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RESUMO 

NATHALIA ARRUDA CAMARA CARRAIO 

CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA E FENOTÍPICA DE ISOLADOS 

BRASILEIROS DO VÍRUS MAYARO 

Orientador: Iranaia Assunção Miranda 

Coorientador: Mariana Oliveira Lopes da Silva 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção 

do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no RCS 

Trabalho de Conclusão de Curso. 

O vírus Mayaro (MAYV) é classificado como Alfavírus Artritogênico devido à indução de 

mialgia e artralgia incapacitante. Circula em ciclo silvestre, sendo endêmico em regiões 

florestais da América do Sul e Central. No entanto, mesmo com a subnotificação de casos de 

MAYV, surtos em áreas urbanas têm sido relatados, envolvendo dois genótipos distintos: o de 

circulação disseminada (D) e o de circulação limitada (L). Este estudo visou comparar 

genotipicamente e fenotipicamente diferentes cepas de MAYV isoladas de surtos urbanos no 

Brasil: MAYV SINOP (L) e MAYV ACRE (D). Como referência à circulação original do 

MAYV, usamos a cepa MAYV ATCC (D) isolada em Trinidad e Tobago, 1954. Todos foram 

propagados em células de artrópode (C636) e células de mamífero (Vero). O alinhamento das 

sequências genômicas demonstrou que isolados do mesmo genótipo apresentaram cerca de 

97% de identidade nucleotídica e 87% entre genótipos diferentes, refletindo em diferenças de 

aminoácidos, principalmente nas proteínas de envelope E1 e E2, além de regiões de inserção e 

deleção nucleotídica no gene correspondente a proteína NsP3. No ensaio de formação de placa 

em células Vero, ACRE induziu uma área de placa menor em relação a placa formada pelos 

isolados ATCC e SINOP, indicando que possui menor capacidade de disseminação. Na 

replicação viral em células C2C12 (mioblastos murinos), por isolados propagados em células 

C636, ATCC e SINOP apresentam replicação semelhante em mioblastos e miotubos, enquanto 

ACRE apresentou menor amplificação viral nestes modelos celulares em relação aos demais 

isolados. A infecção de miotubos C2C12, por isolados propagados em células Vero, apresentou 

maior replicação viral para ATCC e semelhante para ACRE e SINOP. No entanto, em todas as 

condições, apesar de apresentar carga viral semelhante em 48 hpi, a viabilidade celular dos 

mioblastos e miotubos infectados se manteve acima de 90% para o ACRE propagado em ambas 

as células. Estes achados sugerem que a cepa do ACRE apresenta um fenótipo atenuado. A 

infecção subcutânea de ATCC e SINOP (C636) na pata traseira esquerda de camundongos 

SV129 de 12 dias de idade demonstrou: maior inchaço da pata; redução do ganho de peso; 

morte precoce; e maior replicação viral em tecidos musculares, patas, joelhos e cérebro em 
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camundongos infectados com SINOP em comparação a camundongos infectados com o 

ATCC. Isso pode indicar que o SINOP (L) apresenta um fenótipo mais virulento, determinado 

pelas diferenças genotípicas entre os MAYVs. Nossos achados contribuem para a compreensão 

da doença induzida por diferentes linhagens de MAYV e demonstram diferenças entre o 

modelo de pesquisa desse vírus em relação às cepas circulantes no Brasil.      

  

  

Palavras-chave: Vírus Mayaro; Genótipo; Patogênese. 
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ABSTRACT 

NATHALIA ARRUDA CAMARA CARRAIO 

CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA E FENOTÍPICA DE ISOLADOS 

BRASILEIROS DO VÍRUS MAYARO 

Orientador: Iranaia Assunção Miranda 

Coorientador: Mariana Oliveira Lopes da Silva 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção 

do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no RCS 

Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Mayaro virus (MAYV) is classified as an Artritogenic Alphavirus due to the induction of 

myalgia and disabling arthralgia. It circulates in a wild cycle, being endemic in forest regions 

of South and Central America. However, even with the underreporting of MAYV cases, 

outbreaks in urban areas have been reported, involving two distinct genotypes: disseminated 

circulation (D) and limited circulation (L). This study aimed to compare genotypically and 

phenotypically different strains of MAYV isolated from urban outbreaks in Brazil: MAYV 

SINOP (L) and MAYV ACRE (D). As a reference to the original circulation of MAYV, we 

use the MAYV ATCC strain (D) isolated in Trinidad and Tobago, 1954. All were propagated 

in arthropod cells (C636) and mammalian cells (Vero). The alignment of genomic sequences 

showed that isolates of the same genotype had about 97% of nucleotide identity and 87% 

between different genotypes, reflecting on differences in amino acids, mainly in the E1 and E2 

envelope proteins, in addition to nucleotide insertion and deletion regions in the gene 

corresponding to NsP3 protein. In the plaque formation assay in Vero cells, ACRE induced a 

smaller plaque area compared to the plaque formed by the ATCC and SINOP isolates, 

indicating that it has a lower dissemination capacity. In viral replication in C2C12 cells (murine 

myoblasts), by isolates propagated in C636 cells, ATCC and SINOP showed similar replication 

in myoblasts and myotubes, while ACRE showed lower viral amplification in these cell models 

compared to the other isolates. Infection of C2C12 myotubes, by isolates propagated in Vero 

cells, showed greater viral replication for ATCC and similar for ACRE and SINOP. However, 

in all conditions, despite having a similar viral load at 48 hpi, the cell viability of infected 

myoblasts and myotubes remained above 90% for ACRE propagated in both cells. These 

findings suggest that the ACRE strain has an attenuated phenotype. Subcutaneous infection of 

