Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Saude Publica

Filogeografia da Febre Amarela na América do Sul

Renato Pereira de Souza

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo
em Saude Publica para obtencéo do titulo de Doutor
em Ciéncias.

Area de Concentracédo: Epidemiologia

Orientador: Prof. Dr. Francisco Chiaravalloti Neto

Sdo Paulo — SP
2013



Filogeografia da Febre Amarela na América do Sul

Renato Pereira de Souza

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacéo
em Saude Publica para obtencéo do titulo de Doutor
em Ciéncias.

Area de Concentracédo: Epidemiologia

Orientador: Prof. Dr. Francisco Chiaravalloti Neto

Sao Paulo - SP
2013



E expressamente proibida a comercializacdo deste documento, tanto na sua
forma impressa como eletrénica. Sua reproducdo total ou parcial € permitida
exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na reproducao
figure a identificacdo do autor, titulo, instituicdo e ano da tese/dissertacéo.



Para minha esposa Fabiana Martins Soares de Souza.
Minha melhor amiga, a mulher da minha vida,
Mais fiel torcedora, apoio incansavel e descanso,

Nessa e em todas caminhadas.

“My angel, my all, my very self.
All my thoughts are for you, my immortal beloved”
Ludvig van Beethoven



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Francisco Chiaravalloti Neto, pela amizade, orientacao,
apoio, incentivo e confianca. Agradeco por ter abracado meu projeto aos 45
minutos do segundo tempo, e ter acreditado que poderia dar certo. Tem sido

verdadeiramente uma 6tima experiéncia.

Aos membros de minha banca examinadora, pelas sugestdes valiosas

gue enriqueceram este trabalho, e pelo interesse e suporte.

Aos Professores do Departamento de Epidemiologia pelos ensinamentos
ao longo de todos esses anos, ndo apenas nas disciplinas e ao longo do curso,

mas em todos os contatos que tivemos desde minha graduacao.

Aos amigos Prof. Dr. José Maria Soares Barata, Prof. Dr. Delsio Natal,
Dr. Paulo Urbinatti e Dr. Walter Ceratti Jr. Com eles comecei minha carreira
académica e foi onde me interessei por Saude Publica e Epidemiologia e fiz
boas e grandes amizades. Em especial agradeco ao Prof. Dr. Delsio Natal e Dr.
Paulo Urbinatti por suas sugestdes em relacdo a ecologia e modelagem de

nicho ecoldgica de Haemagogus sp.

Ao Prof. Dr. Mario de Vivo por compartilhar seu conhecimento sobre o
género Alouatta, sua distribuicdo e ecologia. Agradeco pelo acesso a colecao
do Museu de Zoologia para conferéncia das localidades utilizadas durante a

modelagem de nicho de Alouatta sp.



Agradeco ao Prof. Dr. Paolo Marinho de Andrade Zanotto, pelo apoio,
incentivo e interesse em meu crescimento como pesquisador e pelas

sugestdes em relacdo a analise concatenada dos fragmentos.

Aos amigos da SUCEN Rosa Maria Tubaki, Regiane Menezes Tironi,

Luis Filipe Mucci, Rubens Pinto Cardoso Junior e Eduardo Sterlino Bergo.

Aos amigos do Centro de Vigilancia Epidemiolégica “Prof. Alexandre
Vranjac” Giselda Katz, Ana Freitas, Ciléia Hatsumi Tengan, Melissa Mascheratti

e Roberta Spinola.

Ao amigo Alessandro Pecego Romano, pelas conversas, por dividir sua
experiéncia na vigilancia de Febre Amarela, seu apoio e amizade nesses tantos
anos de estudo e vigilancia de Febre Amarela, Hantavirus e tantas outras

historias.

Aos meus amigos do Nucleo de Doencas de Transmissdo Vetorial, do
Centro de Virologia e do Instituto Adolfo Lutz que apoiaram e favorecerem este
trabalho com sua amizade e apoio técnico. O profissionalismo e dedicacao
desse grupo é base essencial dessa pesquisa e motivo de honra e orgulho de

poder me incluir em tal companhia.



Agradeco pelo apoio técnico na realizagdo dos isolamentos virais, PCRs
e sequenciamentos a Terezinha Lisieux, Selma Petrella, Vivian Silveira, Iray
Maria Rocco, Adriana Maeda e Sarai Joaquim dos Santos. Agradeco a Selma e
Lisieux pelo apoio e suporte durante os momentos em que nao estive téao

presente na rotina por estar me dedicando as disciplinas ou a este trabalho.

Ao corpo diretivo do Instituto Adolfo Lutz pelo apoio, e em especial a
diretora do Centro de Virologia Dra. Maria do Carmo Sampaio Tavares

Timenetsky e a Dra. Luiza Teresinha Madia de Souza.

Agradeco a Akemi Suzuki, Diretora do Nucleo de Doencas de
Transmissado Vetorial, e a Ivani Bisordi pelo apoio integral a esta pesquisa e
pelos seus conhecimentos e amizade. Saibam que vocés sdo exemplos de

dedicacéao e ética de trabalho aos quais realmente admiro.

A minha familia na Igreja Metodista em Pinheiros, um abrigo e baluarte
constante contra as tempestades deste mundo e aos meus irmédos Eduardo
Seixas Jr. E Dani, Josias e Iris, Sydnei e Cida, Rodrigo e Karla, Hélio e Sonia,
Rodolfo, Glaucia, Munir e Rosiméia, Teresa Mendonca, Jairma, Pr. Mauricio e

Talita. Vocés tem sido sustento em oracdo e amizade.

Aos nossos queridos pastores Pr. Ronald e Pra. Cristiane. Que Deus

abencoe vocés e ao Elias.



Ao nosso querido casal Amador e Monica, pelo exemplo, amizade,

carinho e companheirismo.

Aos queridos irm&os e amigos Marco, Cris e Murilo, que tem

compartilhado tanto e sido presentes em minha vida e na vida de minha familia.

Aos meus amados Geuid Dib Jardim, Ana Maria Marinoni Jardim e Tia
Leila, que com a amizade e carinho, incessantes, fizeram momentos dificeis
mais faceis e passageiros, e tornaram os momentos alegres em lembrancas

eternas. Vocés sao, sem duvida, nossa familia também.

Aos meus pais, José Pereira de Souza e Anna Maria Corréa de Souza,
gue me apoiaram e incentivaram a buscar e ser exatamente o que sempre
sonhei. Creio que eles gostariam muito de poder ver o que tenho feito. As
minhas irmas Valéria e Mirian Carolina, ao meu irmao Bruno e a tia Mirian. Amo

VOCES.

A minha familia em BEAGA, que mesmo a distancia me apoiaram com
carinho, amor e oracdo e tem me recebido com bragcos abertos, amorosos e
festivos nos momentos de descanso e lazer em que podemos estar juntos...
Muito obrigado aos meus sogros, Walter e Lurdes, que tem sido como pais,
meus irmaos Aline, Walter, Bia, Railander e Juary e aos nossos sobrinhos

Samuel, Jodo Pedro e lIsaac que tem tornado a vida algo assim téo



interessante. Espero que vocés saibam o quanto amo vocés e quanto vocés

significam em minha vida.

Agradec¢o a minha esposa, amada e querida Fabiana Martins Soares de
Souza, que me apoiou e incentivou em todas as coisas, que esteve presente
em cada linha deste trabalho e que me faz desejar e aspirar coisas maiores e
melhores... E uma honra poder construir uma vida ao seu lado, um privilégio ter
VOCé como esposa e uma alegria ter vocé como inspiracao... Muito obrigado
Fabiana, a vida tem sido uma aventura deliciosa ao seu lado. “E na soma do

teu olhar que eu vou me conhecer inteiro...” Chico Buarque de Hollanda.

E por fim, & Deus... meu Pai, Amigo, Conselheiro, Consolo e Sustento. “Os
céus declaram a gléria de Deus e o firmamento anuncia a obra das suas méaos.
Um dia faz declaracéo a outro dia, e uma noite mostra sabedoria a outra noite.
N&o ha linguagem nem fala onde ndo se ouca a sua voz. A sua linha se
estende por toda a terra, e as suas palavras até ao fim do mundo. Neles pés
uma tenda para o sol, O qual € como um noivo que sai do seu tdlamo, e se
alegra como um herdi, a correr o seu caminho. A sua saida é desde uma
extremidade dos céus, e 0 seu curso até a outra extremidade, e nada se
esconde ao seu calor. A lei do SENHOR é perfeita, e refrigera a alma; o
testemunho do SENHOR ¢é fiel, e da sabedoria aos simplices. Os preceitos do
SENHOR sdo retos e alegram o coracdo; o mandamento do SENHOR é puro,

e ilumina os olhos. O temor do SENHOR ¢é limpo, e permanece eternamente;

0s juizos do SENHOR sao verdadeiros e justos juntamente. Mais desejaveis



sdao do que o ouro, sim, do que muito ouro fino; e mais doces do que o mel e o
licor dos favos. Também por eles € admoestado o teu servo; e em os guardar
h& grande recompensa. Quem pode entender 0s seus erros? Expurga-me tu
dos que me séo ocultos. Também da soberba guarda o teu servo, para que se
nao assenhorie de mim. Entdo serei sincero, e ficarei limpo de grande
transgressdo. Sejam agradaveis as palavras da minha boca e a meditacdo do
meu coragao perante a tua face, SENHOR, Rocha minha e Redentor meu!”

Salmos 19:1-14.



Now my own suspicion is that the Universe is not only queerer
than we suppose, but queerer than we can suppose.
— J.B.S. Haldane



RESUMO

Os Flavivirus sao virus de 40 — 50 nm de diametro, com formas esféricas e
RNA de fita simples, com sentido positivo e aproximadamente 11 kb de
comprimento. O Virus da Febre Amarela, protétipo do grupo, € o agente
causador da Febre Amarela, uma antiga doenga que causou epidemias
generalizadas na Africa, Américas do Norte e do Sul e Europa do século XVII
ao inicio do século XX, e depois ressurgiu nas ultimas décadas na Africa sub-
saariana e América do Sul tropical. O presente trabalho busca a reconstrucao
da transmisséo da Febre Amarela na América do Sul, no tempo e espaco, em
especial, considerando a provavel influéncia das populacbes humanas,
primatas ndo humanos e mosquitos, na evolucao e distribuicdo das linhagens
genéticas de Febre Amarela, aplicando modelos de inferéncia Bayesiana para
andlises filogenéticas e filogeograficas e testando hip6teses de distribuicdo
geografica com modelagem de nicho ecolégico. Os dados dao poucas
evidéncias de que as estratégias de vacinacdo vigentes tenham efetivamente
colaborado para a diminuicdo da ocorréncia de Febre Amarela, indicando
possiveis erros na estratégia de vacinacdo. A partir da analise Coalescente da
populacdo viral de Febre Amarela, a populacdo viral apresentou um
decréscimo importante iniciado em meados dos anos 90. A andlise
filogeografica sugere um padrao geral de transmissibilidade “Source-Sink”
destacando a regido amazonica como fonte de diversidade para as outras
areas estudadas, com uma estrutura filogeografica secundaria em ondas.

Assim, as introdug¢des do virus em areas fora da amazlOnia tem ocorréncia



aleatdria e podem ser ligadas temporalmente e geograficamente ao norte da
America do Sul. Os modelos de distribuicdo geografica corroboram esse
padrdo e indicam uma area possivel para circulagdo da Febre Amarela ampla,
englobando diversos ecotonos. Os resultados indicam um possivel efeito em
longo prazo da vacinacdo atuando diretamente sobre a evolugdo e dinamica
filogenética da Febre Amarela e sugere que monitorar a evolu¢do do virus da
Febre Amarela é uma estratégia vélida para compreender sua distribuicdo
geografica e evidenciar mecanismos complexos de transmissao e introducéo.
Por sua vez, os modelos de Nicho Ecolégico mostraram ser ferramentas
adequadas para calcular o risco da doenca em determinadas areas, sem sua
ocorréncia prévia, contribuindo como um modelo preditivos para orgaos de
Vigilancia prepararem suas estratégias de prevencdo e controle no caso de
possivel introducdo de patdgenos.

Descritores: Febre Amarela, Filogenética Bayesiana, Filodinamica viral.

Analise  Filogeografica, Modelagem de Nicho Ecoldgico, Alouatta,

Haemagogus.



ABSTRACT

The flaviviruses are viruses of 40-50 nm in diameter, with spherical shaped and
single-strand RNA with positive sense and approximately 11 kb in length. The
Yellow Fever virus is the prototype of the group and the causative agent of
Yellow Fever, a disease which caused widespread epidemics in Africa, North
America, South America and Europe of the seventeenth century to the early
twentieth century. The disease reemerged in recent decades in sub-Saharan
Africa and tropical South America. This manuscript aims to reconstruct, in time
and space, the transmission of yellow fever in South America, through the
applying of a Bayesian inference model, considering the probable influence of
human populations, nonhuman primates and mosquitoes on the evolution and
distribution of Yellow Fever genetic lineages. Distributional pattern hypothesis
will be tested by computational modeling of ecological niche. The data provide
little evidence that current vaccination strategies have effectively contributed to
reducing the occurrence of Yellow Fever, indicating possible errors in the
vaccination strategy. From the analysis of the Yellow Fever population
Coalescence, the viral population showed a significant decrease started in the
mid-90s. The phylogeographic analysis suggests a general pattern of
transmissibility "Source-Sink" highlighting the Amazon region as a source of
diversity for the other areas studied, with a secondary phylogeographic wave
like structure. Thus, the introductions of the virus into areas outside the Amazon
has random occurrence and can be linked temporally and geographically to the

north of South America The geographical distribution models corroborate this



pattern and indicate a broad possible area for Yellow Fever circulation,
encompassing many ecotones. The results indicate a possible long-term effect
of vaccination acting directly on the evolution and phylogenetic dynamics of
Yellow Fever and suggests that monitoring the evolution of the Yellow Fever
virus is a valid strategy to understand the geographical distribution and highlight
complex transmission mechanisms and spatial movements. In turn Ecological
Niche models showed as an appropriate tool to calculate disease risk in certain
areas without previous occurrence of the disease, working as a predictive
model for Surveillance institutions prepare their strategies for prevention and
control in the case of possible pathogen introduction.

Descriptors: Yellow Fever, Bayesian phylogeny, Phylogeographic Analysis,

Viral Phylodynamic, Ecological Niche Modeling, Alouatta, Haemagogus.
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1. INTRODUCAO

1.1. BIOLOGIA MOLECULAR DOS FLAVIVIRUS

O género Flavivirus, anteriormente conhecido como Arbovirus grupo B,
compreende mais de 70 agentes com propriedades antigénicas comuns. Os
Flavivirus sdo particulas esféricas de 40 — 50 nm de diametro, e sao
responsaveis por consideravel morbidade e mortalidade, estando associados a
quadros encefaliticos, hemorragicos, doencas hepaticas e quadros febris

inespecificos em vertebrados, incluindo seres humanos (Zanotto et al., 1995).

Os Flavivirus apresentam genoma de RNA de fita simples, com sentido
positivo e aproximadamente 11 kb de comprimento, dispostas em uma regiao
curta 5' ndo-codificante (5'NCR), uma regido codificadora com uma Unica Open
Reading Frame para codificacdo das proteinas estruturais do capsideo (C),
Premembrane (Pr/M), membrana (M), envoltério (E), e das proteinas néo-
estruturais (NS), conhecidas como proteinas NS1, NS2, NS2a, NS2b, NS3,
NS4, NS5. Por fim, apresenta ainda uma regido 3' ndo codificante (3'NCR)

(Chambers et al., 1990).

