prevaléncia de células T em detrimento das células B (Figura 40 A-B). Além disso, também

foi possivel detectar a presenga do antigeno do virus da febre amarela nos animais infectados
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em drea de lesdo tecidual (Figura 40 C). Nao foram observadas marcacgdes inespecificas no

controle secunddrio (Figura 40 D).

Figura 40 (A-D): Seccdes histologicas de figado de hamster sirio em 7 dias pds-infeccao infectados pela cepa
PR4408 do virus da febre amarela imunomarcados com: (A) anti-CD3 (linfécito T); (B) anti-CD20 (linf6cito
B); (C) anti-YFV (virus da febre amarela); (D) Controle secundario anti-camundongo. Nicleo das células corado
em azul (DAPI) e contra coloracdo do fundo em vermelho (Azul de Evans). Marcacdo dos antigenos com Alexa
Fluor 488 na cor verde.

Além disso, a imunomarcagdo anti-IBA 1 no tecido hepético dos animais infectados em
7 dpi revelou a presenca de macréfagos ativados, os quais estdo realizando sua fungdo
fagocitica de células em apoptose (Figura 41 A), na qual através da marcacao de DAPI,
observamos a fragmentacdo nuclear dentro do compartimento fagocitico. Os macréfagos

ativados também foram observados em infiltrados inflamatorios no espago porta (Figura 41 B).



62

Ademais, a andlise através da microscopia de fluorescéncia revelou que, nas laminas marcadas
com anti-caspase-3 ativada (via da apoptose), a marcacagdo foi positiva para células do
infiltrado inflamatério peri-portal (Figura 43 B) e também em algumas células presentes em
area de lesdo tecidual (Figura 41 D). Nao foram observadas marcacOes inespecificas nos

controles secunddrios (Figura 41 E-F).



Figura 41 (A-F): Seccoes histologicas de figado de hamsters sirios em 7 dias pos-infeccao infectados pela
cepa PR4408 do virus da febre amarela imunomarcados com: (A-B) anti-IBA 1 (macréfagos ativados); (C-
D) anti-caspase 3 ativada (via da apoptose); (E) Controle secundério anti-coelho; (F) Controle secundario anti-
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camundongo. Nucleo das células corado em azul (DAPI) e contra coloracdo do fundo em vermelho (Azul de
Evans). Marcacdo dos antigenos com Alexa Fluor 488 na cor verde.

A fim de detectar o tipo celular predominante em infiltrados inflamatérios peri-portais,
foram realizadas imunomarcagdes com o anticorpo anti-CD3, a fim de detectar a presenca de
subpopulagdes de células T em 5, 7 e 9 dpi. A partir da andlise microscopia confocal, foi
possivel observar a presenga de linfécitos T em todos os tempos analisados e além disso, pdde-
se observar a predominancia de células T em detrimento das demais células do infiltrado
inflamatério ndo marcadas (Figura 42 A-F). Além disso, foi possivel detectar este tipo celular
dentro da veia central do figado, indicando provavelmente este linfocito estd migrando para o
tecido hepatico (Figura 42 D-E). O controle secunddrio anti-camundongo se ausentou de

marcacdes inespecificas (Figura 42 G-H).
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Figura 42 (A-H): Seccoes histolégicas de figado de hamsters sirios infectados pela cepa PR4408 do virus da
febre amarela imunomarcados com CD3 (linfécitos T) no espaco porta em: (A-B) 5 dias p6s-infecgio; (C-D)
7 dias pés-infecgdo; (E-F) 9 dias pds-infec¢do; (G-H) Controle Secunddrio anti-camundongo. Nucleo das células
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corado em azul (DAPI) e contra colorac@o do fundo em vermelho (Azul de Evans). Marcacdo dos antigenos com
Alexa Fluor 488 na cor verde.

Aos 9 dpi, também foi possivel observar a presenca de células T em infiltrado
inflamatérios em zona intermedidria (Figura 43 B) e, ao redor de restos celulares (Figura 43
A), como observado anteriormente na andlise histopatoldgica. Paralelamente, foram realizadas
imunomarcagdes com anticorpos anti-caspase-3 ativadas nos hamsters sirios infectados pela
cepa PR4408 em 9 dpi, na qual os resultados desta anélise revelaram a presenca de caspase-3
ativada nestes infiltrados inflamatérios em zona intermedidria em torno de restos celulares
(Figura 43 C). A caspase-3 ativada também foi detectada nos infiltrados inflamatorios peri-
portais destes animais analisados (Figura 43 D). Da mesma forma como os anteriores, 0s
controles secunddrios anti-camundongos nao apresentaram marcagdes inespecificas (Figura 43

E-F).