ATCC and SINOP (C636) in the left hind paw of 12-day-old SV129 mice demonstrated: 

increased paw swelling; reduced weight gain; early death; and greater viral replication in 

muscle tissues, paws, knees and brain in mice infected with SINOP compared to mice infected 

with ATCC. This may indicate that SINOP(L) has a more virulent phenotype, determined by 

genotypic differences between MAYVs. Our findings contribute to the understanding of the 

disease induced by different MAYV strains and demonstrate differences between the research 

model of this virus in relation to the strains circulating in Brazil. 
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RESUMO PARA LEIGOS 

NATHALIA ARRUDA CAMARA CARRAIO 

CARACTERIZAÇÃO DAS DIFERENÇAS GENÔMICAS E DE VIRULÊNCIA DO 

VÍRUS MAYARO ENCONTRADO EM PACIENTES BRASILEIROS 

Orientador: Iranaia Assunção Miranda 

Coorientador: Mariana Oliveira Lopes da Silva 

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

 

O vírus Mayaro (MAYV) é um vírus transmitido por mosquitos (arbovírus) que induz uma 

doença marcada por fortes dores musculares e nas articulações, dificultando a rotina dos 

pacientes. Este vírus circula em áreas de florestas das Américas do Sul e Central, sendo 

encontrado em regiões do Norte e Centro-Oeste do Brasil. A falta de testes de diagnósticos 

rápidos, os sintomas semelhantes a outras doenças conhecidas, como Dengue, e o acesso 

limitado à saúde pública pela população dessas regiões, dificultam a notificação de novos casos 

de MAYV. No entanto, mesmo com a subnotificação de casos, MAYV tem sido encontrado 

com mais frequência nos últimos anos devido ao aumento de estudos de monitoramento de 

outros arbovírus. Esse trabalho visou caracterizar diferenças no genoma e a capacidade de 

causar doença entre os MAYVs encontrados em um paciente do ACRE e outro de SINOP 

(Mato Grosso), comparando com o MAYV encontrado pela primeira vez no mundo, ATCC. 

Através da análise da sequência genômica desses MAYVs encontramos diferenças entre eles 

nos genes das proteínas virais responsáveis pelo processo de entrada do vírus nas células 

hospedeiras e de replicação viral. Quando avaliamos a capacidade desses vírus de infectar 

células vizinhas, percebemos que o MAYV do ACRE infectava menos células que os outros 

MAYVs. Comparado a isso, na infecção de células do músculo de camundongos (C2C12), o 

vírus ATCC e SINOP demonstraram maior replicação viral induzindo mais morte das células 

infectadas que o vírus do ACRE, demonstrando que este é um vírus mais brando. 

Posteriormente, avaliamos a doença causada pelos vírus ATCC e SINOP em camundongos de 

12 dias de vida. Curiosamente, o vírus SINOP provocou maior debilidade nos animais e maior 

carga viral em tecidos musculares e articulares comparado ao vírus ATCC. Com isso, 

demonstramos previamente que o vírus SINOP apresenta grande capacidade de se replicar em 

células musculares e causar uma doença severa em animais. Juntos, nossos achados contribuem 

para a compreensão da doença induzida por MAYV e demonstram diferenças entre o modelo 

de pesquisa desse vírus (ATCC) em relação às cepas circulantes no Brasil.      
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O Vírus Mayaro  

O vírus Mayaro (MAYV) é um arbovírus pertencente à família Togaviridae, do gênero 

Alphavirus, e induz uma doença debilitante determinada pela persistência dos sintomas de 

artralgia e mialgia. Por essa causa, é classificado como alfavírus artritogênico (Mendes e Kuhn, 

2018). Sua transmissão ocorre através da picada de fêmeas de mosquitos vetores 

culicídeos silvestres, restrito às regiões de florestas (Esposito e Fonseca, 2017). Com isso, o 

MAYV é encontrado em áreas rurais nas Américas do Sul e Central e em regiões da Bacia 

Amazônica, com a maior número de casos registrados no Brasil (Diagne, Bengue, et al., 2020; 

Caicedo et al., 2021). 

Os alfavírus são divididos em três clados principais, devido à proximidade filogenética 

encontrada na sequência da proteína E1 e no genoma completo desses vírus, sendo eles: O 

complexo Semliki Forest; O da encefalite equina/Sindbis; e dos vírus aquáticos. O MAYV e 

outros alfavírus artritogênicos, como o vírus Chikungunya (CHIKV), vírus Una (UNAV), vírus 

O’nyong nyong (O'NNV) e vírus Ross River (RRV), fazem parte do Clado Semliki Forest 

(Figura 1) (Mota, Ribeiro, et al., 2015).      