As proteinas estruturais formam a estrutura basica da particula viral,
sendo a proteina Pr/M a precursora da proteina da membrana (M), a proteina E
precursora do envoltério, e a proteina C codificante do capsideo viral. Séo a
essas proteinas que o organismo humano responde durante a infeccao,

produzindo anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (IH), em resposta as
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glicoproteinas do envoltério e anticorpos neutralizantes (N) contra a proteina C
do capsideo (Zanotto et al., 1996). As proteinas ndo estruturais sao
responsaveis pelas atividades reguladoras e de expressao do virus, incluindo
sua replicacdo, e os fatores determinantes de viruléncia e patogenicidade

(Chambers et al., 1990).

O Virus da Febre Amarela (YFV) € o protétipo da familia Flaviviridae,
género Flavivirus, e foi o primeiro virus humano a ser isolado (Zanotto et al.,

1995).

1.2 - EPIDEMIOLOGIA DA FEBRE AMARELA

O Virus da Febre Amarela é o agente causador da Febre Amarela, uma
antiga doenca que causou epidemias generalizadas na Africa, Américas do
Norte e do Sul e Europa do século XVII ao inicio do século XX, e depois
ressurgiu nas Gltimas décadas na Africa sub-saariana e América do Sul tropical

(Bryant et al., 2007).

Nos seres humanos, a doenca estd associada a amplo espectro de
manifestacbes clinicas, desde a infeccao inaparente ou febre leve a hepatite
grave e doenca hemorragica. A taxa de mortalidade entre pacientes
sintomaticos que desenvolvem doenca visceral varia de 20% a 50% (Monath,

2008 a,b).
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Apesar da existéncia de uma vacina altamente eficaz, disponivel desde
1937, e dos esforcos na erradicacdo do Aedes aegypti, principal vetor do virus,
a Febre Amarela continua a ser uma preocupag¢do importante de Saude
Publica, causando um numero estimado de 200.000 casos e 30.000 mortes por
ano (Vainio & Cutts, 1998), principalmente na Africa, onde a doengca circula de
forma importante em sua forma urbana, respondendo por mais de 90% dos
casos de Febre Amarela anualmente notificados a OMS. (Robertson et al.,
1996). De forma geral, esse quadro se agrava pela incapacidade de sustentar
0s programas de vacinagao, pelo risco associado a vacina, principalmente em

pessoas imunodeprimidas e o controle ineficaz do mosquito.

Mais de 80% dos casos da doenca ocorrem em individuos do sexo
masculino com idade variando entre 14 a 35 anos, devido principalmente a
maior exposi¢ao aos fatores de risco ambientais dessa faixa populacional e ndo
a uma maior susceptibilidade ao virus. O risco de infec¢éo varia, sendo maior
para os individuos que se expfem sistematicamente ao ambiente silvestre e
rural e, praticamente, nulo aos que evitam os ambientes de matas ou que
vivem em é&reas indenes da virose. Nos Ultimos 5 anos, observou-se uma
tendéncia de aumento de casos no sexo feminino e entre menores de 15 anos,
especialmente nos pacientes oriundos da Amazonia (Vasconcelos 2003;

Vasconcelos et al., 2001 a,b).

A mortalidade global da Febre Amarela situa-se entre 5 — 10%,

(Vasconcelos, 2003). A letalidade dos casos graves revela-se ainda maior,
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sendo no Brasil entre 40% — 60% (Vasconcelos et al., 2001a;b; Vasconcelos et

al., 1997 a,b).

A Febre Amarela apresenta dois ciclos epidemiologicos distintos, sendo

uma forma silvestre e outra urbana.

A Febre Amarela Silvestre, endémica em regides tropicais da Africa e
das Américas, apresenta-se geralmente sob a forma de surtos, com intervalos
de 5 a 10 anos, alternados por periodos com menor numero de registros. Em

geral, epizootias precedem o aparecimento de casos humanos.

No periodo de 1970 — 2001, foram notificados 4.543 casos de Febre
Amarela Silvestre na América do Sul. O Peru, com 2.341 casos (51,5%) e a
Bolivia com 912 casos (20,1%), sdo os dois paises que mais reportaram casos.
O Brasil ocupa o terceiro lugar com 849 casos (18,7%) notificados no periodo

(PAHO, 2002).

No Brasil, desde os ultimos registros de casos de Febre Amarela
Urbana, em 1942, sé h& ocorréncia de casos de Febre Amarela Silvestre, e até
1999 os focos endémicos estavam situados nos Estados das regides Norte,
Centro-Oeste e é&rea pré-amazbnica do Maranhdo, além de registros

esporadicos na parte oeste de Minas Gerais (Vasconcelos 2001a).

Nos surtos ocorridos no periodo de 2000/2003, observou-se uma

expansdo da circulagdo viral no sentido Leste e Sul do Pais, detectando a
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presenca do virus nas areas silenciosas ap0s varias décadas, o que levou a
uma redefinicdo nas areas de risco (Ministério da Saude, 2005 a,b).

Além da ampliacdo da &rea de transicdo, foi estabelecida uma nova
area, denominada &rea indene — mas de risco potencial —, uma &rea contigua a
de transicdo e com ecossistemas semelhantes, englobando municipios do sul
de Minas Gerais e da Bahia e a regido centro-norte do Espirito Santo

(Ministério da Saude 2005 a,b).

Na Figura 1 apresenta-se a evolugcdo da é&rea de ocorréncia e

recomendacao de vacina.
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Figura 1. Areas de risco e de recomendacdo de vacina contra febre

amarela no Brasil, 1997 a 2008. Fonte: SVS/MS.

Admitem-se assim, trés areas epidemiolégicas de risco da Febre
Amarela: uma area endémica, uma area de transi¢éo (também conhecida como
epizodtica ou de emergéncia) e uma area indene (Costa et al.,2002; Ministério
da Saude 2005 a,b). Atualmente no Brasil, a area endémica — que inclui as
regides Norte e Centro Oeste e o Estado do Maranh&o — abriga uma populacéo

aproximada de 30 milhdes de habitantes (Funasa, 2001).

Nos Ultimos anos, face ao significativo aumento na ocorréncia e
circulacdo do virus da Febre Amarela, a area epizodética aumentou, passando a
incluir além da parte ocidental de Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana,
classicamente consideradas areas de risco, as partes ocidentais dos Estados
do Piaui e Bahia no Nordeste, e Santa Catarina e Rio Grande do Sul na regido

Sul (Figura 1).

Esse aumento da éarea de transicdo deu-se pela necessidade de
estender a faixa de protecdo as areas com circulacdo epizodtica recente,
inclusive em areas com coberturas florestais rarefeitas. Outro fator contribuinte
a esta expansao foi a grande mobilidade da populacdo. A area de transicéo
conta com cerca de 18 milhdes de habitantes. J4 a &rea indene corresponde as
areas da costa brasileira, desde o Piaui até o Rio Grande do Sul, onde vivem

cerca de 118 milhdes de habitantes (Figura 1).
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A imunidade das populacbes que vivem nessas areas varia
consideravelmente. Na é&rea endémica estima-se que cerca de 95% da
populagéo ja tenha sido vacinada contra a Febre Amarela (Vasconcelos, 2003).
Observa-se indice similar ou ligeiramente inferior na area de transicdo. Ja na
area indene, a cobertura vacinal é baixa ou praticamente nula (Costa et
al.,2002), com exce¢ao no Estado da Bahia, onde o governo instituiu a

vacinagdo de toda a populacédo ha alguns anos.

A maior freqiéncia da doenca ocorre nos meses de Janeiro a Abril,
associada aos elevados indices pluviométricos e de densidade vetorial,
também coincidente com a época de maior atividade agricola (Vasconcelos

2003, Ministério da Saude, 2005 a,b).

Na Africa, por sua vez, ha diferentes niveis de transmisséo: silvestre,
rural ou peri-urbana e urbana (Digoutte et al.,1995; Barret & Higgs, 2007). A
transmissdo silvestre em areas florestais e de savanas Umidas se faz
principalmente pelo Aedes africanus, mosquito de habitos silvestres. Em areas
de savanas, em geral da Africa Ocidental, os transmissores s&o principalmente
o Ae. furcifer e o Ae. taylori (Vasconcelos, 2003; Barret & Higgs 2007). Nas
savanas secas 0 Ae. luteocephalus € o transmissor, ocorrendo em vilas
localizadas proximo de florestas, em particular na Nigéria. Na Africa Oriental e
Central, Ae. africanus e Ae. pseudoafricanus tem sido 0s vetores mais
associados aos surtos de Febre Amarela Silvestre (Vasconcelos, 20083;

Digoutte et al.,1995).
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Na Africa Oriental, o Ae. simpsoni atua como um vetor de ligac&o entre
os ciclos urbano e silvestre, por transitar entre os ambientes de mata e
periferias das cidades. A espécie pode inclusive manter a transmisséo urbana

continua nessas areas (Vasconcelos, 2003).

Nas Américas outras espécies de mosquitos sdo responsaveis pela
transmissdo da forma silvestre da Febre Amarela, sendo 0s géneros:
Haemagogus (Hg. janthinomys, Hg. albomaculatus, Hg. Leucocelaenus) e
Sabethes (Sa. chloropterus, Sa. soperi, Sa. Cyaneus) (Degallier et al.,1992;

Forattini 2002) os de maior importancia.

Cerca de 98% de todos os isolamentos de Febre Amarela procedentes
de mosquitos, obtidos no Instituto Evandro Chagas — Belém/PA, originaram-se
desses géneros. Excepcionalmente espécies de outros géneros foram
encontradas infectadas. E o caso do Aedes fulvus, Ae. scapularis e Psorophora
albipes, cada um com um unico isolamento (Vasconcelos, 2003). No Estado de
Sédo Paulo, Haemagogus leucocelaenus foi encontrado naturalmente infectado

com o virus e associado a transmissao silvestre (Souza et al., 2011).

Tanto na Africa quanto na América, os hospedeiros silvestres primarios
do virus da Febre Amarela séo primatas nao humanos. No continente africano,
0S primatas mostram-se mais resistentes ao virus e, ainda que desenvolvam a
infeccdo, raramente morrem em decorréncia da doenca (Monath, 1988 a,b;

Vasconcelos, 2003).



29

Nas Ameéricas, alguns primatas mostram grande susceptibilidade e
sensibilidade a infeccdo, por exemplo, o Guariba ou Bugiu (género Alouatta).
J& outros apresentam grande resisténcia, como a exemplo do macaco prego

(género Cebus e Sapajus) (Ministério da Saude, 2005).

A Febre Amarela Urbana ndo ocorre no Pais desde 1942 (Monath,
1988). Enquanto o Aedes aegypti encontrava-se erradicado, ndo existia o risco
de reurbanizacdo da doenca. Entretanto, a reinfestacdo de extensas areas do
nosso territério por esta espécie de mosquito, acarreta o risco de

restabelecimento da transmissao urbana do virus da Febre Amarela.

A Febre Amarela faz parte da lista de doencas de notificagdo
compulsoria e como tal, casos suspeitos devem ser imediatamente notificados
a autoridade sanitaria local, estadual ou nacional e esta notificar os organismos
internacionais. Apdés a confirmacdo laboratorial, a notificacdo do caso é
confirmada e a autoridade nacional ratifica a autoridade sanitéria internacional

(Robertson 1993, Ministério da Saude 2005 a).

O método mais eficaz para prevencdo da Febre Amarela ainda é a
vacinacdo. Atualmente, duas cepas sdo usadas na producao de vacinas: 17DD
no Brasil e 17D-204 no resto do mundo (Galler et al.,2001). A OMS recomenda
gue sejam vacinadas todas as pessoas higidas com mais de 6 meses de idade,

gue residam nas areas de risco ou que se dirijam a elas.
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Uma Unica dose da vacina protege o individuo por pelo menos 10 anos,
quando entdo € recomendada a aplicagdo de nova vacinagdo (Robertson et
al.,1993).

Como a vacina é produzida com virus vivo atenuado, ndo é
recomendada a vacinagao de pessoas imunodeprimidas, devido ao risco de
doenca associada a reversao da viruléncia. A vacina é contra recomendada a
pacientes com SIDA/AIDS, cancer e em uso de medicagdo imunossupressora,

salvo em casos particulares e ap6s cuidadosa avaliacdo dos riscos e beneficios

(Martins et al.,2007).

Embora seja esperado um quadro de rea¢des normais a vacina, que vao
desde dor local, inflamacéao, mialgia, febre baixa e outros sintomas de pouca
importancia detectaveis entre 1 — 2 dias ap6s a vacinacdo, existe um risco

baixo de eventos adversos graves (Barret & Teuwen, 2009).

Existem basicamene dois tipos de eventos adversos graves, a Doenca
Neurotropica e a Doenca Viscerotrépica. A primeira caracteriza-se pela
neuroinvasdo do virus atenuado, causando encefalite, principalmente em
primo-vacinados, com uma taxa de letalidade de 5%. Por sua vez, a doencga
viscerotropica apresenta-se como uma infeccdo sistémica, com envolvimento
inicial hepatico, cursando de forma semelhante a doenga associada ao virus
selvagem, de alta letalidade (60%) (Barret & Teuwen, 2009). A frequiéncia
estimada para a doenca viscerotropica € de 0,3 — 0,5 casos para 100 000

doses aplicadas, e imunossupresséao, idade e historico de doengca no Timo
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aparecem como fatores de risco ao desenvolvimento de reagfes adversas

graves (Barret & Teuwen, 2009).

Pessoas com antecedentes de alergia a proteina do ovo também né&o
devem ser vacinadas pelo risco de desenvolverem reacdo alérgica e choque
anafilatico (Kelso et al.,1999). Finalmente, gestantes ndo devem ser vacinadas,
considerando o risco de transmissédo para o feto (Robert et al.,1999; Tsai et
al.,1993). Abaixo de seis meses h& maiores riscos de desenvolvimento de

encefalite pés vacinal (Jennings et al.,1994; Martins et al.,2007).

Outro procedimento que pode prevenir a ocorréncia da Febre Amarela é
0 combate aos vetores e 0 uso de medidas de protecao individual. No entanto,
0 combate aos vetores silvestres deve ser considerado invidvel e apenas o
combate ao vetor urbano, Aedes aegypti, pode ser efetuado. No entanto, o
controle desse vetor tem se mostrado dificil, como a expansdo urbana da

Dengue vem demonstrar.

1.3. FEBRE AMARELA — UMA PERSPECTIVA HISTORICA DA

DOENCA

Entre as ultimas décadas do século XIX e os primeiros anos do século
XX, a Febre Amarela foi de grande importancia para a Saude Publica, como

uma das principais moléstias de carater epidémico em circulagdo no Brasil.
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Ainda em 1685 ocorreram epidemias em Recife e outras regides do
Estado do Pernambuco. Um ano depois, foi detectado um grande surto na

Bahia (Franco, 1969).

De forma geral, o periodo colonial foi marcado por um siléncio em
relacdo a doenca, até 1849, quando foi detectada na Bahia, espalhando-se a
seguir ao longo da regido litoranea. A doenca se tornou uma grande
preocupacao para as regides portuarias, e uma grande epidemia ocorreu em

1849, no Rio de Janeiro (Franco, 1969; Benchimol, 1999).

Em S&o Paulo, a Febre Amarela surgiu nas regibes portuérias de
Santos, atingidas por constantes surtos da doenca a cada verédo desde 1850,
quando a doenca era trazida por tripulantes dos navios recém-chegados

(Franco, 1969; Teixeira, 2001).

No ano de 1889, um surto iniciou-se na cidade de Santos, movendo-se
em direcdo ao oeste do Estado de S&o Paulo, chegando a Campinas, que foi
atingida por sucessivas epidemias em 1889, 1890, 1892, 1896 e 1897 (Ribeiro,
1993). Nos anos 1895 e 1898 foram detectados surtos no municipio de

Araraquara (Teixeira, 2001; Ribeiro, 1993).