Figura 43 (A-F): Seccoes histologicas de figado de hamsters sirios em 9 dias pos-infeccao infectados pela
cepa PR4408 do virus da febre amarela imunomarcados com: (A-B) anti-CD3 (linfécitos T); (C-D) anti-
caspase-3 ativada; (E-F) Controle Secunddrio anti-camundongo. Nucleo das células corado em azul (DAPI) e




68

contra colorac@o do fundo em vermelho (Azul de Evans). Marcacdo dos antigenos com Alexa Fluor 488 na cor

verde.

54.2. BACO

Micrografias de bagco em 5 dpi foram imunomarcados para a caracterizacdo de
subpopulagdes de células, evidenciando a presenca de células B e células T dentro do foliculo
linfoide do baco. Entretanto, ndo foram observadas nenhuma diferenca de prevaléncia entre
linfécitos T e B nos animais infectados € nos animais controles. Além disso, ndo foram
observadas diferencas de imunomarcacdes ao comparar os animais controles e infectados
(Figura 44 A-D). Outrossim, como esperado, ndo foi possivel detectar a presenca do antigeno
do virus da febre amarela em animais controles (Figura 44 F). O controle secunddrio nao

apresentou marcagoes inespecificas (Figura 44 E).
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Figura 44: Seccoes histoldgicas de baco de hamster sirio imunomarcados com: (A-B) anti-CD20 (linfécitos
B); (C-D) anti-CD3 (linfécitos T); (E) Controle Secundario; (F) anti-YFV (virus da febre amarela); sendo A,C,
E animais infectado 5 dias pds-infec¢do e B,D,F animais controles ndo infectados. Nucleo das células corado em
azul (DAPI) e contra coloracdo do fundo em vermelho (Azul de Evans). Marcacdo dos antigenos com Alexa Fluor
488 na cor verde.
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Os bagos dos animais infectados em 7 dpi também foram caracterizados quanto a
presenca de células B e células T, presentes dentro do foliculo linfoide. Entretanto, nao foi
observada nenhuma diferenga de prevaléncia entre estes tipos celulares (Figura 45 A-B). Além
disso, foi possivel detectar o antigeno do virus da febre amarela no tecido esplénico na zona
marginal do foliculo linfoide, regido a qual foi acometida com hipoplasia, como observado na
andlise histopatoldgica (Figura 45 F). Nestes animais, também foi possivel realizar a marcacdo
de macréfagos ativados ao redor do foliculo linfoide como observados na andlise
histopatoldgica, através da imunomarcacdo com o anticorpo anti-IBA-1. Estes resultados
revelam a acdo destas células mononucleares no tecido esplénico, na qual estdo realizando suas
fungdes fagociticas, como eritrofagocitose e leucofagocitose (Figura 45 C-D-E). Os controles

secunddrios demonstraram-se ausentes de marcacoes inespecificas (Figura 45 G-H).
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Figura 45: Seccoes histologicas de baco de hamster sirios infectados em 7 dias pés-infeccio pela cepa
PR4408 imunomarcados com: (A) anti-CD20 (linf6citos B); (B) anti-CD3 (linfécitos T); (C-D-E) anti-IBA 1;
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(F) anti-YFV (virus da febre amarela); (G) Controle secunddrio anti-camundongo; (H) Controle secundario anti-
coelho. Nicleo das células corado em azul (DAPI) e contra coloracdo do fundo em vermelho (Azul de Evans).
Marcagado dos antigenos com Alexa Fluor 488 na cor verde.

6. DISCUSSAO

A febre amarela € uma doenca infecciosa de importancia de satide publica. Apesar de
negligenciada, periodicamente ocorrem surtos tanto na Africa Subsaariana quanto na América
do Sul (Vasconcelos, 2003; CDC, 2018). No Brasil, ndo ha casos de febre amarela urbana desde
1942, mas existe um risco de reintrodu¢do em centros urbanos povoados quando ocorrem
surtos silvestres, devido a dificuldade de diagnoésticos e devido a baixa cobertura vacinal
(Shearer et al., 2018). Além disso, a febre amarela, apesar de ser uma doenga descoberta ha
muitos anos, ainda possui diversos aspectos desconhecidos sobre a sua patologia, em especial
a histopatologia em que a maioria dos dados obtidos sdo de casos fatais humanos (Quaresma,
2013). Dessa maneira, existe uma necessidade de se estudar novos modelos animais
imunocompetentes candidatos a infeccdo experimental, visto que os estudos de mecanismos de
infeccdo pelo virus da febre amarela sdo dificultados pela falta de modelos de pequeno porte
apropriado a fim de substituir a utilizacdo de PNHs (Miao et al., 2019).