 

Figura 1: Árvore filogenética dos Alfavírus com base em 11 pb de genoma. O MAYV está presente dentro do 

clado Complexo Semliki Forest juntamente com os vírus CHIKV, UNAV e ONNV. A árvore filogenética foi 

Complexo 

Semliki 

Forest 

Encefalite 

Equina e 

Sindbis 

Aquáticos 
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inferida pelo método estatístico de máxima verossimilhança. A barra de escala representa 0,02 substituições de 

nucleotídeos/por local/por ano. O bootstrap foi calculado com 1.000 réplicas e os valores (em porcentagem) são 

mostrados nos nós. Adaptado de: Mota, Ribeiro, et al., 2015. 

 

A proximidade filogenética entre esses vírus permite que os conhecimentos sobre a 

biologia molecular possam ser compartilhados entre eles, uma vez que a falta de estudos sobre 

o MAYV pode ser suprida por estudos com os demais vírus desse clado (Mota, Ribeiro, et al., 

2015). No entanto, vírus pertencentes a um mesmo clado apresentam alguns sítios antigênicos 

em comum, principalmente em IgG, resultando em consequente reatividade cruzada entre os 

soros imunes policlonais humanos, dificultando o diagnóstico preciso dessa arbovirose por 

ensaios imunoenzimáticos (ELISA) (Acosta-Ampudia, Monsalve et al., 2018). Por 

consequência, pode ocorrer um aumento na subnotificação de casos de MAYV, dificultando o 

seu monitoramento em relação aos demais alfavírus. Outros motivos que podem levar a 

subnotificações de casos de MAYV estão relacionados com a proximidade dos sintomas 

apresentados com outros arbovírus, além da cocirculação nas mesmas regiões endêmicas, e 

circulação em regiões com dificuldades econômicas contendo acesso limitado da população a 

saúde pública (Esposito e Fonseca, 2017; Aguilar-Luis, Del Valle-Mendoza, et al., 2020).   

O MAYV foi isolado pela primeira vez em amostras sanguíneas de casos febris de cinco 

trabalhadores florestais em 1954, em Trinidad e Tobago (Anderson, Wattley, et al., 1957) e 

identificado pela primeira vez no Brasil em 1955 nas proximidades do rio Guamá, em Belém 

do Pará (Causey e Maroja, 1962).  Atualmente há registro de surtos esporádicos nas Américas, 

com apenas sete bem documentados que ocorreram no Brasil, Bolívia e Venezuela, entre 1954-

2010 (Schaeffer, Lema, et al., 1959; Azevedo, Silva, et al., 2009; Auguste, Liria, et al., 2015; 

Caicedo, Charniga, et al., 2021). 

Desde o primeiro isolamento do MAYV, casos esporádicos foram relatados em grande 

parte dos países da América do Sul e Central, como: Peru; Suriname; Guiana Francesa; 

Venezuela; Colômbia; Equador; Panamá; México; Bolívia; e Brasil (Mota, Ribeiro, et al., 

2015). Embora a circulação autóctone seja na América Latina, diversos casos de infecções por 

MAYV na Europa e Estados Unidos foram detectados em turistas que retornaram de regiões 

endêmicas a partir de 1997, sendo classificados em casos importados (Receveur, Grandadam, 

et al., 2010; Neumayr, Gabriel, et al., 2012; Llagonne- Barets, et al., 2016).  

O principal vetor do MAYV é o mosquito selvagem Haemagogus janthinomys, 

comumente encontrado em florestas pluviais intocadas, mas este vírus pode ser transmitido por 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220300266#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220300266#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220300266#bib0005
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outros gêneros de mosquitos, como Sabethes (Esposito e Fonseca, 2017), sendo mantido, 

principalmente, em ciclo silvestre, em aves e primatas não humanos (Diagne, Bengue, et al., 

2020). Estudos soroepidemiológicos identificaram a prevalência do MAYV em outros 

hospedeiros reservatórios, como marsupiais, preguiças, roedores, tamanduás e cutias, sugerindo 

a capacidade de disseminação, por vetores comuns, a diferentes potenciais hospedeiros (De 

Thoisy, Gardon, et al., 2003; Mavian, Rife, et al., 2017; Diagne, Bengue, et al., 2020). O 

homem, no entanto, é considerado um hospedeiro acidental, entrando em contato com o vírus, 

esporadicamente, através da exploração do habitat dos hospedeiros silvestres. É possível que o 

estabelecimento da transmissão de MAYV em ambientes urbanos seja evidenciado, uma vez 

que se obtenham mutações necessárias para a disseminação em vetores urbanos, como os 

mosquitos do gênero Aedes (Mavian, Rife, et al., 2017; Diagne, Bengue, et al., 2020; Migné, 