Dado a gravidade da doenca, foram iniciadas diversas campanhas para
erradicar o vetor e assim eliminar a transmissao. Em 1902, em Sorocaba (SP),
foi realizado o 1° Combate ao vetor da doencga, sob a orientagdo de Emilio

Ribas (Almeida, 2000). No ano seguinte, Oswaldo Cruz iniciou a Campanha
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contra a Febre Amarela no Rio de Janeiro. Desde entdo, apés grande esfor¢o
e uma ampla campanha de combate ao Aedes aegypti, essa espécie foi
declarada erradicada do Brasil, na XV Conferéncia Sanitaria Pan-americana,
realizada em 1957. Em 1942 relata-se o ultimo caso de Febre Amarela Urbana

no Brasil, em Sena Madureira, municipio do Estado do Acre (Monath, 1988).

No Estado de Sao Paulo, por sua vez, em 1953 é registrado o Ultimo
caso de Febre Amarela Silvestre autéctone (Teixeira, 2001), até seu
reaparecimento em 2000. Nesse momento, a Febre Amarela Urbana foi
erradicada, porém, o virus ja havia encontrado vetores competentes no meio

silvestre e novos hospedeiros, retornando a uma caracteristica silvestre.

A Febre Amarela aparentemente retrocedeu sua area de ocupacdao,
permanecendo endémica na Regido Norte do Pais, onde se passa a relatar
casos esporadicos de doenca humana e epizootias peridédicas, com casos
ocasionais na regidao Centro-Oeste e mais raramente na Regido Sudeste

(Ministério da Saude, 2005).

Apesar disso, a Febre Amarela aparentemente vem sofrendo expanséao
de seu territério, podendo-se observar um aumento gradual de casos da
doenca nas regifes proximas as fronteiras tradicionais, delimitada como zona
enzoodtica, assim como casos reportados para algumas areas distantes do
territorio tradicional da doencga, como casos nos estados do Rio Grande do Sul
(FUNASA, 2005) e Minas Gerais (Filippis et al.,2002) em 2000 e 2001,

respectivamente.
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A alta mobilidade de populacdo humana susceptivel em regibes de
transmissdo, uma cobertura vacinal varidvel em grande parte do territério e a
extensa distribuicdo do Aedes aegypti no pais (Vasconcelos, 2002)

representam um risco real para a reurbanizacéo da Febre Amarela.

No ano 2000 foram registrados 2 casos autéctones de Febre Amarela
Silvestre no Estado de Séo Paulo (Rocco et al. 2003). Em 2003, o Ministério da
Saude implantou a vigilancia de epizootias a partir da notificacdo de morte de

macacos.

O ano de 2007 transcorreu com caracteristicas de endemicidade para
Febre Amarela Silvestre até meados de Dezembro, quando casos da doenca
comecaram a ser detectados. No periodo foram registrados seis casos
humanos e notificadas mortes de primatas ndo humanos em 73 localidades de
9 estados brasileiros, com maior concentracdo na regido Centro Oeste
(DATASUS 2008). No Estado de S&o Paulo foram registrados na area de
transicdo para Febre Amarela 140 macacos mortos no periodo de Janeiro a
Junho de 2008, com pelo menos 4 isolamentos de Febre Amarela a partir de
individuos de Alouatta sp (Moreno et al., 2008, 2013). Ainda foram detectados
10 casos humanos confirmados, sendo 2 autdctones e 8 importados (Moreno
et al., 2008). Os casos autéctones, provenientes dos municipios de Luis
Antonio e area rural de S&o Carlos, divisa com o0 municipio de Rincéo,
encontraram-se associados a mesma regido florestada da reserva ecoldgica

estadual de Jatai (Moreno et al., 2008).
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No ano seguinte, entre Fevereiro e Abril de 2009, foram confirmados 28
casos da doenca no Estado de Sao Paulo, sendo 11 com evolucdo para o
Obito, e todos fora da &rea de recomendacdo de vacinacdo contra Febre
Amarela, delimitada em 2008. Os locais provaveis de infec¢do (LPI) foram os
municipios de Avaré, divisa com Itatinga, Sarutaia, Piraju, Tejupa e Buri, onde
houve associacdo com atividades de lazer e/ou trabalho em &rea rural

(Secretaria de Estado da Saude, 2009).

Na mesma época, apos o inicio da campanha extensiva de vacinacao,
foram notificados 3 casos confirmados de doenca viscerotrépica aguda e 2
casos provaveis. Foram ainda identificados 2 casos de meningite
linfomonocitaria e 1 caso de reacéo de hipersensibilidade imediata pds-vacinal
no periodo entre Outubro de 2008 e Agosto de 2009 (Secretaria de Estado da
Saude, 2009). A ocorréncia destes eventos alertou o sistema de vigilancia
quanto a necessidade de se desenhar um esquema de vacinacdo mais

adequado.

Ainda no periodo, foi possivel isolar o virus da Febre Amarela de um
mosquito Haemagogus leucocelaenus, sendo este o primeiro isolamento em

mosquito vetor da Febre Amarela no Estado de Sao Paulo (Souza et al., 2011).
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1.4. FATORES DETERMINANTES DA DISTRIBUICAO

GEOGRAFICA ATUAL DA FEBRE AMARELA

Os padrdes de atividade viral na Africa e na América do Sul s&o bastante
diferentes. No continente Africano, ocorrem epidemias regulares, no meio rural
e urbano, enquanto na América do Sul, a ultima grande epidemia urbana
associada ao vetor Aedes aegypti ocorreu em 1928 no Brasil (Soper, 1977).
Desde entdo, casos esporadicos, no Brasil (Figueiredo, 2000), Trinidad
(Monath, 1988) e Bolivia (Van der Stuyft et al., 1999), representam a circulacao

urbana da Febre Amarela.

Por sua vez, a atividade epizodtica tem ocorréncia regular em areas de
florestas neotropicais, com repercussdes ocasionais em populacdes humanas
em zonas rurais circundantes. Estas epizootias parecem ser de natureza
ciclica, ocorrendo aproximadamente a cada 5 — 10 anos, em uma determinada

area geografica (Vasconcelos et al. 2001a).

A mais recente epizootia de Febre Amarela inciou-se em 2007 e atingiu
a Argentina, Brasil, Coldombia, Venezuela e Trinidad (Paho, 2009). O
aparecimento destas epizootias é sinalizado pela notificacdo de primatas ndo
humanos mortos em areas florestadas. A maioria dos primatas do Novo Mundo
sdo altamente suscetiveis a infeccdo pela Febre Amarela com alta letalidade,
especialmente nos primatas do género Alouatta. Evidéncias recentes indicam
inclusive que a circulacdo da Febre Amarela representa um risco pertinente a

conservagao desses primatas em vida livre, principalmente em regides onde
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suas populagbes foram fragmentadas pelo avanco da agricultura e pecuéria

(Holzmann et al., 2010).

Tem-se sugerido que a periodicidade observada nas epizootias deve-se
ao tempo necessario para a renovacdo do estoque de suscetiveis na
populacdo de primatas ndao humanos (Chippaux, 1995; Vasconcelos et al.,
1997b). No entanto, ndo se tem certeza de como o virus da Febre Amarela
sobrevive durante periodos interepizodticos. Bryant et al. (2003) destaca quatro
possibilidades: a primeira, a de Epizootias Errantes que movem-se
continuamente em toda a Amaz6nia entre populacfes suscetiveis (Bryant et al.,
2003). Uma segunda possibilidade seria a manutencéo de Infeccéo Persistente
em algumas espécies de primatas. No entanto, esta hipétese pode ndo ser
efetivamente possivel, visto que o0s niveis de viremia mantidos, de forma
persistente, parecem n&o ser suficientes para infectar vetores (Penna &

Bittencourt, 1943; Xie et al., 1998).

Uma terceira possibilidade seria a manuencdo do virus pela
Transmissdo vertical ou transovariana em mosquitos, evento ja relatado na
América do Sul para Haemagogus (Dutary & LeDuc, 1981). Outra evidéncia
que reforca esta possibilidade foi o isolamento do virus em fémeas nuliparas de
Haemagogus janthinomys (Mondet et al., 2002). Sall et al. (2009) sugere que a
baixa taxa evolutiva observada para virus da Febre Amarela quando
comparada a taxa evolutiva do virus da Dengue pode ser uma consequéncia
direta da transmissdo vertical, visto que o0 virus passaria por um periodo

quiescente, com abaixa atividade. Por fim, ainda existe a possibilidade da
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existéncia de ciclos de manutencao alternativos, ainda ndo descritos ou pouco
conhecidos, com a participacdo de vertebrados ou vetores ndo descritos até o

momento.

E possivel ainda que dois ou mesmo todos os fatores possam estar
associados a manutencdo do virus e 0s cendrios provavelmente variam de
local para local. Um acompanhamento mais efetivo visando o controle da Febre
Amarela depende do desenvolvimento de programas especificos apropriados

as situagéoes locais de transmissdo e manutencao do virus.

A ocorréncia de um aumento gradual na circulagdo silvestre do virus da
Febre Amarela além das fronteiras tradicionais da zona enzodtica, como 0s
relatados nos estados do Rio Grande do Sul (Vasconcelos et al. 2003), e em
Minas Gerais em 2000 e 2001 (Filippis et al., 2002), foi indicada como
possivelmente associada a alta mobilidade dos seres humanos sensiveis nas
regibes onde a Febre Amarela é endémica (de Souza et al., 2010; Auguste et
al., 2010). Tais movimentac¢des associadas ao transito de seres humanos pode
contribuir com a introdugdo do virus no ambiente urbano e seu deslocamento
amplo para novas areas nao interligadas (de Souza et al., 2010; Auguste et al.,
2010). No entanto, o exato mecanismo ou evidéncias diretas deste transporte
ndo foram ainda divulgadas. Como o virus da Febre Amarela circula em vérias
regides do Brasil, a presenca do Aedes aegypti pode ser considerada uma

ameaca real para a reurbanizacao da doenca.
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Os estudos moleculares epidemiolégicos revelaram que as cepas
isoladas de Febre Amarela na Africa e na América do Sul sdo geneticamente
distintos. Na Africa, cinco genétipos foram identificados: os genotipos Oeste
Africano | e I, o gendtipo Leste Africano, no leste, o gendtipo Centro Africano e

0 gendtipo Angola (Wang et al., 1996; Mutebi et al., 2001).

Na América do Sul, dois gendétipos foram registrados: o genétipo da
América do Sul I, que inclui cepas isoladas do Brasil, Panama, Colémbia,
Equador, Venezuela e Trinidad, e o gendtipo América do Sul Il, incluindo os

virus isolados principalmente no Peru (Wang et al., 1996).

Recentemente, Vasconcelos et al. (2004) analisaram a diversidade
genética de varias cepas de Febre Amarela isoladas ao longo dos ultimos 67
anos no Brasil. Eles mostraram que, com excecédo de uma cepa de 1983, que
pertence ao gendtipo América do Sul Il, todas as demais amostras que
circularam no Brasil de 1935 a 2001 estdo agrupadas no genétipo América do
Sul I. H& duas subclasses dentro da clade principal composto do Sul gendétipo
Americano |I. Um subclado contém cepas isoladas do Pard, de 1954 até 1968, e
o segundo maior subclado é formado por linhagens que circularam de 1969 a

2001.

A hipotese de que o virus da Febre Amarela tenha evoluido na Africa
antes da sua introducdo na Ameérica do Sul foi reforcada por um estudo
recentemente publicado por Bryant et al. (2007). Este estudo sugere que as

cepas de Febre Amarela que circulam surgiram na Africa nos ultimos 1.500



40

anos e surgiram nas Américas cerca de 300 — 400 anos atras, como uma
consequéncia do trafico de escravos. ApGs sua introdugdo, o virus teve sua
propagacao para o oeste, e fixou-se nas florestas em ciclos enzodticos (Bryant

et al. 2007).

A epizootia de 2008, que foi associada ao aparecimento de casos
humanos foi associada a uma linhagem nova, detectada dentro do gendtipo |
da América do Sul (de Souza et al., 2010). Estes resultados indicam que
apesar de sua circulacdo antiga ja ser conhecida, o virus da Febre Amarela

continua a evoluir e diversificar-se.

1.5. ECOLOGIA DA FEBRE AMARELA SILVESTRE NA

AMERICA DO SUL.

Os dois componentes principais da ecologia da Febre Amarela silvestre
sdo 0s mosquitos e os primatas ndo humanos. Os fatores ecolégicos que
influenciam essas populacfes atuam diretamente na ocorréncia da Febre

Amarela.

Os mosquitos sdo os reservatorios naturais do virus da Febre Amarela
(Hervé et al., 1986). Para a Febre Amarela Silvestre, no Brasil, destacam-se
quatro espécies com capacidade de desempenhar um papel importante na
ecologia da Febre Amarela, o Haemagogus janthinomys, Haemagogus
leucocelaenus, Sabethes Chloropterus, e o Haemagogus albomaculatus (Hervé

et al., 1986).



41

Diversas caracteristicas do ciclo biolégico dos mosquitos e de seu
comportamento e ecologia os tornam excelentes vetores e reservatérios. O
periodo virémico é curto nos primatas, durando de 3 — 6 dias, ao passo que 0s
mosquitos, apods infecgcdo, podem manter o virus por meses, tendo sido
recuperado experimentalmente sessenta dias ap0s o0 repasto infectante,
mantendo a capacidade de transmitir o virus durante toda sua vida (Hervé et

al., 1986).

Com relacédo a reproducédo, as fémeas de Haemagogus, apOs repasto
sanguineo, depositam seus ovos nas paredes de ocos de arvores e de bambus
cortados. Os ovos ficam aderidos até serem submergidos pela agua acumulada
nos criadouros pela chuva, quando entéo as larvas eclodem e se desenvolvem

rapidamente (Foratini, 1965, Ministério da Saude, 2005).

A resisténcia dos ovos de Haemagogus a dissecacdo permite aos
mesmos se manterem em diapausa durante periodos muito longos, o que
oferece outra vantagem adaptativa ao virus (Hervé et al., 1986). A transmissao
transovariana, embora evento raro, ja foi demonstrada ocorrendo naturalmente
tanto em Aedes como em Haemagogus, a partir do isolamento viral obtido em

machos de mosquitos ou de fémeas nuliparas (Hervé et al., 1986).

Os mosquitos ainda podem apresentar um papel disseminador visto que
Haemagogus janthinomys pode percorrer mais de onze quildmetros e o

Haemagogus leucocelaenus, quase seis quildmetros (Hervé et al., 1986).
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Fatores como a longevidade dos mosquitos, que pode ser
surpreendentemente elevada, ou sua taxa de sobrevivéncia, 0S tornam
importantes reservatorios e excelentes vetores (Hervé et al., 1986). Sabe-se
por exemplo que cerca de 1% das fémeas de uma dada populagdo de
Haemagogus janthinomys ultrapassam a idade de trés meses (Hervé et al.,

1986).

Na regido Sul e Sudeste do Brasil, Haemagogus. leucocelaenus
aparenta ser o vetor de Febre Amarela. A espécie ja foi encontrada infectada
no Rio Grande do Sul (Vasconcelos et al. 2003) e em Sao Paulo (Souza et al.,

2011).

O comportamento das espécies de Haemagogus tem sido descrito como
oportunista, explorando multiplas fontes de alimento, com habitos primatofilicos

e ornitofilicos mais destacados, mas néo exclusivos (Alencar et al., 2008).