A ideia central de utilizar hamster sirios para infeccdo do virus da febre amarela veio
de estudos utilizando cepas selvagens de origem africana, nos quais demonstraram que através
de passagens seriadas pelo macerado de figado seguido de inoculacdo em outros animais, O
virus selvagem sofria mutacdes e se adaptava ao animal, levando a patologia grave da doenca
(Tesh et al., 2001; Xiao et al., 2001; Sbrana et al., 2001). Desta forma, seria possivel utilizar
um modelo imunocompetente que desenvolvesse patologia compativel com a febre amarela,
no qual possui maiores vantagens e facilidades de utilizacdo em estudos quando comparado
aos PNHs (Julander, 2016; Shinde et al., 2022).

Estudos recentes envolvendo a cepa PR4408 ja demonstraram a alta viruléncia desta
cepa com neuroviruléncia em camundongos BALC/c e alta taxa de infectividade em células de
mamiferos (Furtado et al., 2022). No atual estudo, mesmo ao serem infectados pela cepa
selvagem PR4408, estes animais, que ja foram descritos como resistentes a flavivirus,
apresentaram patologia compativel com a doenga e perda progressiva de peso (Laurent-Rolle
et al., 2014). E possivel que estes resultados sejam em decorréncia por suas mutagdes nas
proteinas NS1 e NS3, que estdao envolvidas em escape da resposta imunoldgica do hospedeiro,

contudo mais estudos ainda sdo necessarios para confirmar estd hipétese (Chen et al., 2017;
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Furtado et al., 2022). Entretanto, este € o primeiro estudo a descrever as alteragdes
histopatoldgicas em cepas circulantes no Brasil do virus da febre amarela em modelo de roedor
imunocompetente, sem a necessidade de adaptacdo (Tesh et al., 2001; Xiao et al., 2001).

Apesar da variabilidade do peso corporal, os resultados revelaram que a maioria dos
animais comegaram a perder peso do quarto para o quinto dia, tendo no sétimo dia a maior de
perda, e voltam a ganhar massa corporal até os 14 dpi. Entretanto, alguns animais ainda
perpetuam com a queda do peso. Igualmente, em 5 dpi iniciaram-se o agravamento dos achados
histopatolégicos, quando comparado aos 2 dpi, e aos 7 dias observou-se as alteracdes
patologicas mais graves (Monath, 2001).

Inicialmente, foi realizada a RT-PCR para a deteccdo do virus da febre amarela no
figado, para confirmar a infec¢do dos animais, pois este € o primeiro e o mais afetado 6rgao
pela febre amarela (Monath, 2001).

Em 2 dpi, se iniciam os achados histopatoldgicos discretos, coincidindo com a detec¢do
do virus da febre amarela no figado dos animais infectados. Em 5 e 14 dpi, os animais que ndo
foram positivos na RT-PCR também ndo apresentaram nenhuma altera¢do histopatolégica
digna de nota, sugerindo que estes animais ndo se infectaram (Miao., et al 2019). Apesar de
alguns animais ndo terem se infectado, assim como descrito na literatura, foi possivel realizar
a detecg@o do virus da febre amarela no figado em todos os tempos analisados (2, 5,6, 7,9 e
14 dpi) (Quaresma et al., 2006a; Quaresma et al., 2006b).

Na andlise histopatoldogica, foram observados corpusculos acidofilicos, infiltrados
inflamatorios peri-portais, células em apoptose, esteatose, necrose, congestdo dos sinusodides,
como j4 relatados na literatura da patologia humana (Quaresma et al., 2006a; Quaresma et al.,
2006b) Apesar de ter sido observado morte celular por necrose, a morte celular por apoptose
foi predominante em nosso estudo através de achados de Corpusculos de Councilman-Rocha
Lima, picnose e cariorrexe, assim como j4 relatados em casos fatais em humanos (Quaresma
et al, 2005; Quaresma et al., 2007).