Moutailler, et al., 2020; Torres-Ruesta, Chee, et al., 2021). Um estudo experimental, de 2011, 

avaliou a competência vetorial do MAYV em mosquitos Aedes aegypti, e demonstrou que ele 

tem potencial de infectar mosquitos Aedes aegypti através de sangue artificial, porém mais 

eficientemente através de camundongos virêmicos. Além disso, apresenta potencial de ser 

transmitido por Aedes aegypti a camundongos lactentes, com títulos virais semelhantes a 

encontrados em humanos infectados, o que demonstra a capacidade dessa espécie de artrópode 

de manter um ciclo humano-mosquito-humano do vírus (Figura 2) (Long, Ziegler, et al., 2011).  
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Figura 2: Ciclo de transmissão do MAYV. Ciclo silvestre apresentando macacos infectados com MAYV como 

principais reservatórios do vírus; mosquitos do gênero Haemagogus e Sabethes como vetores principais; e 

marsupiais, aves e outros mamíferos não humanos como hospedeiros primários em áreas florestais. Possível ciclo 

de infecções acidentais por humanos em contato com vetores silvestres, podendo representar reservatórios para 

carreamento do vírus para zonas urbanas. Ciclo urbano a partir de humanos infectados sendo picados por mosquitos 

urbanos, como Aedes aegypti, e transmitindo a outros humanos e hospedeiros acidentais em cidades. Esquema 

realizado no biorender. Imagem autoral baseada em: DIAGNE et al., 2020; De Thoisy, Gardon, et al., 2003; Migné, 

Moutailler, et al., 2020; Torres-Ruesta, Chee, et al., 2021; Santos, S.A.K., 2020.  

 

A crescente expansão demográfica e, como consequente, aumento da exploração de 

áreas florestais, mudanças climáticas e o aumento de migrações humanas, possibilitam a vírus, 

antes de ciclos silvestres intocados, encontrar potenciais novos hospedeiros e desencadear 

ciclos replicativos em humanos. Tais vírus são chamados de emergentes e são, por muitas vezes, 

negligenciados em relação ao seu monitoramento, podendo promover ameaças globais 

(Llagonne- Barets, et al., 2016; Hotez, Murray, 2017). A preocupação em torno da circulação 

do MAYV em ambientes urbanos é fundamentada no histórico de transmissão de outras 
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arboviroses de ciclo florestal que foram responsáveis por surtos recentes em grandes centros 

urbanos, como o vírus da Febre Amarela (YFV). Desde o século 18, YFV era responsável por 

epidemias devastadoras em centros urbanos nas Américas. No entanto, com a erradicação de 

mosquitos da espécie Aedes aegypti entre 1940-1970, a circulação de YFV voltou a ser 

encontrada somente em ciclos florestais, com a infecção de humanos de forma acidental. A 

reintrodução do mosquito competente no território brasileiro, possibilitou a distribuição do 

vírus para as regiões Centro-Oeste, Sudeste, Sul e Nordeste. Mais recentemente, a epidemia de 

YFV em 2016, no Sudeste do Brasil, comprovou a transmissão do vírus por mosquitos do 

gênero Aedes, após mais de 70 anos, resultando em 79 mortes humanas na região da costa 

atlântica, altamente infestada por Ae. aegypti e Ae. albopictus (J. Erin Staples, Monath, 2008; 

Couto-Lima, Yoann Madec, et al., 2017). 

Nos últimos anos há maior frequência de detecção e registro de novo casos de infecção 

pelo MAYV (Mackay, Arden, 2016; Aguilar-Luis, Del Valle-Mendoza, et al., 2020; Caicedo, 

Charniga, et al., 2021). Novos surtos foram identificados, tanto em centros urbanos como em 

regiões florestais, dentre eles: 33 casos de MAYV diagnosticados em Manaus (AM), entre 2007 

e 2008 (Mourão, Bastos et al., 2012); 36 casos confirmados de Mayaro descritos em fevereiro 

de 2008 em Santa Bárbara, no estado do Pará (Azevedo, Silva, et al., 2009); 16 casos notificados 

na Amazônia peruana, entre 2010 e 2013 (Halsey, Siles, et al, 2013); e 15 casos diagnosticados 

no Mato Grosso durante a epidemia de dengue entre 2011 e 2012 (Zuchi, Heinen, et al., 2014). 

Infecções por MAYV no Haiti, em 2015, indicam a provável circulação desse vírus no Caribe 

(Lednicky, Rochars, et al., 2016). Mesmo com evidências do aumento da circulação de MAYV 

no mundo, não há dados relacionados com casos na África e nem na Ásia (Figura 3) (Diagne, 

Bengue, et al., 2020).  
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Figura 3: Distribuição global do vírus Mayaro. Países com a detecção de Mayaro são mostradas em marrom, 

bem como a detecção e isolamento em hospedeiros e vetores. Os casos importados evidenciados foram relatados 

nos Estados Unidos em 1997 e na Europa entre 2008 e 2016, com a origem dos casos mostrados entre 

parênteses.  Fonte: Diagne, Bengue, et al., 2020. 