De forma geral, os Haemagogus sd0 mosquitos primariamente
acrodendrdfilos (Foratini, 1965), mas adaptaveis frente aos ambientes
antropizados, apresentando uma estrutura de estratificacdo das populagdes
das diferentes espécies de Haemagogus (Pinto et al., 2009). Haemagogus
leucocelenus € uma espécie frequente no solo das matas da Floresta Nacional
de Caxiuana, Pard, Brasil, principalmente nos meses de chuvas mais intensas
(Pinto et al., 2009), enquanto Haemagogus janthinomys ocupa a copa e 0s

estratos mais elevados.
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A frequéncia relativamente baixa da doenga em humanos e a natureza
episédica de epizootias podem ser associadas a uma possivel menor
competéncia vetorial de Haemagogus leucocelaenus em comparacdo ao
Haemagogus janthinomys, o principal vetor de Febre Amarela (Souza et al.,
2011). No entanto, sdo necessarios mais estudos para compreender
adequadamente o papel dos mosquitos na transmissédo da Febre Amarela,

principalmente nas regides extra amazonicas.

Outro componente ecoldgico da Febre Amarela sdo os primatas néo
humanos. De forma geral, as espécies com ocorréncia para a América do Sul,
sdo susceptiveis ao virus da Febre Amarela. As espécies mais freqiientemente
implicadas pertencem ao género Alouatta, Cebus e Callithrix (Hervé et al.,

1986).

A resposta a infeccdo pelo virus varia de acordo com a espécie, mas
geralmente desenvolvem doenga com alta mortalidade, marcadamente
Alouatta, onde a circulacéo epizodtica do virus pode representar inclusive uma
preocupacdo em relacdo a sua conservagao (Holzmann et al., 2010, De
Almeida et al.,, 2011; Fialho et al.,, 2012, Moreno et al., 2013). Cebus
aparentemente é mais resistente, com o encontro de anticorpos indicando

individuos sobreviventes a infec¢ao (Lima et al., 2010).

Nos primatas a viremia varia entre 2 — 6 dias. Este curto periodo
virémico, e o desenvolvimento de imunidade permanente ou morte apds a

infeccdo tornam os primatas ndo humanos hospedeiros pouco adequados para
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atuarem como reservatorio do virus. Seu papel no entanto seria de um
amplificador, visto que cada primata infectado poderia servir de repasto a um
grande nimero de mosquitos, o que por sua vez, mesmo considerando o curto
periodo virémico, aumentaria efetivamente a populacdo de mosquitos

infectados, intensificando a circulacéo do virus (Hervé et al., 1986).

Outro papel atribuido aos primatas seria o de disseminador, visto seu
potencial de carregar o virus por um vasto territorio (Hervé et al., 1986). No
entanto, a intensa degradacdo ambiental e a territorialidade naturalmente

demonstrada dos bandos de primatas limitam esta agao.

Apesar disso, € estratégico compreender a dindmica da circulacao do
virus nos primatas e sua ocorréncia, tanto como um mecanismo para mapear a
circulagcado viral, como para compreender sua evolucdo e ecologia. Esse
conhecimento € necessario para a correta selecdo das estratégias de

vacinagao a serem aplicadas.

Dado a sensibilidade dos primatas a infeccdo pela Febre Amarela,
principalmente Alouatta, o monitoramento dessas popula¢des fornece um
sinalizador seguro da circulacéo viral, sendo importante para que as acoes de

vigilancia e controle sejam acionadas de forma efetiva e rapida.
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1.6. FILOGENIA BAYESIANA, FILODINAMICA E

FILOGEOGRAFIA

O presente estudo busca elucidar as relacfes de isolados brasileiros da
Febre Amarela e compreender os fatores que possam estar associados a
distribuicdo geografica na América do Sul. Para tanto, utilizamos a metodologia

filogenética para acessar relacdes evolutivas no tempo e espaco.

Filogenética é o estudo das relacbes evolutivas entre grupos de
organismos. Nesta metodologia, o processo evolutivo é reconstruido a partir de
dados de sequéncias moleculares e/ou matrizes de dados morfolégicos obtidos
a partir dos organismos estudados. A evolucdo pode ser considerada um
processo de ramificacdo, em que as populacbes dividem-se em ramos
separados ao longo do tempo, hibridizando-se, ou extinguindo-se (Lemmey et

al., 2009).

O processo evolutivo pode ser representado, dentro desta metafora de
ramificacdo, por uma arvore filogenética, que trata-se de uma representacao
grafica do processo evolutivo, desenvolvido a partir das matrizes de caracteres
de dados aplicando-se um modelo matematico especifico (Lemmey et al.,

2009).

Existem muitas abordagens diferentes para a construcdo de uma arvore

filogenética. Os métodos mais comuns sdo: a parcimdnia, maxima
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verossimilhanca e a Inferéncia Bayesiana. Todos dependem da aplicacdo de
modelos mateméticos que descrevam a evolugdo dos caracteres selecionados

para estudo.

Por se tratar de uma andlise estatistica de relacdo entre dados, ndo ha
nenhuma maneira de medir se uma hipotese filogenética é precisa ou néo, a
menos que as verdadeiras relacbes entre a tdxons examinados ja sejam
conhecidas, o que é um evento extremamente dificil de ocorrer para a grande
maioria dos organismos. O grau de confiabilidade de uma dada &rvore

filogenética é mensurado pelo grau de suporte dos ramos determinado pelo

modelo matematico aplicado (Lemmey et al., 2009).

Os métodos de inferéncia filogenética buscam selecionar a melhor
arvore de acordo com critérios de otimizacdo (méxima verossimilhancga,
maxima parcimdnia) ou por algoritmo de agrupamento (métodos de “neighbor-
joining” ou de distancia). A incerteza pode entdo ser avaliada por um

procedimento subsequente, tal como o “bootstrap” (Lemmey et al., 2009).

A técnica leva em consideracédo, por exemplo a reamostragem de dados
dentro do conjunto de dados gerais, a repeticdo da analise e comparacdo com
o resultado original. O valor expresso de “Bootstrap” pode ser considerado
como uma representacdo do numero de vezes que aquele resultado em

questéao foi recuperado, considerando um certo nimero de reamostragens.
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Desta forma, um “bootstrap” elevado significa uma andlise precisa e
robusta, ja que os dados, quando re-amostrados e re-analizados, produziram o
mesmo resultado diversas vezes. Muitas vezes o “bootstrap” é normalizado e

apresentado em termos de porcentagem (Lemmey et al., 2009).

Em contraste, a abordagem Bayesiana para a reconstrucao filogenética
expressa a incerteza da filogenia e os parametros do modelo de substituicéo
com uma distribuicdo de probabilidades posteriores. A inferéncia Bayesiana é
um método de inferéncia na qual o Teorema de Bayes é utilizado para atualizar
a estimativa de probabilidade para uma hipétese como prova adicional

conforme novos dados séao agregados ao modelo (Lemmey et al., 2009).

A filogenética tornou-se uma ferramenta essencial para a compreensao
de variagdo dentro de sequéncias génicas. Recentemente, um enorme
progresso foi feito no desenvolvimento de métodos de inferéncia filogenética
gue estimem com mais precisdo a data de divergéncia entre as sequéncias

analisadas (Lemmey et al., 2009).

Os modelos recentes de estudos filogenéticos incluem a aplicacdo de
um relégio molecular. O rel6gio molecular € uma técnica que usa restricdes
fésseis e taxas de variagdo molecular para deduzir o tempo na histéria
geoldgica da relacao filogenética entre organismos. Ele é utilizado para estimar
o tempo de ocorréncia de eventos como a especiacdo. Os dados moleculares
utilizados para tais calculos sdo geralmente sequéncias génicas e a taxa de

substituicdo de nucleotideos ao longo do tempo.
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Um numero significativo de abordagens estatisticas foram
desenvolvidas, incluindo técnicas de maxima verossimilhanca e modelagem
Bayesiana (Lemmey et al., 2009). Em particular, os modelos que tém em conta
a variagao da taxa entre linhagens tém sido propostos a fim de obter melhores
estimativas dos tempos de divergéncia. Estes modelos sdo chamados reldgios

moleculares relaxados (Lemmey et al., 2009).

Os estudos filogenéticos podem acessar ndo s6 informagdes referentes
a linha de tempo dos eventos evolucionarios, mas também em relacdo a uma
area geogréfica. A filogeografia € o estudo dos processos histéricos que podem
ser responsaveis pela atual distribuicdo geografica das espécies e populacbes
(Avise, 2000, Knowles, 2002). De forma geral, a filogeografia busca descrever
0s eventos histéricos e expansao das populacdes, recuperando a ocorréncia de
gargalos populacionais, eventos de vicariancia ou mesmo o efeito das

migracdes (Avise, 2000, Knowles, 2002).

Abordagens recentemente desenvolvidas buscam integrar a estes
modelos a teoria coalescente ou a histéria genealdgica dos alelos (Lemmey et
al., 2009). A teoria coalescente € um modelo retrospectivo de genética de
populagbes. Ele tenta rastrear a ocorréncia de todos os alelos de um
determinado gene presentes em uma populacdo, supondo-se a existéncia de
uma unica copia ancestral, conhecida como o ancestral comum mais recente
(MRCA). As relacdes de heranga entre alelos séo representadas como uma

genealogia, semelhante na forma a uma arvore filogenética. Esta genealogia é

conhecida como coalescente (Lemmey et al., 2009).
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Devido & sua taxa de mutacdo rapida e tempo de geracdo rapido, 0s
virus sdo excelentes modelos para estudar a dinAmica do processo evolutivo
no tempo e espaco e entender 0 processo evolutivo em um nivel populacional
(Holmes, 2004; Kuhnert et al., 2011). A filogeografia € uma ferramenta atil na
compreensao das origens e distribuicdbes de diferentes cepas virais. A
abordagem filogeogréafica tem sido aplicada para muitas infec¢des virais que
ameacam a saude humana, incluindo a dengue, raiva, Influenza e HIV

(Holmes, 2004; Kuhnert et al., 2011).

1.7. COALESCENCIA

A teoria da coalescéncia propde um modelo retrospectivo a fim de
estudar genética de populacdes em um contexto histérico - temporal. O
coalescente retrocede os modelos de deriva genética no tempo para investigar

a genealogia de antecedentes e suas relacdes (Hein & Wiuf, 2004).

No caso mais simples, a teoria coalescente assume a nao existéncia de
recombinacdo, nenhuma selecao natural, e inexisténcia de fluxo de genes ou
de estrutura da populacdo. Uma populacdo ideal seria pontuada por uma

evolucdo neutralista (Hein & Wiuf, 2004).

Através da reconstrucdo dos relacionamentos ancenstrais, tenta-se
rastrear todos os alelos de um determinado gene compartilhado por todos os
membros de uma dada populagdo até sua uma Unica coépia ancestral,

conhecido como o ancestral comum mais recente ou MRCA (Hein & Wiuf,
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2004). O ancestral comum mais recente (MRCA) de qualquer conjunto de
organismos € o individuo mais recente do qual todos os organismos do grupo

sao descendentes diretos (Hein & Wiuf, 2004).

As relacdes de heranca entre alelos ou genes normalmente sao
representados como uma genealogia, semelhante na forma a uma arvore
filogenética, construida através de modelos matematicos semelhantes aos
utilizados na construcéo de arvores filogenéticas. Estas genealogias de genes

sdo também conhecidas como coalescente (Hein & Wiuf, 2004).

A teoria da coalescéncia também permite o calculo empirico do tamanho
efectivo da populacdo (Ne), uma medida referente a diversidade genética e
variabilidade, e normamente nao relacionada ao tamanho real da populacéo
em numero de individuos. O tamanho efetivo da populacdo é geralmente
estimado como a diversidade genética dividida pela taxa de mutacédo (Hein &
Wiuf, 2004) e pode ser representado ao longo do tempo em gréfico que permite

acompanhar sua variagao.

1.8. MODELAGEM DE NICHO ECOLOGICO

A modelagem de nicho ambiental, também conhecida como modelagem
de distribuicdo de espécies, ou modelagem de nicho ecolégico, refere-se ao
processo de utilizacdo de algoritmos de computador para prever a distribuicdo
de espécies no espaco geogréfico, com base em uma representacdo

matematica da distribuicdo conhecida no espago ambiental (Lozier et al., 2009).
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A partir dessa proposta, aplicamos esta metodologia a fim de testar hipoteses
em relacdo a quais fatores bitticos e abitticos poderiam estar influenciando a

ocorréncia da Febre Amarela

Modelos de nicho ecolégico usam dados de ocorréncia em conjunto com
dados ambientais para fazer um modelo correlativo das condigbes ambientais
que atendam aos requisitos ecoldgicos de uma espécie, e prever a adequacao

relativa dos habitats (Peterson et al., 2006; Lozier et al., 2009).

O ambiente €, na maioria dos casos, representado por dados
climatolégicos (tais como temperatura e precipitacdo), mas outras variaveis tais
como o tipo de solo, profundidade da agua, cobertura do solo, vegetacao,

altitude, hidrografia podem também ser utilizados (Phillips et al., 2006).

A natureza, complexidade e a precisdo dos modelos utilizados ira
determinar se os dados modelados refletem a distribuicdo real das espécies.
Neste caso, é de fundamental importancia a qualidade dos dados disponiveis
em camadas ambientais e a disponibilidade de dados de distribuicdo

geografica de espécies suficientes e viaveis para o uso (Lozier et al., 2009).

Modelos de Nichos Ecologicos sao mais frequentemente utilizados para
estimar a adequacdo relativa de habitat conhecido por ser ocupada pela
espécie ou para estimar mudancas na adequacao de habitat ao longo do tempo
dado um cenéario especifico para a mudanca ambiental (Phillips et al., 2006,

Carnaval et al., 2008). O método pode também ser usado para estimar a
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aptidao relativa de habitat em areas geograficas que ndo sao conhecidas por
serem ocupados pela espécie, e assim ser capaz de prever a ocorréncia de

determinadas espécies em novas areas (Peterson et al., 2006).

Uma das ferramentas mais utilizadas para este fim é o algoritimo Maxent
(Phillips et al. 2006). Maxent utiliza o principio da entropia maxima na presenca
apenas de dados para estimar um conjunto de fungdes que se relacionam com
variaveis ambientais e adequacdo do habitat, a fim de aproximar o nicho de

espécies e distribuicdo geogréfica potencial (Phillips et al. 2006).

Os modelos de distribuicdo gerados a partir dos dados, embora
produzam resultados muitas vezes acurados de distribuicdo, devem ser
criteriosamente analizados, principalmente no tocante aos dados utilizados
para a construcdo do modelo (Lozier et al., 2009). Uma fonte potencial de erro
em dados publicamente disponiveis, e que podem afetar a precisdo dos
modelos de nicho ecoldgico, e muitas vezes, dificil de corrigir, € a sistematica
incompleta ou mesmo incorreta (Lozier et al., 2009).

E necessario, na constru¢do do modelo, uma avaliacio cuidadosa dos
registros da base de dados antes de serem utilizados em modelagem,
especialmente quando a presenca de espécies cripticas € suspeita ou quando

muitos registros sdo baseados em evidéncia indireta.

O uso da Modelagem de Nicho Ecoldgico tem se ampliado recentemente
em diversas areas (Peterson, 2006). Inclusive, a metodologia tem sido utilizada

para estudar sistemas de transmissdo de doencas no ponto de vista da Saude
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Publica e Epidemiologia, interessados em compreender a Ecologia das
Doencas. Em muitos casos, os detalhes dos parametros ecoldgicos associados
com a ocorréncia de doencas ou de espécies que participam na transmisséo da
doenca (por exemplo, vetores, hospedeiros, patégenos) podem néo ser claros
devido ao pequeno numero de amostras, elaboracdo de relatdrios parciais, ou
simplesmente pela falta de informacdo geogréafica detalhada ou analise
ecolégica ampla. Estudos que buscam acessar tais informacdes ja foram
realizados previamente abordando por exemplo, vetores da doenca de Chagas
no Brasil (Costa et al., 2002) ou a caracterizacao ecoldgica de focos de Febre
Hemorragica causada pelos virus Ebola e Marburg (Peterson et al., 2004a,b,
2006). Estudos envolvendo hantavirus na Asia (Wei et al., 2011) e América do
Sul, (Donalisio et al., 2011) ja foram realizados, assim como um estudo da
distribuicdo continental da Encefalite Japonesa na Asia e Oceania (Miller et al.,

2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. HIPOTESES E OBJETIVO GERAL

Observou-se uma rapida movimentacdo e disseminacdo da Febre
Amarela durante os Ultimos anos. E possivel que fatores ambientais,
geograficos e temporais possam estar influenciando a evolugcédo e ecologia do
virus.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a circulagdo da Febre
Amarela no contexto evolutivo, ecolégico e geogréfico, avaliando os possiveis
fatores que possam estar influenciando esta dindmica na América do Sul a

partir dos eventos recentes de epizootias e epidemias detectadas entre 2008 e

2009.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 - Estabelecer as relacdes filogenéticas entre os isolados brasileiros do virus
da Febre Amarela, tanto no contexto recente, como em relacdo a circulacdo
histérica do virus, e estimar as taxas de evolugcédo e do tempo de emergéncia e

divergéncia entre os subtipos de Febre Amarela.