Aos 9 dpi no figado, iniciaram-se os achados histopatolégicos de regeneracdo como de
mitose, infiltrados ao redor de restos celulares, o que ainda ndo se tem descrito em casos
humanos e modelos animais. Isto se deve aos escassos dados de histopatologia de humanos
disponiveis na literatura que s@o apenas de casos fatais e, ao fato de que os PNHs desenvolvem
uma doencga fulminante e de alta letalidade, indo a 6bito em pouquissimos dias (Hudson, 1928;
Quaresma et al., 2005). Aos 14 dpi, a maioria dos animais encontrava-se recuperado, com o

ganho de peso corporal, auséncia de RNA viral no figado, diminui¢do das alteracOes
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histopatoldgicas graves, o que demonstra que o hamster ao ser infectado por esta cepa selvagem
possui a capacidade de recuperar da infecc¢ao.

Os infiltrados peri-portais observados na histologia foram caracterizados por
imunomarcacio através de imunofluorescéncia indireta em 5, 7 ¢ 9 dpi. Aos 7 dpi, observou-
se a prevaléncia de linfécitos T em detrimento de linfécitos B nos infiltrados inflamatérios do
espaco porta, que ja era esperado, pois € descrito na literatura o predominio de linfécitos T no
tecido hepatico de casos fatais humanos (Quaresma et al., 2006b; Quaresma et al., 2013). Nos
demais tempos, foi possivel também observar a prevaléncia de células T quando comparado as
demais células presentes nos infiltrados, ressaltando a importancia de linfocitos T na
fisiopatologia da febre amarela. Além disso, a imunomarcacdo de macréfagos ativados aos 7
dpi revelou o tipo M1 inflamatério (Wijesundera et al., 2014), nos quais estavam realizando
sua fungdo fagocitica, como fagocitose de células em apoptose no figado.

A imunomarcacao de morte celular nos animais infectados 7 dpi por caspase-3 ativada
se mostrou pouco acentuada e presente em células no infiltrado inflamatério ao invés de
hepatdcitos. Esse padrio de marcagcdo foi oposto ao esperado, visto que em casos fatais
humanos ocorre uma imunomarcagao intensa por FAS e FAS-L, que também est4 relacionado
com a predominancia de células T e indicam um papel importante de mecanismos citotéxicos
na indug@o dos hepatdcitos via células TCD8 + (Quaresma et al., 2006). Prentende-se realizar
novamente esta marcagdo ao 5 dpi, no qual as células estdo iniciando seus mecanismos de
ativacdo de morte celular, ao contrario de 7 dpi, em que as células jd se apresentam em
apoptose, para confirmar nossos resultados.

Em 9 dpi, os infiltrados inflamatérios ao redor de restos celulares e em zona
intermedidria, foram caracterizados pela presenca de células T e com presenca de caspase-3
ativada. Estes linfocitos T possivelmente induziram os hepatdcitos infectados pelo virus a
morte celular apoptética via FAS/FAS-L, que culmina na ativacdo de caspases efetoras como
caspase-3 ativada que ativamente leva a fragmentagdo nuclear e apoptose das células (Zhang.,
et al 2005)

O bago também € um dos 6rgdos mais afetados na infecc¢ao pelo virus da febre amarela
(Monath; Barrett, 2003; Hudson, 1928; Monath, 2001). Assim como no figado, os achados
iniciaram-se discretos em 2 dpi, foram se agravando em 5 e 7, mas aos 14 dias, todos os tecidos
ja se encontravam quase totalmente regenerados. Assim como ja descrito na literatura em
humanos, PNHs e hamster sirios, neste trabalho observamos a morte celular de polpa branca

por meio de apoptose e também o aparecimento de macréfagos ativados esplénicos na zona
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marginal e dentro do foliculo linfoide (Xiao et al 2001; Klotz; Belt, 1930; Engelmann et al.,
2014).

Além disso, observou-se em 2 dpi, 0 aumento da zona marginal e o aparecimento de
células polimorfonucleares. J4 aos 5 e 6 dias, foram observados o desaparecimento da zona
marginal e o aparecimento de macréfagos ativados, relatados em humanos, PNHs e hamster
sirios. Também foram observadas células em apoptose na polpa vermelha. Em 7 dpi, os
achados persistiram com adi¢do de eritrofagocitose e leucofagocitose, ressaltando a presenga e
atuacdo de macréfagos no tecido esplénico. Provavelmente, a eritrofagocitose por parte dos
macréfagos ocorreu em decorréncia do extravasamento de sangue de um possivel dano
vascular, que levou a fagocitose de hemécias. Assim como, a leucofagocitose € provavelmente

a fagocitose de célular infectadas pelo virus (Minasyan, 2018).