 

1.2 Estrutura e replicação do MAYV 

O MAYV, assim como os demais membros do gênero Alphavirus, apresenta uma 

partícula viral envelopada, medindo 65-70 nanômetros de diâmetro, com simetria icosaédrica 

(T=4). Seu envelope é constituído por 240 heterodímeros que formam 80 trímeros das 

glicoproteínas transmembranares do envelope viral E1/E2, dando a partícula a representação de 

espinhos (Brown, Wan, Kielian, 2018). Cada uma das proteínas E2 e E1 contêm um domínio 

transmembranar ancorada no envelope viral. A proteína E1 é dividida em três domínios I-III, 

onde o domínio II é responsável pela formação do heterodímeros E1/E2. A proteína E2, por sua 
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vez, é dividida em três domínios A-C, em que C interage com II de E1. A camada abaixo do 

envelope é denominada capsídeo (CP) que, em seu interior é encontrado o genoma viral, 

formado por 240 cópias da proteína de capsídeo (CP) em que, o ectodomínio C de E2 (cdE2) 

interage com a CP em uma proporção de 1:1. Assim, a proteína E2 transita por toda a partícula 

dando suporte a sua estrutura, sendo uma característica única dos alfavírus em comparação a 

outros vírus envelopados (Figura 4a) (Ren, Qazi, et al., 2022).  

O genoma é composto por uma única molécula RNA de fita simples sentido positivo de 

aproximadamente 11,5 kb de tamanho, flanqueado por um cap 5'-7-metilguanilato e uma cauda 

poli-A na posição 3’ (Esposito e Fonseca, 2017). Esse apresenta dois quadros de leitura aberta 

(ORFs) que codificam para duas poliproteínas e são separados por um sítio IRES (Figura 4b) 

(Mendes, Kuhn, 2018).    

a)  

 

b)  

 

Figura 4: Estrutura da partícula viral e representação do genoma do MAYV. a) Modelo 3D da estrutura do 

vírus, com a simetria icosaédrica representada pelo triângulo (T=4) e trímeros de glicoproteínas de envelope em 

amarelo. b) Esquema de organização do genoma viral. ORF 1 gerando proteínas não estruturais relacionadas com 
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o processo replicativo; ORF2, responsável pela geração de proteínas estruturais através da formação de um RNA 

subgenômico. Adaptado de: ViralZone. Disponível em: https://viralzone.expasy.org/625. 

 

Não há muitos estudos que caracterizem as especificidades do processo replicativo do 

MAYV e, por isso, a sua replicação é baseada no que já se sabe sobre outros alfavírus. Após a 

inoculação viral, realizada pelo vetor hematófago durante a picada do inseto, o vírus MAYV 

inicia a replicação a partir da sua internalização em células epiteliais, através do processo de 

endocitose mediado por receptor (Tesh, 1982; Carvalho, Silva, et al., 2017). Mesmo não sendo 

completamente elucidado, a molécula de MXRA8 é o receptor celular mais bem estabelecido 

para o processo de entrada do MAYV em células suscetíveis. Essa proteína está presente na 

superfície das células epiteliais, mieloides e mesenquimais, e é utilizado por múltiplos alfavírus 

artritogênicos (Zhang, Earnest, et al., 2018; KIM, DIAMOND, 2022). O reconhecimento do 

receptor celular é feito pela proteína E2, levando à endocitose da partícula através da formação 

de vesículas membranares na célula hospedeira (Zhang, Earnest, et al., 2018; Diagne, Bengue, 

et al., 2020). A acidificação do endossomo promove a dissociação das proteínas E1/E2, através 

do rearranjo conformacional irreversível dessas glicoproteínas. A proteína E1, no entanto, 

forma homodímeros que desencadeiam a fusão da membrana viral com a membrana do 

endossomo, resultando na liberação do genoma viral no citoplasma celular (Chen, Wang, 

Zhu, et al., 2018).  

Com a liberação do genoma no citoplasma da célula hospedeira, ocorre a tradução da 

primeira poliproteína que, após a clivagem, dará origem a proteínas não-estruturais NsP (“Non-

Structural Protein”), que atuam no processo de replicação do genoma, formação de novas 

partículas e do escape do sistema imunológico do hospedeiro. Depois de sintetizadas e 

processadas, essas proteínas formam o complexo de replicação inicial, responsável pela síntese 

da fita negativa complementar do RNA genômico, chamada de intermediário de replicação que, 

por sua vez, servirá como molde para a síntese de novos RNA genômicos. A fita negativa 

também possibilita a transcrição de RNAs subgenomicos, que codifica para outra poliproteína 

que dará origem às proteínas estruturais, a proteína do capsídeo e três proteínas de envelope 

(proteína E1, proteína E2 e proteína E3), através do complexo replicativo tardio. As proteínas 

do envelope são processadas e são glicosiladas no retículo endoplasmático e no Golgi, para, 

então, serem encaminhadas à superfície celular onde brotarão novas partículas virais a serem 

liberadas para o meio extracelular (Figura 5) (Kendall, Khalid, et al., 2019; Diagne, Bengue, et 

al., 2020; Santos, S. A. K., 2020). 
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Figura 5: Ciclo replicativo Alfavírus. Processo de entrada do vírus nas células hospedeiras mediado pelo 

reconhecimento do receptor celular pelas proteínas de envelope. Processo de replicação do genoma viral através 

de proteínas virais. Processo de liberação de novos vírions ao meio extracelular por brotamento na membrana 

plasmática da célula hospedeira.  Adaptado de: Singer, Ambrose, et al., 2021. 