2 — Descrever a estrutura da populacdo do virus da Febre Amarela,
considerando diversos modelos de crescimento demografico em suas areas de

circulacéo.
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3 — Reconstruir a cadeia de transmisséo da Febre Amarela na América do Sul,
no tempo e espaco, considerando a provavel influéncia das populacdes

humanas, primatas ndo humanos e mosquitos.

4 — Avaliar fatores ambientais e possiveis fatores de pressdo seletiva que
estejam atuando na populag¢édo do virus da Febre Amarela, tanto no contexto

ambiental ecol6gico como no de sua dindmica populacional.
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3. METODOLOGIA

3.1. AMOSTRAGEM E SELECAO DE SEQUENCIAS VIRAIS

Foram utilizadas cepas de Febre Amarela detectadas entre 2008 e
2009 e mais trés de infeccédo de seres humanos detectados em 2000 e 2004 no

Brasil. As amostras geradas para este estudo estdo sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Origem das cepas virais de Febre Amarela utilizadas nesse estudo

Cepa Numero de Acesso GenBank Estado/Ano® Fonte
Pr/M 3'UTR

SPH188002 FJ875515 FJ875521 SP/2000 Humano
SPH188057 FJ875516 FJ875522 SP/2000 Humano
SPH258595 FJ875517 FJ875523 AM/2004 Humano
SPH287923 Nd FJ875524 MT/2008 Humano
SPH287992 Nd FJ875525 MS/2008 Humano
SPH288116 Nd FJ875526 GO/2008 Humano
SPH288294 Nd FJ875527 GO/2008 Humano
SPAN288183 FJ875518 FJ875528 SP/2008 PNH
SPAN288184 FJ875519 FJ875529 SP/2008 PNH
SPAN289562 Nd FJ875530 SP/2008 PNH
SPAN289568 FJ875520 FJ875531 SP/2008 PNH
SPAr303739 Nd b Buri/SP/2009  Hg. leucocelaenus

& SP, S3do Paulo; AM, Amazonas; MT, Mato Grosso; MS, Mato Grosso do
Sul:GO, Goias/ Ano de isolamento. ® GenBank ndo enviada.
PNH: Primata ndo humano
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3.2. ISOLAMENTO DE VIRUS EM CAMUNDONGOS

Amostras de sangue/soro humano, necropsia de macacos e humanos
e mosquitos foram submetidos a tentativa de isolamento viral em camundongos

Swiss, de 1 a 3 dias de idade.

Fragmentos de necropsia de macacos e de humanos foram
homogeneizados para o preparo de suspensfes para inoculacdo: suspensao
de figado, de cérebro, baco e pool de visceras (rins, pulmdes e coracdo). Cada
suspensao foi inoculada separadamente em leitos de camundongos (1 méae + 6
filhotes). Na disponibilidade de amostras de sangue ou soro, essas amostras
foram inoculadas separadamente, tanto puras como diluidas (50% em solucéo

de albumina bovina a 0,75).

Mosquitos coletados no mesmo local, na mesma data e horario foram
processados em grupos - pools. Cada pool foi constituido de 1 até 50
individuos, todos da mesma espécie ou, em casos em que a definicdo da

espécie ndo é possivel, constitui-se o0 pool com espécimes do mesmo género.

Fragmentos de tecido e mosquitos foram macerados e suspensos em
solucdo de albumina bovina 0,75% e 1,8%, respectivamente. ApOs
centrifugacdo (3000 rpm para suspensfes de tecidos e 10000 rpm para
suspensdes de mosquitos) o sobrenadante foi separado para inoculacdo. Cada

suspensao foi inoculada, via intracerebral, em 6 camundongos lactentes na
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dose de 0,02 ml/camundongo. Os animais foram observados por periodo de 14

dias.

Camundongos que apresentaram sinais de doenca (paralisia dos
membros posteriores, tremores, prostracdo) tiveram seus cérebros colhidos e
submetidos a passagens subsequentes (Beaty et al.,1989; Travasssos da Rosa

et al.,1994).

3.3. ISOLAMENTO DE VIRUS EM CULTURA DE CELULAS

As mesmas suspensdes preparadas para isolamento em camundongos

foram submetidas a tentativa de isolamento viral em cultura de células.

Uma aliquota de 20 pl do sobrenadante foi inoculada em tubos semeados
com cultura de células de mosquitos Aedes albopictus, clone C6/36 (Igarashi,
1978). As células foram semeadas em tubos de ensaio 24 horas antes, em 1 ml
de meio Leibovitz (L-15), suplementado com 1% de aminoacidos néo
essenciais, 10% de triptose fosfato, 10% de soro bovino fetal (SBF) e
antibioticos. No dia da inoculacéo foi acrescentado 1 ml de meio L-15 sem soro
em cada tubo. Os tubos foram incubados por 9 dias a 28" C e ent&o agitados e
centrifugados por 5 minutos. Os sobrenadantes foram guardados em tubos de
hemélise a —70° C. As células foram o ressuspendidas em PBS pH 7.5 e
depositados em laminas com 12 orificios paralelos para o teste de
imunofluorescéncia indireta, seguindo a técnica padronizada por GUBLER et

al.,(1984), utilizando anticorpo policlonal anti-flavivirus para Dengue,
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produzidos no Nucleo de Doencas de Transmissdo Vetorial do Centro de
Virologia do Instituto Adolfo Lutz e imunoglobulina anti-camundongo conjugada
com isotiocianato de fluoresceina (SIGMA). As amostras positivas para
flavivirus foram identificadas, também por imunofluorescéncia, com anticorpos

monoclonais para Febre Amarela (Centers for Disease Control and Prevention).

3.4. EXTRACAO DE RNA, PCR E SEQUENCIAMENTO

O RNA viral foi extraido a partir do soro de pacientes infectados ou fluido
sobrenadante de células C6/36 infectadas com o QIAmp Viral RNA Extraction
Kit (QIAGEN, Valencia, CA, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Para a extracdo do RNA viral do cérebro e do figado de camundongos
lactentes, infectados com o tecido da autopsia de primatas ndo humanos, foi
utilizado o QIAmp Sangue Viral RNA Extraction Kit. A RT—PCR foi realizada em
RNA viral purificada com o SuperScriptTM — step RT — PCR com PlatiniumR
Sistema Taq (Invitrogen / Life Technologies, Carlbad, CA). Utilizamos primers
descritos por Jennings et al. (1994) desenhados para amplificar um fragmento

de 670 pb, cobrindo a regido da juncao prM/E gendmico de Febre Amarela.

O segundo conjunto de estudos centrados na regido 3'NCR utilizou
primers universais para Flavivirus EMF1 e VD8 descrito por Pierre et al. (1994)
para amplificar um fragmento do genoma da Febre Amarela compreendendo a
parte distal do gene NS5 ao final do elemento CS2 localizado na regido 3'NCR

que corresponde a sequéncia de nucleotideos complementares VD8.
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Os parametros utilizados para a amplificacdo da juncdo prM/E e
sequéncias 3'NCR foram as descritas por Jennings et al. (1994) e Deubel et al.
(1997), respectivamente. Os produtos amplificados foram sequenciados
diretamente usando a "ABI PrismR Big DyeM Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit" (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo
com as instrugcdes do fabricante, na presenca dos primers utilizados na
amplificacdo. As sequéncias foram determinadas usando o sequenciador ABI

377 (PE Applied Biosystems).

Sequéncias determinadas no estudo foram depositadas no GenBank,
com excec¢do da sequéncia SPAr303739, referente ao virus isolado em

mosquitos Hg. Leucocelaenus em Buri, SP, que aguarda envio.

3.5. ALINHAMENTO E CONSTRUCAO DAS DATABASES

O alinhamento das sequéncias foi realizado manualmente, utilizando o

software BioEdit (Hall, 1999).

Os genes selecionados foram analisados em separado, cada um
produzindo resultados especificos. Apdés uma andlise inicial, tendo se
constatado a auséncia de evidéncias de recombinagdo ou reassortamento
genético, a mesma analise foi realizada para as sequéncias concatenadas dos

fragmentos.
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Tabela 2 - Cepas virais de Febre Amarela retiradas do GenBank, utilizadas

nesse estudo

Isolado SequenciaID Origem/Ano de Fonte GenBank no.
isolamento
Juncgéo s
prM/E 3’'NCR
JSS Brazil35 Brazil/1935 Humano - U52390
BeH111 Brazil54 Brazil/1954 Humano AY540437 AY541335
BeAn23536 Brazil60 Brazil/1960 Cebus spp. AY540441 AY541338
BeAr44824 Brazil62 Brazil/1962 Haemagogus spp. AY540443 AY541340
BeH203416 Brazil71 Brazil/1971 Humano AY540449 AY541344
BeAr233436 Brazil73A Brazil/1973 Haemagogus spp. AY540452 AY541347
BeH233393 Brazil73B Brazil/1973 Humano Y540453 AY541348
BeH350698 Brazil78 Brazil/1978 Humano - AY541352
BeH379501 Brazil80 Brazil/1980 Humano AY540456 AY541358
BeH413820 Brazil83 Brazil/1983 Humano AY540457 AY566273
BeH 425381 Brazil84A Brazil/1984 Humano AY540458 -
BeAr424492 Brazil84B Brazil/1984 Hg. janthinomys - AY541366
BeH422312 Brazil84C Brazil/1984 Humano - AY541369
BeAr 424083 Brazil84D Brazil/1984 Hg. albomaculatus AY540459 -
BeH511843 Brazil91 Brazil/1991 Humano AY540461 AY541377
BeAr512943 Brazil92A Brazil/1992 Hg. janthinomys AY540463 AY541379
BeH512772 Brazil92B Brazil/1992 Humano AY540465 AY541381
BeAr527198 Brazil94 Brazil/1994 Haemagogus spp. AY540469 AY541387
BeH 535010 Brazil95 Brazil/1995 Humano AY540471 -
BeAr 544276 Brazil96A Brazil/1996 Hg. janthinomys AY540472 -
Tennessee Brazil96B Brazil/1996 Humano AY540473 -
BeAn604552 Brazil98A Brazil/1998 Alouatta belzebul - AY541394
BeH603325 Brazil98B Brazil/1998 Humano - AY541397
BeH605427 Brazil98C Brazil/1998 Humano - AY541398
BeAr614320 Brazil99 Brazil/1999 Haemagogus spp. - AY541399
BeAR628124 Brazil0OOA Brazil/2000 Hg. janthinomys AY540436 AY541328
BeAr630768 Brazil01A Brazil/2001 Hg. janthinomys - AY541332
BeAr631464 Brazil01B Brazil/2001 Sa. chloropterus - AY541333
BeAr645693 Brazil01C Brazil/2001 Haemagogus sp - AY541334
V528A Colombia79 Colémbia/1979 Humano AY540475 AY541403
Trinidad79 Trinidad79A Trinidad/1979 Hg. spegazzini - u52420
CAREC 788379  Trinidad79B Trinidad/1979 Haemagogus DQ872412 -
1345 Ecuador81 Ecuador/1981 Humano AY540477 AY541405
OBD 5041 Ecuador97 Ecuador/1997 Humano AY540478 AY541406
614819 Panama74 Panama/1974 Humano AY540479 AY541412
1368 Peru77 Peru/1977 Humano AY161928 AY541414
1899/81 Peru81A Peru/1981 Humano - u52411
1914 Peru81B Peru/1981 Camundongo sentinela AY161933 -
Peru95(153) Peru95A Peru/1995 Humano - u52407
ARV 0548 Peru95B Peru/1995 Humano AY161946 AY541430
03-5350-98 Peru98A Peru/1998 Humano AY161948 AY541432
1QT 5591 Peru9s8B Peru/1998 Humano AY161950 AY541434
OBS7687 Bolivia99A Bolivia/1999 Humano AY540431 AY541326
0OBS8026 Bolivia99B Bolivia/1999 Humano AY540434 AY541327
35720 Venezuela98  Venezuela/1998 Humano AY540489 AY541443
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3.6. ANALISE FILOGENETICA E FILOGEOGRAFICA

A extensdo da estrutura geografica da filogenia da Febre Amarela a
partir de sequéncias da regido prM/E e sequéncias da regidao 3'NCR foi
avaliada com o auxilio do programa Beast, utilizando inferéncia Bayesiana e
gerando arvores de Maximo Credibilidade de Clado (MCC Trees) (Drummond &

Ramabut, 2007) aplicando-se analise filogeografica discreta.

Esta abordagem representou as incertezas em filogenias subjacentes e
as inferéncias sobre todas as arvores plausiveis proporcionando intervalos de
confianca de 95% para cada estatistica e estimando a incerteza filogenética
através da integracdo de todas as arvores plausiveis. A estrutura geografica
global foi investigada através da atribuicdo de um estado a cada sequéncia de

caracteres que representa a sua localidade de origem.

A reconstrucao Filogeografica da propagacdo da Febre Amarela através
do tempo e do espaco foi realizada no pacote de software Beast v1.62
(Drummond & Rambaut, 2007), incluindo um modelo de difusdo discreta
espacial, descrita por Lemey et al. (2009), que pode quantificar a
movimentagéao e variagdo das linhagens virais entre os locais estudados. Para
a andlise filogeogréafica de cada sequéncia de Febre Amarela foi atribuido um

"estado de carater" especifico com base na sua origem geogréafica.

Em duas analises separadas (entre paises e entre regides),

consideraremos 0 movimento entre os paises (8 estados de carater, ou seja,
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Bolivia, Brasil, Colédmbia, Equador, Panama, Peru, Trinidad e Venezuela) e
entre as regides afetadas com base na localizacdo geogréfica e agrupamento
dos isolados disponiveis. Para cada taxon incluido nos conjuntos de dados
foram atribuidas coordenadas (latitude e longitude) para 0s respectivos

paises/regides.

A metodologia escolhida permitiu estimar as taxas de substituicdo de
nucleotideos, os tempos de divergéncia, a difusdo espacial e a historia
demografica a partir de sequéncias amostradas de Febre Amarela,
considerando a incerteza filogenética resultante tanto da sequéncia de dados

eo processo de difusao espacial.

As andlises foram realizadas usando um modelo geral de tempo
reversivel para reconstrugdo da coalescéncia da Febre Amarela e um modelo
de relogio molecular relaxado lognormal (Drummond et al., 2006), em modelo
populacional Bayesian Skyline (BSP) e Bayesian Skyride (Drummond et al.,

2005).

Para cada analise, foram realizadas trés Corridas de Cadeia de Markov
Montercarlo, em 10 milhGes de geracgdes, e o resultado analisado em conjunto.
Convergéncia dos parametros durante as corridas foram avaliados pelo
tamanho efetivo da amostra (ESS), sendo que foram inclusos no estudo
apenas resultados em que os valores ESS atingindos estivessem acima de
200, calculadas pelo Tracer 1.5 V (Drummond e Raumbaut, 2007) em todos os

parametros.
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O programa TreeAnnotator, versdo 1.6.2 (http://beast.bio.ed.ac.uk), foi
utilizado para resumir a distribuicdo posterior da arvore, e o FigTree, versado

1.3.1 (http://beast.bio.ed.ac.uk), para visualizar as &arvore MCC geradas.