Em 9 dpi apesar de intensa desorganizagdo tecidual, necrose, presenca de neutréfilos,
observou-se a tentativa de regeneracdo do animal com a presenca de mitoses e inicio da
reestruturacdo da zona marginal. J4 aos 14 dias, o baco dos animais estava quase totalmente
recuperado, ainda com alguns pontos apoptéticos na polpa branca e reestruturando a zona
marginal, entretanto, macréfagos e neutréfilos ndao foram mais observados. Apesar de a necrose
germinativa do foliculo linféide ja ter sido descrita anteriormente em hamster e PNH, os
hamsters infectados com a cepa PR4408 do virus da febre amarela apresentaram prevaléncia
de morte celular por apoptose (Monath et al., 1981; Xiao et al., 2001; Quaresma et al., 2006;
Engelmann et al., 2014). Existe uma escassez de estudos de fisiopatologia no baco, a fim de

explicar como essa patologia ocorre.

O tecido esplénico também foi caracterizado por imunofluorescéncia indireta. Foi
possivel fazer a detec¢dao do antigeno do virus da febre amarela em regido cometida do bago,
como a zona marginal dos animais infectados em 7 dpi (Duarte-Neto et al., 2019). Ademais,
a imunomarcacdo de linfécitos T e linfécitos B, foi positiva dentro do foliculo linféide.
Entretanto, ndo foram observadas nenhuma diferenca de prevaléncia desses dois tipos celulares
entre e dentre os animais infectados e os animais controles. Além disso, a imunomarcagio de
macréfagos ativados foi positiva na zona marginal, local acometido durante a infec¢do. A
andlise de microscopia de fluorescéncia reafirmou os achados da histopatologia, na qual estas
células mononucleares estdo no baco realizando suas fungdes fagociticas de leucofagocitose e
a eritrofagocitose. Dessa forma, é possivel que os macréfagos estejam auxiliando na resolucao

da infecc¢ao pelo virus da febre amarela.
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S6 foram observadas alteragdes histopatoldgicas no pancreas em 5, 6 e 7 dpi, que foram
os dias que revelaram as patologias mais graves. Diferentemente do que é descrito ems
humanos e PNHs, nos quais o pancreas ndo costuma ser afetado (Hudson, 1928), os resultados
deste estudo revelaram morte apoptdtica dos dcinos pancredticos e nas células das ilhotas
pancredticas. Este achado também difere dos estudos realizados com hamsters infectados com
cepas de febre amarela africanas adaptadas, nos quais 0s animais apresentaram necrose no
parénquima acinar (Xiao., et al 2001).

Em nenhum dos tempos analisados, foram observadas alteracdes histopatoldgicas nos
rins dos animais infectados. Esperava-se encontrar necrose dos tibulos renais, como j4 relatado
para humanos e modelos animais. Entretanto, mesmo no modelo de hamster sirio utilizando
cepas africanas adaptadas, apesar da ocorréncia de alteragdes histopatologicas como
degeneracao tubular, os resultados foram inconsistentes (Xiao et al., 2001; Ferreira et al., 2020;
Monath; Barrett, 2003). Além disso, € importante considerar que apesar de os rins serem
classicamente atingindos na infec¢do pelo virus da febre amarela, os danos neste 6rgao sao
considerados secunddrios pois sdo decorrentes do dano microvascular (Monath, 2001).

Tanto a andlise clinica, os dados moleculares quanto os achados histopatolégicos
apresentaram variacdo entre os hamster sirios infectados do mesmo grupo de dpi.
Provavelmente, pois estes animais ndo sdo endogdmicos € i1sogénicos, assim como o0s
hospedeiros naturais da febre amarela, dessa forma, ¢ uma forma representativa de simular o
hospedeiro da doenga (Fritzsche et al., 2006). Entretanto, o nimero de animais utilizando neste
estudo € baixo e pretende-se aumentar a fim de obter uma andlise estatistica que reforce e

confirme os dados apresentados.

7. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho ressaltam a capacidade da infec¢@o e viruléncia de cepas
do virus da febre amarela circulantes no Brasil nos ultimos anos, como a PR4408, em
mamiferos, como o Hamster sirio. Dessa forma, reafirmam a necessidade de um
monitoramento destes gendtipos dentro no territério brasileiro, a fim de evitar epidemias e
epizootias. Além disso, o hamster sirio apresentou patologia compativel com a febre amarela,
sendo capaz de se recuperar ao longo da infeccdo. Desta maneira, se revela um bom modelo de
estudo da histopatologia da doenga. Por fim, este € o primeiro estudo a demonstrar a infec¢ao
por cepas selvagens de febre amarela circulantes no Brasil em modelo de roedor

imunocompetente, sem a necessidade de adaptagao.
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