 

1.3 Filogenia 

Estudos filogenéticos, realizados recentemente com algumas cepas de MAYV, entre as 

sequências nucleotídicas correspondentes as glicoproteínas E1 e E2 evidenciam a existência de 

três genótipos do vírus, sendo eles: disseminado (D), limitado (L) e novo (N), dependentes da 

distribuição geográfica (Powers, Aguilar, et al., 2006; Diagne, Bengue, et al., 2020). No 

entanto, a evidência da circulação de MAYV no Haiti, em 2015, demonstrou a existência de 

vírus recombinados dos genótipos D e L, sendo denominado como um genótipo híbrido D/L 

(Mavian, Rife, et al., 2017). O genótipo D é amplamente disseminado em toda a América, 

encontrado em Trinidad e Tobago, Peru, Guiana Francesa, Venezuela, Bolívia e Brasil, 

responsável pelo maior número de surtos; enquanto o genótipo L apresenta circulação limitada 

à região norte e centro oeste do Brasil e já foi encontrado no Haiti (MOTA, VEDOVELLO, et 

al., 2015; Caicedo, Charniga, et al., 2021). O genótipo N, por sua vez, fora isolado somente no 

Peru, em 2010 (Figura 6) (AUGUSTE et al., 2015; Diagne, Bengue, et al., 2020). E os genótipos 

híbridos encontrados no Haiti e, mais recentemente, no Brasil (Mavian, Rife, et al., 2017). 
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Figura 6: Filogenia das cepas de MAYV construída a partir de relações genéticas por verossimilhança das 

proteínas de envelope E1 e E2. Cepas do genótipo D em verde. Cepas do genótipo L em marsala. Cepa do 

genótipo N em roxo. Cepas do genótipo híbrido D/L em laranja. Identificação dos países de onde foram isolados 

no início dos nomes. Pontos rosa indicam sequências isoladas em mosquitos e pontos pretos indicam isolados em 

humanos. Adaptado de: Caicedo, Charniga, et al., 2021. 

 

A subdivisão do MAYV em genótipos foi realizada devido a evidência de que as cepas 

encontradas de MAYV, até o momento, apresentaram variação de 15-18% de divergência na 

sequência de nucleotídeos, mas um baixo grau de diversidade genética entre as cepas presentes 

em cada genótipo (0,05% a 3,0%), consideradas como cepas altamente conservadas, mesmo 

com diferenças temporais significativas entre os isolados. É possível que linhagens de cada 

genótipo sejam mantidas em ciclos enzoóticos discretamente divergentes, devido à amplitude 

de possíveis hospedeiros, o que os levou à evolução e manutenção ao longo do tempo (Powers, 

Aguilar, et al., 2006). 
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1.4 Manifestações clínicas associadas à infecção pelo MAYV 

O MAYV é o agente etiológico da febre Mayaro, considerada pela OMS (Organização 

Mundial da Saúde) como uma doença tropical aguda negligenciada, que representa um risco a 

saúde pública devido a presença de dores musculares e articulares intensas e debilitantes, 

marcante em doenças induzidas por alfavírus artritogênicos (Santos, Dias, et al., 2020).  A febre 

Mayaro é uma doença autolimitada, variando de leve a severa, caracterizada por apresentar duas 

fases, aguda e crônica (Santos, S.A.K., 2020). Após a infecção, o vírus passa pelo período de 

incubação que pode durar de 7 a 14 dias, caracterizado por intensa replicação viral levando a 

um quadro de viremia curta, de 4 a 7 dias (Esposito e Fonseca, 2017; (Lopes Marques, Ranzolin, 

et al., 2020). As manifestações clínicas agudas são bastante inespecíficas, com febre alta (entre 

39º afra 40ºC), calafrios, erupção cutânea/exantema, cefaleia, dor retro ocular e acompanhadas, 

principalmente, por mialgia, artralgia e artrite, presentes em 97% dos infectados, podendo 

persistir por meses a anos nos quadros crônicos (Esposito e Fonseca, 2017; Ganesan, Duan et 

al., 2017; Santos, Dias, et al., 2020). Geralmente, a fase febril aguda dura entre 3 e 5 dias e 

até 50% dos indivíduos podem apresentar exantema, estando associada a sangramentos ou não. 

As regiões que podem apresentar exantema são, principalmente, peito, costas, braços e pernas, 

sendo mais comum em crianças com menos de 5 anos de idade, surgindo, normalmente, na fase 

final da fase aguda da doença (Pinheiro, Freitas, et al., 1981; Halsey, Siles, et al, 2013; Mota, 

Ribeiro, et al., 2015). Ademais, alguns sintomas menos frequentes podem estar presentes, 

como: diarreia; náuseas com ou sem vômito; dor abdominal; inchaço nos gânglios linfáticos; e 

fenômenos hemorrágicos, como petéquias, gengivite e epistaxe (Tesh, Watts, et al., 1999; 

Mourão, Bastos et al., 2012; Slegers, Keuter et al., 2014; Santos, Dias, et al., 2020).  