3.7. MODELAGEM DE NICHO ECOLOGICO

O software de modelagem Maxent 3.2.1 (http://www.cs.princeton.edu/ ~
schapire/MaxEnt/) foi utilizado para modelar a distribuicdo de Alouatta sp,
Cebus sp, Haemagogus sp, com base em localizagbes geograficas
previamente obtidas. O modelo para a ocorréncia de Febre Amarela teve como
base ndo apenas os dados ambientais, mas também o0s mapas gerados em
ASCII para distribuicdo de Alouatta, Cebus e o proprio Haemagogus.Maxent
utiliza um algoritmo de maxima entropia para analisar os valores das camadas
em locais ambientais conhecidos de ocorréncia da espécie, a fim de estimar a
ocorréncia de espécies ao longo de uma regido geografica. O modelo usado
baseia-se somente em dados de presenca e a distribuicdo € modelada como

um mapa da probabilidade estimada (Phillips et al. 2006).

O programa Maxent calcula a importancia de cada uma das variaveis
ambientais na elaboracdo de modelos preditivos de distribuicdo através do
teste Jackkniffe que mede a importancia de cada variavel. O teste Jackkniffe
executa o modelo, uma vez com todas as variaveis e, em seguida, de novo,
desta vez abandonando cada variavel, e em uma terceira corrida, com uma
Gnica variavel de cada vez. Variaveis sdo consideradas de importancia se
produzirem altos valores de ganhos de treinamento quando isoladas no modelo

gerado. Uma variavel € também importante se o ganho de formacdo € baixo



65

quando a variavel é removida do modelo. Para validar a precisdo do modelo,
25% dos pontos de ocorréncia foram coletados aleatoriamente e usados como
pontos de teste. Usando varias definicbes, um conjunto de limiares busca
dividir os valores de probabilidade continua do modelo em "presenca ou
auséncia”. Maxent entao calcula o valor de p baseado na hipétese nula de que
pontos de teste serdo previstos como "presentes” ndo sendo portanto melhor
do que um modelo aleat6rio (Phillips et al. 2006). A saida dessa validagdo é um
grafico comparativo das curvas de teste e treinamento e uma curva onde se
considera a probabilidade de 50% de distribuicdo, representando um limite de
uma distribuicdo que seria completamente aleatéria. Para cada curva foi
calculado um valor de area abaixo da curva, no original AUC ou “area under the

curve”, que representa a precisao e confiabilidade do modelo.

3.8. COLETA DE DADOS DE HAEMAGOGUS SP

Os mosquitos do género Haemagogus foram selecionados pelo seu
papel como principal vetor de Febre Amarela (Hervé et al., 1976). O conjunto
de dados foi montado considerando a ocorréncia do género, visto que muitas
espécies estdo associadas com a transmissdo da Febre Amarela (Herveé et al.,
1976). Para acessar o risco de transmissao no continente sul-americano foi
necessario um conjunto de dados amplos, que, caso se limitasse a apenas

algumas espécies, certamente poderia empobrecer a analise.

O género apresenta caracteristicas ecologicas semelhantes ao longo de

sua distribuicdo geogréafica, o que torna valido uma andlise que considere a
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distribuicdo geografica do género (Foratini, 1965). Os pontos de dados
geograficos para a distribuicdo de Haemagogus foram obtidos a partir dos
dados do portal GBFI (http://www.gbif.org/). 145 registros de presenca foram
usados para treinamento e 48 para teste do modelo. Os pontos foram obtidos
através do banco de dados do portal GBFI dos Instituto de Ciencias Naturales,

http://data.gbif.org/datasets/resource/2559, NMNH Entomology Collections,

http://data.gbif.org/datasets/resource/9156, Coleccién nacional de zoologia,

http://data.gbif.org/datasets/resource/13478, Mosquito Occurrence Dataset,

http://data.gbif.org/datasets/resource/2478 e do Especimenes INBio,

http://data.gbif.org/datasets/resource/13473.

3.9. COLETA DE DADOS DE PRIMATAS NAO-HUMANOS

O conjunto de dados de primatas ndo humanos reconstrdi a ocorréncia
para o nivel de género, para melhor acessar o nicho ecolégico completo das
muitas espécies com presenca registrada na América do Sul. Os géneros
selecionados foram Alouatta sp, Cebus sp e Sapajus sp. Cebus e Sapajus
foram considerados, para os fins desta andlise, sob a designacao antiga Cebus
(Lynch-Alfaro et al., 2012). O conjunto de dados de Alouatta também permitiu
cobrir apenas o nivel genérico, uma vez que as espécies apresentam nichos
ecolégicos similares em toda sua distribuicdo geografica. Os pontos de dados
geograficos para a distribuicdo de primatas ndo humanos foram obtidos a partir
dos dados do portal GBFI (http://www.gbif.org/). Locais adicionais para Alouatta
sp foram recuperados de Gregorin (2006). O modelo construido para Alouatta

sp utilizou-se de 432 registros de presenca para treinamento e 143 para o teste


http://data.gbif.org/datasets/resource/2559
http://data.gbif.org/datasets/resource/9156
http://data.gbif.org/datasets/resource/13478
http://data.gbif.org/datasets/resource/2478
http://data.gbif.org/datasets/resource/13473
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do modelo. Os pontos foram obtidos através de dados do portal GBIF dos

bancos: Mammal specimens, http://data.gbif.org/datasets/resource/801),

Museum of Comparative Zoology, Harvard University,

http://data.gbif.org/datasets/resource/14100), NMNH Vertebrate Zoology

Mammals Collections, http://data.gbif.org/datasets/resource/1837), Mamiferos

de la coleccion del Instituto Alexander von Humboldt,

http://data.gbif.org/datasets/resource/14427), Instituto de Investigacion de

Recursos Biologicos Alexander von Humboldt,

http://data.gbif.org/datasets/resource/2619), Field Museum of Natural History

(Zoology) Mammal Collection, http://data.gbif.org/datasets/resource/14349),

Denver Museum of Nature and Science Mammal Collection,

http://data.gbif.org/datasets/resource/14150), UMZC Zoological Specimens,

http://data.gbif.org/datasets/resource/14193), Registros biolégicos en areas

protegidas obtenidos de documentos impresos,

http://data.gbif.org/datasets/resource/10869), Coleccion Nacional de

Mastozoologia - Museo Argentino de Ciencias Naturales 'Bernardino

Rivadavia', http://data.gbif.org/datasets/resource/9115), Zoological Museum

Amsterdam, University of Amsterdam (NL) - Mammalia,

http://data.gbif.org/datasets/resource/12489), Santa Barbara Musem of Natural

History, http://data.gbif.org/datasets/resource/646), Lund Museum of Zoology

(MZLU), http://data.gbif.org/datasets/resource/1533), UNSM Vertebrate

Specimens, http://data.gbif.org/datasets/resource/812), Division of Mammals,

Museum of Southwestern Biology, Albuquerque, NM.,

http://data.gbif.org/datasets/resource/980).



http://data.gbif.org/datasets/resource/801
http://data.gbif.org/datasets/resource/14100
http://data.gbif.org/datasets/resource/1837
http://data.gbif.org/datasets/resource/14427
http://data.gbif.org/datasets/resource/2619
http://data.gbif.org/datasets/resource/14349
http://data.gbif.org/datasets/resource/14150
http://data.gbif.org/datasets/resource/14193
http://data.gbif.org/datasets/resource/10869
http://data.gbif.org/datasets/resource/9115
http://data.gbif.org/datasets/resource/12489
http://data.gbif.org/datasets/resource/646
http://data.gbif.org/datasets/resource/1533
http://data.gbif.org/datasets/resource/812
http://data.gbif.org/datasets/resource/980
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O modelo construido para Cebus sp foi montado a partir de 279 registros
de presenca de treinamento e 93 para o teste. Os pontos foram obtidos através
de dados do portal GBIF dos Museum of Comparative Zoology, Harvard

University, http://data.gbif.org/datasets/resource/14100), NMNH Vertebrate

Zoology Mammals Collections, http://data.gbif.org/datasets/resource/1837),

Mamiferos de la coleccion del Instituto Alexander von Humboldt,

http://data.gbif.org/datasets/resource/14427), Instituto de Investigacion de

Recursos Biologicos Alexander von Humboldt,

http://data.gbif.org/datasets/resource/2619), Field Museum of Natural History

(Zoology) Mammal Collection, http://data.gbif.org/datasets/resource/14349),

Coleccion Nacional de Mastozoologia - Museo Argentino de Ciencias Naturales

'‘Bernardino Rivadavia', http://data.gbif.org/datasets/resource/9115), Lund

Museum of Zoology (MZLU), http://data.gbif.org/datasets/resource/1533) e do

Division of Mammals, Museum of Southwestern Biology, Albuquerque, NM.,

http://data.gbif.org/datasets/resource/980).

3.10. IDENTIFICACAO DE CASOS FEBRE AMARELA.

Localizacbes aproximadas de casos humanos, assim como localidades
gue originaram isolamento do virus a partir de mosquitos e de primatas foram
determinadas utilizando locais previstos na literatura de 1935 a 2009. Locais
adicionais de casos confirmados de Febre Amarela também foram
determinadas através dos conjuntos de dados fornecidos pelo Ministério da
Saulde, pelo Sistema SinanWeb (Ministério da Saude/SVS - Sistema de

Informacdo de Agravos de Notificagdo - Sinan Net/http://dtr2004.saude.gov.


http://data.gbif.org/datasets/resource/14100
http://data.gbif.org/datasets/resource/1837
http://data.gbif.org/datasets/resource/14427
http://data.gbif.org/datasets/resource/2619
http://data.gbif.org/datasets/resource/14349
http://data.gbif.org/datasets/resource/9115
http://data.gbif.org/datasets/resource/1533
http://data.gbif.org/datasets/resource/980
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br/sinanweb). Exatas coordenadas geograficas ndo foram reportadas em
alguns dos casos documentados e foram, portanto, extrapoladas utilizando a
ferramenta de geo Loc (http://splink.cria.org.br/geoloc?criaLANG=pt) para obter
as coordenadas de latitude/longitude da cidade vila ou aldeia em que Febre
Amarela foi documentada. O modelo foi criado apds 69 registros de presenca

usados para treinamento e 23 usados para teste controle do modelo

3.11. DADOS AMBIENTAIS.

Mapas com 5 quildbmetros de resolucdo contendo dados de vegetacao,
clima e altitude foram obtidos a partir do site do software Maxent
(http://www.cs.princeton.edu/~schapire/MaxEnt/). Os dados selecionados,
compuseram um banco de apoio, juntamente com dados obtidos a partir do
IPCC Centro (http://www.ipcc-data.org/obs/index.html) e no site da AMBDATA
(www.dpi.inpe.br/Ambdata/). As descricdbes das variaveis bioclimaticas e

geograficas utilizadas para este estudo estdo na Tabela 3.
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Tabela 3 - Sumario de Varidveis ambientais utilizadas na construcdo dos
modelos preditivos de distribuicao.

Variavel

Descricao

Cld6190_ann
Dtr6190 _ann

Ecoreg

Frs6190_ann
H_dem
Pre6190_ann
Pre6190_11
Pre6190_14
Pre6190_17
Pre6190_110
Tmn6190_ann
Tmp6190_ann
Tmx6190_ann

Vap6190_ann

Cobertura de nuvens, anual
Faixa de temperatura diurna, anual

Distribuic&o de
potencial

vegetacao

Frequéncia de Geada, anual
Elevacao

Precipitacdo anual
Precipitacdo — Janeiro
Precipitacdo — Abril
Precipitacdo — Julho
Precipitacdo — Outubro
Temperatura média anual
Temperatura minima, anual
Temperatura maxima anual

Presséo de vapor, anual
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE FILOGENETICA E FILOGEOGRAFICA

Foi obtido um fragmento de 670 bp, que inclui os dultimos 108
nucleotideos do gene da proteina codificadora pr/M, a totalidade dos 225
nucleotideos do gene da proteina M de codificacdo, e os primeiros 337
nucleotideos do gene da proteina E provenientes de nove cepas incluidas no
presente estudo. Também foi sequenciado um fragmento de cerca de 300 pb,
comecando com o stop codon do gene NS5 até a extremidade do motivo CS2

para as nove cepas de Febre Amarela.

As topologias geradas pelas analises Bayesianas com um modelo de
relogio molecular relaxado tanto dos fragmentos da prM/E como das
sequéncias 3'NCR foram praticamente idénticos e fortemente sustentadas
(Figs. 2 e 3). A probabilidade posterior obtida para a arvore MCC da prM/E foi
de 0,865 e para as sequéncias 3'NCR foi de 0,861, apos a Corrida da Cadeia
de Markov Montercarlo ter sido executado trés vezes, em 10 milhdes de
geracdes. Convergéncia dos parametros durante as corridas foram avaliados
pelo tamanho efetivo da amostra (ESS), sendo aceitas apenas quando os
valores ESS atingindos estivessem acima de 200, calculadas pelo Tracer 1.5V

(Drummond e Raumbaut, 2007) em todos 0s paramétros.
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Figura 2 - Reconstrucéo filogenética Bayesiana (arvore MCC) da Febre

Amarela utilizando-se sequéncias da regido genomica prM/E.
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Figura 3 - Reconstrucao filogenética Bayesiana (arvore MCC) da Febre

Amarela utilizando-se sequéncias da regido genémica 3’NCR.
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A andlise filogenética Bayesiana indicou que as sequéncias geradas
entre 2004 — 2009 formam uma subclado monofilético designado como 1E,
descrito anteriormente (Souza et al., 2010). O tempo de origem dos dois
gendtipos da América do Sul foi calculado em cerca de 1843 (95% de HPD
1789-1895). Considerando-se as cepas brasileiras de Febre Amarela, nossas
andlises sugerem que muitos eventos independentes de diversificacao
ocorreram e cada clade surgiu em um determinado momento, como visto nas
Figuras 2 e 3.

Estima-se que o subclado 1E esteja associado com as recentes
epidemias de 2008 — 2009 e que comecaram a divergir dos outros isolados
recentes brasileiros aproximadamente em 1976 (95% HPD, 1963-1985). Dentro
do subclado 1E, os isolados brasileiros divergiram a partir de uma populagéo
viral representada aqui por uma Unica cepa venezuelana aproximadamente em
1988 (95% HPD, 1978-1992), dados estes que corroboram o tempo estimado
anteriormente descrito (Souza et al., 2010).

A arvore MCC para a sequéncia 3'NCR (Figura 4) destaca as taxas de
substituicdo calculadas a partir do relégio molecular relaxado, indicando que as
linhagens com evolugdo mais rapida estdo localizadas nas bases das
topologias e de cada ramo, e correspondem a amostras com origem na regido
Amazobnica, enquanto as taxas mais lentas sdo observadas em areas fora da
regido amazonica. Estes padroes sdo observados em todos os subtipos e
sugerem que um forte padrao geografico “Source-Sink” (Holmes, 2009) é

determinante na circulacdo da Febre Amarela.
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Figura 4 - Reconstrucdo filogenética Bayesiana da Febre Amarela
utilizando-se sequéncias da regido genémica 3'NCR. Intensidade da hachura

proporcional a taxa de substituicdo de nucleotideos observada em cada clado.
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As maiores taxas sao provavelmente associadas com regides de fonte
de diversidade genética e com a circulagdo dentro de uma zona endémica
“Source”, enquanto que as areas de recepcdo “Sink” apresentam uma
transmissao limitada, associada a taxas mais lentas de evolucdo e extingao de
linhagens ao longo do tempo .

A reconstrucdo demografica sob um modelo Bayesiano Skyline e
Bayesiano Skyride para as sequéncias 3'NCR mostrou uma populagéo estavel
durante a maior parte do periodo considerado, mas com uma diminuicao
acentuada apés a década de 90 (Fig. 5). O mesmo padrao foi observado para
as sequéncias de prM, e em ambos os modelos de reconstrucao (Fig.5 a 8)
(Bayesian Skyline e Bayesian Skyride) a curva de populacdo efetiva da Febre
Amarela mudou de uma populacdo estavel para uma evidente curva em

declinio iniciando-se na ultima década do século 20.

Figura 5 - Bayesian Skyline reconstruido a partir da analise de coalescéncia
obtida apds estudo do fragmento 3’NCR.
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Figura 6 - Bayesian Skyline reconstruido a partir da analise de coalescéncia
obtida apos estudo do fragmento pr/M.
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Figura 7 - Bayesian Skyrine reconstruido a partir da analise de coalescéncia
obtida ap6s estudo do fragmento pr/M.
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Figura 8 - Bayesian Skyride reconstruido a partir da analise de coalescéncia
obtida apos estudo do fragmento 3’NCR.
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A estimativa do numero de linhagens de 3'NCR (Fig. 9) e os de pr/M
(Fig. 10) indicam um acumulo de linhagens ao longo do periodo de tempo, mas
ambas as curvas estdo aparentemente caminhando na direcdo de um platd

estavel até ao final do periodo de estudo.
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Figura 9 - Acumulo de linhagens genéticas de Febre Amarela, relacdo ao
tempo, reconstruidas a partir do estudo do fragmento 3'NCR.
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Figura 10 - Acumulo de linhagens genéticas de Febre Amarela, relacdo ao
tempo, reconstruidas a partir do estudo do fragmento prM/E.
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Figura 11 - Incidéncia de Febre Amarela entre 1990 e 2010 e cobertura vacinal
no periodo de 1995 a 2010, Brasil (SinanWeb Ministério da Saude/SVS -
Sistema de |Informacdo de Agravos de Notificagdo -  Sinan
Net/http://dtr2004.saude.gov. br/sinanweb).
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Mesmo considerando a analise dos fragmentos Pr/M e 3'NCR
concatenados, temos um declinio a partir da ultima década do século, ap6s um
periodo relativamente longo de populacao equilibrada e constante (Figura 12).
Nas curvas de acumulo de linhagens (Figuras 13 e 14), o padrdo se repete
guando consideramos os fragmentos concatenados, corroborando o observado

com a analise dos fragmentos em separado.
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Figura 12 - Bayesian Skyline reconstruido a partir da analise de coalescéncia
obtida ap6s estudo do fragmento pr/M e 3’'NCR.
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Figura 13 - Acumulo de linhagens genéticas de Febre Amarela, referente ao
acumulo de variantes do gene da PrM, em relacdo ao tempo, reconstruidas a
partir do estudo dos fragmentos concatenados 3’'NCR e PrM.
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Figura 14 - Acumulo de linhagens genéticas de Febre Amarela, referente ao
acumulo de variantes do gene da 3’NCR, em relacédo ao tempo, reconstruidas a
partir do estudo dos fragmentos concatenados 3’'NCR e PrM.
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Com relacdo a analise filogeogréfica, na Figura 15 temos a arvore MCC
de 3'NCR produzida a partir de analise discreta do componente geografico da
localidade de origem das amostras. As cores dos clados indicam a origem de
cada uma das cepas inseridas na analise. Novamente destacou-se a origem
amazonica para a regiao basal e original de cada clado e linhagem, destacando
o carater geografico da circulagdo de Febre Amarela e o padrao de “Source-

Sink” observado anteriormente.

A mesma analise permite destacar que o padrdo de entradas mdiltiplas
do virus ndo se repete apenas ao longo do tempo, na substituicdo das
linhagens, mas também em um plano menor, na circulacdo de 2008 — 2009,

onde o0s virus que circularam no estado de S&o Paulo tiveram entradas
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diferentes, conforme sugere a relacdo demonstrada pela Figura 12, onde
vemos que as amostras associadas a primatas préximas a regido de Sao José
do Rio Preto estdo mais relacionadas com amostra de virus detectado em Mato
Grosso do que a amostra isolada em Sao Paulo no municipio de Buri, que por

sua vez esta mais associada a amostras que circularam em Goiés.

Este padréo destaca a entrada multipla do virus no Estado de Sao Paulo
e sugere uma circulacdo mais complexa. Na mesma figura, cada sequéncia foi
associada ao hospedeiro que originou o isolamento ou a sequéncia (mosquito,
humano ou primata ndo humano). Pode-se perceber a circulagdo do virus em
todos os componentes da epidemiologia da Febre Amarela, mostrando a

complexa interacéo entre estes elementos.
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Figura 15 - Analise filogeografica obtida apds estudo do fragmento 3'NCR.
Cores indicam diferentes componentes de localidade associado a cada
sequéncia estudada.
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Figura 16 - Detalhe da andlise filogeografica obtida apds estudo do fragmento
3'NCR, destacando ramos terminais do clado representativo da linhagem 1E
circulante entre 2008 — 2009. Cores indicam diferentes componentes de
localidade associados a cada sequéncia estudada.
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Figura 17 - Reconstrucao da circulacdo em plano continental a partir de analise
filogeogréfica discreta, destacando o avango da transmissdo e circulagdo, ao
longo do tempo, em quatro fatias temporais (1948/1968/1997/2004).
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A reconstrucdo da circulacdo em plano continental foi possivel pela
andlise filogeografica discreta, que permitiu criar uma interface animada, com
projecdo das relacdes geograficas e temporais das amostras estudadas. A
Figura 17 destaca o avanco da transmissdo ao longo do tempo em quatro fatias
temporais (1948/1968/1997/2004). A figura sugere uma circulagdo complexa no
continente, com grande circulagdo na porcao norte da América do Sul, como
sugerem as fatias de 1946 e 1968, com multiplas entradas independentes nas
regides extra-amazonicas, em 1997 na Bolivia, e em 2007, destacando duas
entradas na regido do Estado de S&o Paulo, uma referente a casos detectados
em 2000, na regido de Santa Albertina e outra, mais recente, referente a

circulagdo do virus na ultima epizootia.

4.2. MODELAGEM DE NICHO ECOLOGICO

As tabelas e gréaficos a seguir dao estimativas de contribuices relativas
das varidveis ambientais ao modelo Maxent. Para determinar a primeira
estimativa, em cada interacdo do algoritmo de treino, o0 aumento do ganho
regularizado € adicionado a contribuicdo da variavel correspondente, ou
subtraido se a mudanca para o valor absoluto é negativo. Para a segunda
estimativa, para cada variavel ambiental, por sua vez, os valores da variavel na
presenca de treinamento e dados de fundo sédo permutados aleatoriamente. O

modelo é reavaliado sobre os dados permutados, e a queda, resultando na

formacédo de AUC € mostrado na tabela, normalizado para percentagem.
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A Figura 18 representa a distribuicdo modelada de Alouatta sp, Cebus
sp e Hemagogus. Esta € uma representacdo do modelo Maxent. Cores mais
quentes mostram areas com melhores condi¢des dentro do modelo de previsdo
de distribuicdo. Pontos brancos mostram os locais de presenca usados para
treinamento, enquanto pontos violeta mostram locais de teste. Estes mapas
foram utilizados para a andlise subseqiente do modelo de distribuicdo da

Febre Amarela.

Figura 18 - DistribuicAo modelada de Alouatta sp (Esquerda), Cebus sp
(Centro) e Hemagogus sp (Direita).

A Tabela 4 mostra as contribui¢des relativas das camadas de dados ambientais
para Alouatta sp, Cebus e Haemagogus sp. Para Alouatta sp, precipitacdo e
pressdo de vapor sao as variaveis mais importantes. Os mesmos resultados
foram confirmados pelo teste de Jackknife, ambos com ganho na analise de

treino e no teste. Cebus sp mostrou também uma elevada associagdo com
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precipitacdo e variaveis de pressao de vapor, mas com uma grande influéncia
da frequéncia de geada, maior que em Alouatta sp. Talvez uma indicacao de
gue este primata possa ser mais sensivel a baixas temperaturas que Alouatta
sp. O fato da precipitacdo e da pressdo do vapor serem assim importantes esta
relacionado a necessidade de fragmentos de vegetacao a fim destes primatas
sobreviverem. A alta associacdo de Alouatta sp para variavel pressdo do vapor
€ uma indicacdo de sua dependéncia a uma floresta verde com vegetacdo

perene ao longo do ano, visto Alouatta sp serem principalmente fitofagos.

Tabela 4 - Contribuicdo relativa das camadas de dados ambientais para os
modelos de distribuicdo de Alouatta sp, Cebus sp e Haemagogus sp. NUumeros
em negrito indicam varidveis com maior contribuicdo para 0s respectivos
modelos.

Alouatta sp Cebus sp Haemagogus sp
Variaveis COﬂtE(i)z)ui(;éo Imp;)‘;?snt?ia ContE(i)/bo)uigéo Impgr;téésnda Contzjjz;,uigéo |mp§’;gélsn0ia
Permuta Permuta Permuta
Cld6190_ann 1.2 3 4.1 2.2 2.7 0.5
Dtr6190_ann 2.2 4.5 4.1 5.8 3.9 15
Ecoreg 5.5 5.7 21.9 15.4 2.9 1.9
Frs6190_ann 0.1 0.3 2.6 17.6 0.7 24.3
H_dem 2.2 4 1.3 2.8 0.5 4.1
Pre6190_ann 2.6 11.8 15.1 19.9 3.6 35.8
Pre6190_11 1.4 0.9 1.6 1.1 3.7 1.4
Pre6190_110 22.2 9.1 12.7 1.9 46.8 12.3
Pre6190_l4 5.2 11.9 1.9 2.1 5 4.2
Pre6190_17 23.3 17.5 8.1 1.8 17.3 2.6
Tmn6190_ann 21.4 3.8 1.1 2.3 8.4 5.4
Tmp6190_ann 0.3 0 4.4 3.8 1.7 1.5
Tmx6190_ann 1 3.2 3 5.6 15 4.1
Vap6190_ann 11.2 24.4 18.3 17.6 1.3 0.3
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Para Haemagogus sp, observou-se que a precipitacdo e frequéncia de
geada sao fatores importantes, indicando a necessidade desses mosquitos de

condi¢cdes mais quentes e umidos, a fim de reproduzirem-se.

Os mesmos resultados foram confirmados pelo teste de Jackknife
(Figuras 19, 21 e 23), ambos com ganho no treino e no teste, indicando a

validade da andlise.

A analise também foi validada pela curva caracteristica de operacédo do
receptor (ROC). As Figuras 20, 22 e 24 mostram como o0s modelos
apresentam um melhor desempenho na previsdo de ocorréncia em
comparacdo com uma selecdo aleatéria de pontos. Um modelo perfeito tera
apenas X pontos para capturar todas as ocorréncias X e, portanto, apareceria
como um angulo reto. Um modelo aleat6rio sé vai capturar as ocorréncias
proporcionalmente a todos os pontos amostrados, recuperando uma linha de

1:1.
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Figura 19 - Resultado do teste Jackknife para importancia das variaveis no

modelo de Alouatta sp com dados de treino (Superior) e teste

(Inferior)
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Figura 20 - Curva caracteristica de operagao do receptor “receiver operating
characteristic’ (ROC) para o modelo de Alouatta sp.
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Figura 21 - Resultado do teste Jackknife para importancia das variaveis no
modelo de Cebus sp com dados de treino (Superior) e teste (Inferior)
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Figura 22 - Curva caracteristica de operacédo do receptor
characteristic’ (ROC) para o modelo de Cebus sp.
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Figura 23 - Resultado do teste Jackknife para importancia das variaveis no

modelo de Haemagogus sp com dados de treino (Superior) e teste (Inferior).
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Figura 24 - Curva caracteristica de operacado do receptor
characteristic’ (ROC) para o modelo de Haemagogus sp.
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Bons modelos aumentam de forma mais acentuada do que uma linha

reta, e a area sob a curva (AUC) sera elevada. Em nossa analise, todas as

curvas ROC produzidas atingiram altos valores de AUC, como podem ser

vistas nas Figuras 20, 22 e 24.

A Figura 25 representa a area modelada potencial de distribuicdo da

Febre Amarela. Mais uma vez, cores mais quente mostram areas com

melhores condi¢des previstas. Pontos brancos mostram os locais de presenca

usados para treinamento, enquanto pontos violeta mostram locais de teste. A
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area em cores quentes no mapa representa uma distribuicdo potencial de
ocorréncia de Febre Amarela, e até agora, sugere possiveis areas que podem
receber o virus e manter, mesmo que por um tempo limitado, um ciclo de
transmissdo. Estes mapas nédo sao de forma alguma mapas de distribuicéo,
mas sim modelos para examinar areas que podem estar sob o risco de
epidemias e eventos de epizootia em caso de introducdo de virus. A tabela 5
mostra as contribuicdes relativas de camadas de dados ambientais e a
distribuicdo de Alouatta sp, Cebus sp Hemagogus e para um modelo de

distribuicdo de Febre Amarela potencial.

Podemos observar que a precipitacdo e pressdo de vapor sdo as
principais varidveis ambientais que determinam a presenca de Febre Amarela.
Estes podem ser uma indicacdo da sua dependéncia do habitat silvestre com
umidade elevada e cobertura vegetal, fator que estdo associados a presenca
de vetores de mosquito (Haemagogus sp) e pela presenca de hospedeiros
susceptiveis (Alouatta sp e Cebus sp). Analisando apenas a contribuicdo de
Alouatta sp, Cebus sp e Haemagogus sp, podemos observar em primeiro lugar
uma contribuicdo maior de Alouatta sp e Cebus sp, e uma pequena

contribuicdo de Haemagogus sp.

Estes dados devem ser analisados com cautela, uma vez que ao
olharmos para a importancia de permutacédo, onde ambos Alouatta sp e Cebus
sp diminuem em importancia e Haemagogus sobe, percebe-se a importancia
do vetor como um fator importante para determinar a presenca do virus, ao

passo que a presenca de um hospedeiro primata € de menor importancia para
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a determinacdo da distribuicdo de potencial de Febre Amarela. Estes
resultados foram validados pelo teste de Jackknife e a curva ROC (Figuras 26

e 27).

Figura 25 - Area de distribuicdo provavel de Febre Amarela, modelada a partir
de dados ambientais e de modelos de distribuicdo geografica gerados para
Alouatta sp, Cebus sp e Hemagogus sp.
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Tabela 5 - Contribuicdo relativa das camadas de dados ambientais e dos
modelos de distribuicdo de Alouatta sp, Cebus sp e Haemagogus sp para o
modelo de distribuicAo da Febre Amarela. NUmeros em negrito indicam
variaveis com maior contribuicdo para o modelo.