A fase de convalescência apresenta maior tempo de duração, podendo persistir por 

semanas, em que os principais sintomas são: fraqueza; dores articulares (artralgia e artrite); e 

mialgia, que começam na fase aguda e persistem em cerca de 80% dos doentes, progredindo 

para a fase crônica (Santos, Dias, et al., 2020). A fase crônica é considerada quando os sintomas 

articulares perduram por mais de 3 meses após o início dos sintomas, sendo caracterizada pelo 

processo inflamatório crônico (Santos, Dias, et al., 2020).   

Comum a outros alfavírus artritogênicos, o comprometimento muscular e articular é 

uma característica marcante da infecção pelo MAYV. Cerca de 77% dos casos relataram a 

presença de mialgia aguda, demonstrando que o comprometimento muscular é predominante 

nesse grupo viral (Tesh, Watts, et al., 1999; Dupuis-Maguiraga, Noret et al., 2012). Seguindo 

a mialgia, já foi descrito que a poliartralgia pode estar presente em cerca de 50-89% dos casos 
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de infecção pelo MAYV, com comprometimento, principalmente, das articulações das mãos, 

pulsos, pés, tornozelos e joelhos, marcando a doença como incapacitante devido a limitação 

dos movimentos das áreas acometidas (Pinheiro, Freitas, et al., 1981; Tesh, Watts, et al., 1999; 

Halsey, Siles, et al, 2013). 

A infecção por MAYV também já foi relacionada com casos raros de miocardite, febre 

intermitente e complicações neurológicas (Acosta-Ampudia, Monsalve et al., 2018). Além 

disso, durante um surto de febre MAYV entre 2007-2008, em Manaus (Brasil), cerca de 12% 

dos casos apresentaram fenômenos hemorrágicos associados a infecção (Mourão, Bastos et al., 

2012). Devido à baixa disponibilidade de dados referentes a mortalidade associada a infecções 

pelo MAYV, acredita-se que essa seja baixa, com apenas um óbito registrado no México em 

2001 (Navarrete-Espinosa, Gómez-Dantés, 2006; Halsey, Siles, et al, 2013; Ganjian, Riviere-

Cinnamond, 2020). 

 

1.5 Patogênese do MAYV 

Estudos que elucidam os mecanismos específicos por trás da patogênese do MAYV 

ainda são limitados, por isso, o conhecimento sobre outros alfavírus auxilia na compreensão do 

MAYV (Santos, Dias, et al., 2020). Sabe-se que a infecção por MAYV ocorre através da 

inoculação do vírus pelo vetor artrópode, durante o repasto sanguíneo; com a infecção inicial 

ocorrendo em células epiteliais, fibroblastos, queratinócitos e células endoteliais, presentes na 

derme (Kafai, et al., 2022). Outras células presentes neste tecido também são suscetíveis ao 

MAYV, como macrófagos e células dendríticas (FONG, KINI, et al., 2018). Essas células 

desempenham uma importante função na disseminação do patógeno pelo organismo, em que, 

através da circulação sanguínea, carreiam o vírus até os sítios de replicação primária, como 

fígado, baço e nódulos linfáticos, contribuindo para o quadro virêmico de até 7 dias (Diagne, 

Bengue, et al., 2020). Após a disseminação para os sítios de replicação primária, via sistema 

linfático, MAYV chega aos demais tecidos relacionados com as principais manifestações 

clínicas, como: músculo esquelético; articulações; tecido ósseo; e sistema nervoso central 

(SNC) (Figura 7) (Morrison, Whitmore, et al., 2006; Labadie, Larcher, et al., 2010; Assunção-

Miranda, Cruz-Oliveira, et al., 2013; Figueiredo, Neris, et al., 2019). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220300266#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220300266#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220300266#bib0005
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Figura 7: Representação da patogênese do MAYV. O primeiro quadro apresenta a inoculação do vírus, pelo 

vetor hematófago, na derme do indivíduo, em que células imunes primárias, como os macrófagos e células 

dendríticas residentes entraram em contato com o vírus. O segundo quadro apresenta a disseminação para os sítios 

de replicação primária do MAYV e as células envolvidas nesse processo, além dos tecidos envolvidos nos 

principais sintomas relacionados com a doença induzida, como músculos e articulações. O terceiro quadro 

apresenta as consequências da replicação viral, as manifestações clínicas típicas da doença induzida por MAYV, 

como febre, erupção cutânea, distúrbios artríticos e mialgia. Adaptado de: Kafai, et al., 2022. 

 

Como dito anteriormente, uma característica marcante da infecção por 

alfavírus artritogênicos, o comprometimento muscular e articular está presente em cerca de 

80% dos infectados (Tesh, Watts, et al., 1999). Embora ainda não sejam bem elucidados os 

mecanismos moleculares e celulares associados à persistência dos sintomas articulares e 

musculares na infecção por alfavírus, sabe-se que estes estão mais relacionados a dois fatores: 

a replicação do vírus no tecido alvo; e a desregulação da resposta imune local do hospedeiro 

(Assunção-Miranda, Cruz-Oliveira, et al., 2013; Schilte, Staikowsky, et al., 2013; Mostafavi, 

Abeyratne, et al., 2019). 