Contribuicdo Importancia apos

Variavel (%) Permuta

Cld6190_ann 3.7 9.9

Dtr6190_ann 1.1 6.4

Ecoreg 11.6 3.5

Frs6190_ann 0.1 0.6

H_dem 8 1.6

Pre6190_ann 0.8 19.9

Pre6190 _I1 30.6 2.6

Pre6190 110 3.5 9.9

Pre6190 14 0 0

Pre6190 17 3.1 4.8

Tmn6190_ann 1.1 0.3

Tmp6190_ann 0.2 0

Tmx6190_ann 1.1 7.7

Vap6190_ann 3.4 15.2

Alouatta_sp 15.1 2.1 m
Cebus_sp 10.8 4.5 m

Haemagogus_sp 5.8 11 /li
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Figura 26 - Resultado do teste Jackknife para importancia das variaveis no modelo
de Febre Amarela com dados de treino (Superior) e teste (Inferior).
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Figura 27 - Curva caracteristica de operacao do receptor “receiver operating

characteristic’ (ROC) para o modelo de Febre Amarela.
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5. DISCUSSAO

Andlises filogenéticas anteriores propuseram que a Febre Amarela é
geneticamente estavel (Chang et al., 1995;. Wang et al., 1996; Mutebi et al., 2001;.
Vasconcelos et al., 2004; Bryant et al., 2007). Esta estabilidade tem sido
considerada um indicador de processo evolutivo lento (Barret e Higgs, 2007).
Apesar de haver algumas evidéncias de que a Febre Amarela possa evoluir mais
lentamente do que o virus Dengue (Sall et al., 2010), ndo existe qualquer apoio a
ideia de que a Febre Amarela seja um virus lento, visto que a datacdo molecular
agui apresentada sugere que as linhagens de Febre Amarela circulam amplamente
pela América do Sul e podem estar passando por uma rapida e recente evolucéo,

em um processo continuo e complexo de introducéo e colonizacdo de novas areas.

Os dados dao poucas evidéncias de que as estratégias de vacinacao
vigentes tenham efetivamente colaborado para a diminuicdo da ocorréncia de
Febre Amarela, j& que uma parte significativa dos casos ocorre ou fora da area de
recomendacdo explicita de vacinacdo, ou envolvendo individuos ndo vacinados
dentro da area de recomendacéo de vacinagdo. Este padrdo de incidéncia aponta

para possiveis erros na estratégia de vacinacao.
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Visto que a imunidade gerada pela vacina é longa, de pelo menos 10 anos,
seria esperado ao longo do tempo, um acumulo de populagéo vacinada, e portanto,
um numero cada vez menor de doentes sendo registrado. No entanto, a circulagéo
e evolugéo da Febre Amarela determinam continuas introducdes e emergéncia em

novas areas, o que dificulta a definicdo de areas de vacinacao.

A partir da analise de Coalescéncia da populacdo viral de Febre Amarela,
utilizando-se de dois genes (3’NCR e pr/M), percebe-se que a populacéo
apresentou um decréscimo importante iniciado em meados dos anos 90. Esse
decréscimo pode estar associado a fatores que expuseram 0 virus a uma situagao

de “gargalo de garrafa” causado pela diminuicdo de hospedeiros disponiveis.

Essa diminuicdo da populagdo suscetivel pode ser efeito direto de uma ou
diversas situacdes atuando sinergicamente. O proéprio efeito da vacinacdo pode ser
um dos fatores associados a esta queda populacional. Embora novos casos
ocorram, dado a invasdo do virus em novas areas, a longo prazo o efeito de
pressao representada pela vacina pode estar contribuindo para este decréscimo,
visto que o rebanho vacinado na populagcdo humana tem se acumulado, o que

representa menor oportunidade para a circulacédo do virus na populacdo humana.
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Além disso, a migracdo humana, ocupacdo de novos territdrios e
desmatamento intenso causado pelo uso da terra podem conduzir a mudangas na
composicao faunistica das populacdes de mosquitos, altera¢cdes no comportamento
de mosquitos e primatas, e um aumento na dispersao dos primatas (Vasconcelos
et al., 2001 a,b; Vasconcelos, 2002; Camargo Neves et al.,2005). Todos esses
fatores poderiam estar colaborando para diminuir o tamanho efetivo da populacéo

da Febre Amarela.

Desta forma, com a eliminacdo de hospedeiros suscetiveis, estabelecimento
de barreiras imunogénicas, desmatamento e escassez de vetor, a mobilidade do

virus torna-se limitada e sua diversidade entra em declinio.

As curvas de populacdo, com um crescimento exponencial, seguido por uma
diminuicdo exponencial e a diversidade de linhagens tendentes a platd, mesmo
depois de eventos de diversificacdo abruptas, sdo sinais de clados em declinio
(Quental et al., 2011). Também o desenho das curvas populacionais observadas
para a Febre Amarela aproxima-se ao padrao observado na dinamica populacional
do Paramixovirus-1 circulante em aves apds eventos de vacinagdo (Chong et al.,
2010). Neste caso, a aplicacdo de vacinas representa uma pressao seletiva sobre a

populacao viral.
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A alta pressédo evolutiva imposta pelos programas de vacinacdo podem
efetivamente atuar no “fitness” global da populacdo de virus, conduzindo a uma
perda global de diversidade em longo prazo. Os efeitos da vacinagcdo foram
observados anteriormente na circulagdo da encefalite japonesa, onde a vacina
causou um efeito de amortecimento sobre o crescimento da populagcdo de virus,
alterando um modelo de crescimento demografico constante para uma baixa taxa
de crescimento exponencial em resposta a pressao evolutiva (Twiddy et al., 2003) .

Um efeito semelhante pode estar em acdo na Febre Amarela.

Este possivel efeito da vacinacdo sugere que a populacdo humana pode
desempenhar um papel mais importante na circulagédo da Febre Amarela do que o
reconhecido até o momento, e provavelmente, uma certa quantidade de infec¢des
em seres humanos passa desapercebida, ou por serem casos assintomaticos ou
com doenca branda, mas mesmo assim, capazes de infectarem mosquitos,

tornando-se assim, fatores importantes para a introdu¢éo do virus em novas areas.

Observam-se na regido amazonica as mais altas taxas de substituicdo, o
gue sugere uma atividade evolutiva e circulagdo mais intensa. Nas regides extra-
amazobnicas, a taxa de substituicio € muito menor, sugerindo que 0S Vvirus

encontram uma situacao sub-6tima que acaba por causar uma circulacéo limitada,
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e a extincdo da linhagem em circulagdo, que poderd ser substituida por outra, no

caso de uma nova emergéncia de linhagem.

O virus circulante na regido amazonica durante periodos inter-epidemias
apresenta altas taxas de substituicAo e uma diversidade relativamente alta. Este
padrdo de circulagcdo esta associado com casos humanos esporadicos e
infrequentes epizootias, principalmente porque a maioria dos individuos esta
vacinada e a populacdo de primatas ndo humanos suscetiveis encontra-se
dispersa em uma vasta area florestada, mas em baixa densidade. Na regido
amazobnica, a cobertura vacinal € entre 80% — 95%, em contraste com a menor

cobertura encontrada fora da zona endémica.

Esta ampla cobertura, aliada a presenca de mosquitos em baixa densidade
e populacédo dispersa de primatas pode representar um amortecimento na evolucao
do virus. Cada oportunidade de dispersdo do virus iria para uma area com
populacfes suscetiveis e causaria um breve aumento de diversidade associada a
um efeito fundador subsequiente. Mas as limitacdes impostas pelos ambientes
receptivos ao virus impedem o estabelecimento de um ciclo de virus permanente, e

estes enclaves de novos virus desaparecem brevemente.
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Quanto a dispersdo do virus, a mesma é provavelmente associada a uma
rede de transmissdo complexa. O contato das populagbes de primatas né&o
humanos é limitado e a maioria das populacbes sdo amplamente fragmentadas. E
muito improvavel que uma populacdo extremamente dissociada possa ser téao
eficaz para o transporte do virus da regido amazonica através do Brasil Central até

os estados do sul do Brasil.

Considerando o grau de desmatamento observado na maioria dos
ambientes naturais no Brasil e na velocidade relativa com que o virus realizou sua
dispersdo, é mais provavel que casos leves e assintoméaticos em humanos,
provavelmente extremamente subestimados, estejam associados com a disperséao

do virus (Souza et al., 2010, Vasconcelos & Costa, 2010).

Recomenda-se um aumento da vigilancia sobre esses casos, a fim de
enderecar corretamente a importancia de casos leves e assintoméaticos para a
introducdo do virus e a circulacdo. A Febre Amarela ainda pode estar limitada a
uma circulacao silvestre, mas a ameaca representada pela crescente populacao de
Aedes aegypti e as epidemias de Dengue sao lembretes constantes de seu

potencial para iniciar um ciclo de transmissao urbana.
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As Arvores MCC obtidas, e a andlise filogeogréafica subsequente, sugerem
um padrdo geral de transmissibilidade “Source-Sink”, destacando a regiédo
amazonica como fonte de diversidade para as outras areas estudadas, com uma
estrutura filogeogréfica secundaria em ondas, visto que linhagens antigas e
anteriores ndo ressurgem, e sim sdo substituidas. Os modelos de distribuicdo
geografica corroboram esse padrdo e indicam uma area possivel para circulagdo

da Febre Amarela ampla, englobando diversos ecétonos.

Dentro do modelo de Nicho Ecoldgico elaborado neste trabalho, os
principais fatores determinantes para a possivel ocorréncia da Febre Amarela sdo a
presenca de Haemagogus, o que destaca o papel crucial do vetor na epidemiologia
da doenca, e os parametros ecoldgicos que determinam a presenca do proprio
vetor (precipitacdo e pressao de vapor), fatores estes relacionados diretamente a
reproducdo desses mosquitos. Dessa forma, um dos principais elementos para
avaliar o risco de Febre Amarela em uma dada regido deve ser a presenca de

Haemagogus e das condi¢cdes necessarias para sua manutencao.

A presenca de primatas ndo humanos, embora seja um fator associado a
ocorréncia do virus, quando analisado isoladamente, decresce de importancia. No

entanto, mesmo considerando a relativa menor participacdo dos primatas como
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fator determinante na ocorréncia da doenca, sua importancia na epidemiologia da

doenca € incontestavel.

A pequena importancia dos primatas na ocorréncia da doenga sugere a
existéncia de um outro possivel hospedeiro vertebrado que possa estar atuando
nesta situacdo complexa. Sugere-se algum outro mamifero silvestre ou mesmo a
presenca da populagdo humana inserida no contexto rural, o que fortalece a
suposicdo do virus ter um contato maior com a populacdo humana do que descrito

anteriormente.

Da mesma forma, os dados sugerem que 0s primatas seriam pouco
eficientes em carregar os virus para novas regides. Considerando a intensa
fragmentacdo da vegetacdo do Brasil Central, que limitaria a circulacdo dos
primatas, e a pouca contribuicdo efetiva dos primatas na determinacdo da area de
possivel circulagdo de Febre Amarela, é pouco provavel que estes sejam 0s
responsaveis pela circulagdo da Febre Amarela entre as areas de diversificacdo
(Regido Norte da América do Sul) e as areas de ocorréncia de epidemias e
epizootias mais ao sul do continente. Pressupde-se a existéncia de fatores que nao
foram computados nessa analise que provavelmente atuam na circulacdo do virus

em larga escala no continente. Novamente, devido a velocidade com que as
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epizootias e epidemias caminham, a atuagcdo antropica pode certamente estar

associada a este transporte.

Com relacdo aos primatas estudados, Alouatta sp aparenta ser
extremamente sensivel ao virus e como sentinela da ocorréncia de epizootias € de
grande valor nos estudos da epidemiologia da Febre Amarela. Sua distribuicao
sofre grande influéncia da presenca de cobertura vegetal, visto o parametro
ambiental principal associado a seu modelo ser a pressdo de vapor de agua,
parametro diretamente ligado a evapo-transpiracdo e por consequéncia,

diretamente associado a presenca de folhas e cobertura vegetal mais densa.

Esta analise corrobora os habitos comportamentais da espécie, que
apresenta dieta majoritariamente folivora e depende da existéncia de matas com
vegetacdo perene, o que impediu esses primatas de colonizarem as areas de

Caatinga (Gregorin, 2006).

No entanto, nos ambientes onde existirem fragmentos desta vegetagcao
perene é possivel encontrar grupos de Alouatta, mesmo quando inseridos em
ambientes mais secos, como o Cerrado e o Chaco Boliviano, dado sua flexibilidade

e capacidade de viver em ambientes restritos (Gregorin, 2006).
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No entanto, os grupos de Alouatta apresentam-se isolados e com pouco
contato entre si, como diversos estudos de frequéncia alélica tem sugerido (Ruiz-
Garcia et al., 2007), mesmo enquanto se tratam de grupos vivendo em ambientes
de mata continuas e amplas. Aparentemente, nesta situa¢do, 0s grupos se mantém
restritos a uma area de vida ou territorio restrito, interagindo pouco com outros

grupos e raramente migrando (Ruiz-Garcia et al., 2007).

Cebus sp por sua vez € mais resistente e pode atuar como um reservatorio
ou hospedeiro em grande parte do territério da América do Sul. Ao contrario de
Alouatta, sdo poucos os isolamentos do virus a partir de Cebus. No entanto,
existem registros de sorologias positivas, o0 que indica que Cebus sobrevive a

infeccdo pelo virus da Febre Amarela (Lima et al., 2010).

Sua importancia relativa aparenta ser maior inclusive que a de Alouatta sp
no que se refere a modelagem da distribuicdo geografica dos casos. O género
apresenta grande flexibilidade, vivendo inclusive em ecétonos nédo utilizados por
Alouatta, como grande parte da vegetacdo xeromorfica da Caatinga. Além disso,
Cebus apresenta uma dieta mais flexivel e grupos sociais complexos e maiores

(Lynch-Alfaro et al., 2012). Sugere-se que um monitoramento de Cebus sp se faz
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necesséario para avaliar o papel epidemiolégico desses grupos na circulacdo do

virus, principalmente na faixa do Brasil Central.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

1. Compreender a dindmica evolutiva da Febre Amarela associada a epidemias
recentes na América do Sul é importante para descrever os fatores que
determinam a circulacéo viral, possibilitando o planejamento de medidas de

prevencgao efetivas.

2. As evidéncias indicam um possivel efeito a longo prazo da vacinacao
atuando diretamente sobre a evolugcdo e dindmica filogenética da Febre
Amarela. E importante que mais estudos sejam realizados para
compreender o efeito da vacinagdo como mecanismo de pressao evolutiva,
ndo apenas na Febre Amarela, onde fatores ambientais atuam

conjuntamente, mas também em outras doencas de etiologia viral.

3. Monitorar a evolugdo do virus da Febre Amarela é uma estratégia valida
para compreender sua distribuicdo geografica e evidenciar mecanismos
complexos de transmissdo e introducdo. Uma estratégia de monitoracédo
poderia, desta forma, ser implementada no Programa de Vigilancia,

periodicamente recuperando sequéncias virais e estudando suas relacdes
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filogenéticas e evolucdo em diversos pontos do Brasil. Tais acbes poderiam

facilitar a detecgéo de novas linhagens, e mapear a circulagédo do virus.

Também se faz necessario compreender a ecologia e os fatores
relacionados a distribuicdo geografica da doenca, visto ser estas
informacdes cruciais no processo decisorio das politicas de distribuicdo de

doses de vacina e definicdo de areas prioritarias de vacinagdo e novas

estratégias de cobertura.

A modelagem de Nicho Ecolégico aqui empregada permitiu compreender a
distribuicdo geogréfica da Febre Amarela e testar hipoteses relacionaveis
com fatores ambientais ligados a epidemiologia da doenca, sendo uma
abordagem interessante para ser aplicada em outras doencas associadas a

vetores ou com forte carater ambiental.

A metodologia mostrou-se também uma ferramenta adequada para apontar
areas favoraveis a circulacao do virus, tornando-se assim um instrumento de
andlise para avaliar critérios de definicdo de areas para vacinagdo e
modelos preditivos para Orgaos de Vigilancia prepararem suas estratégias

de prevencao e controle no caso de possivel introducéo de patégenos.
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7. Finalmente, é preciso que os 6rgaos de vigilancia e pesquisa voltem-se para
os estudos da ecologia da Febre Amarela a fim de serem compreendidos os
fatores ambientais e antropogénicos que possam estar atuando na
movimentagéao e circulacdo da Febre Amarela. Assim, sera possivel prevenir

a ocorréncia da doenca e diminuir sua incidéncia.
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