Já foi demonstrado que a replicação do vírus Mayaro induz um maior número de 

espécies reativas de Oxigênio (ROS) nas defesas oxidantes, tanto em infecções em células 
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hepáticas humanas (HepG2) quanto em modelos de camundongos, resultando em desequilíbrio 

homeostático celular e contribuindo para lesões teciduais (Diagne, Bengue, et al., 2020).  Esse 

fato, pode ser correlacionado com a resposta inflamatória induzida por macrófagos, uma vez 

que já é conhecido que macrófagos infectados por MAYV induzem a expressão de TNF, uma 

citocina relacionada com processos inflamatórios, e que, coincidentemente, no momento de 

pico da replicação viral há um aumento na produção de ROS e de TNF. No entanto, se essas 

células forem tratadas com antioxidantes, nos momentos iniciais da infecção, TNF deixa de ser 

secretado por macrófagos, indicando o envolvimento de ROS na indução do processo 

inflamatório pela infecção por MAYV (Cavalheiro, Costa, et al., 2016). 

A resposta imune induzida pela infecção por alfavírus é um dos principais fatores 

envolvidos na patogênese. Os níveis de diversas citocinas e quimiocinas já foram encontrados 

desregulados em pacientes infectados com CHIKV, RRV e MAYV (Assunção-Miranda, Cruz-

Oliveira, et al., 2013). Citocinas como IL-6, CXCL9/MIG, IP-10 e IL-1β são identificadas 

como biomarcadores de gravidade e persistência da doença, estando relacionadas com a geração 

de dores articulares também evidente em artrite reumatoide (Sourisseau, Schilte, et al., 2007; 

NG, Lisa F. P., Chow, et al., 2009; Chaaithanya, Muruganandam, et al., 2011; Kelvin, Alyson 

A., Banner, et al., 2011). 

Um estudo longitudinal prospectivo realizado com infectados por CHIKV após surtos 

na Ilha da Reunião em 2006, mostrou a persistência de artralgia em cerca de 60% dos casos por 

36 meses após a infecção, sendo em 90% incapacitante (Schilte, Staikovsky, et al., 2013). Além 

disso, uma avaliação de pacientes do surto de Chikungunya na Itália, em 2007, demonstrou uma 

relação entre os níveis de citocinas na fase aguda da doença e o desenvolvimento da doença em 

6 e 12 meses pós infecção. Foi encontrado que os níveis de citocinas como CXCL9/MIG, 

CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10, e IL-6, estavam aumentados nas etapas iniciais da doença em 

relação aos demais tempos averiguados e citocinas como IL-1β, TNF-α, Il-12, IL-10, IFN-γ e 

IL-5, estavam com níveis menores na fase aguda aumentando significativamente nos momentos 

posteriores. O que indica uma associação entre a gravidade e a indução do processo inflamatório 

devido a infecção pelo vírus (Kelvin, Alyson A, Banner, et al., 2011). 

Observado também para pacientes com febre Mayaro, um estudo longitudinal por 12 

meses, verificou que estes apresentavam elevados níveis de citocinas pró inflamatórias no soro, 

como IL-6, IL-17, IFN-y, VEGF e TNF-a, durante a fase aguda da doença. No entanto, em 
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pacientes que desenvolveram artrite crônica, esses níveis ainda eram considerados altos 

(Santiago, Halsey, et al., 2015). 

A mialgia, em decorrência de infecções por alfavírus, é um dos sintomas mais marcantes 

nas doenças induzidas por esses vírus (Lidbury, Rulli, et al., 2008; Zim et al., 2013). Esse 

sintoma está associado à capacidade direta de replicação em células musculares (Morrison, 

Whitmore, et al., 2006). Estudos in vitro, demonstraram que o vírus CHIKV é capaz de infectar 

mioblastos e miotubos e se replicar eficientemente nessas células (Ozden, Huerre et al., 2007; 

Sane, Kurkela et al., 2012). A replicação do CHIKV em mioblastos humanos (HSMM) altera 

a expressão de diversos genes envolvidos em processos celulares, como indução de apoptose e 

estresse oxidativo, acarretando na redução na viabilidade dessas células (Hussain, Lee, et al, 

2016). Sabe-se que os principais fatores associados à destruição tecidual muscular e artralgia 

grave de longa duração, induzidos pela infecção por alfavírus, é devido a: robusta resposta de 

células imunes primárias; presença de infiltrado proliferativo de células linfocitárias 

mononucleares na membrana sinovial; e pela resposta inflamatória marcada pela presença de 

citocinas como: IL-6; IL-7; IL-17; MCP-1; VEGF; TNF; INF-γ e CCL2 (NINLA-AESONG, 

MITARNUN, et al., 2019; Santos, Dias, et al., 2020).   

Um estudo realizado com isolados clínicos de CHIKV durante uma epidemia na 

Tailândia (2009-2010), demonstrou que as recentes cepas circulantes, associadas a casos de 

mialgia persistente, apresentam maior capacidade de replicação em mioblastos. Além da 

replicação, CHIKV ainda promoveu uma maior produção de algumas citocinas inflamatórias 

(MCP-1, IP-10 e IL-8), progredindo para a persistência de dores musculares (Lohachanakul, 

Phuklia, et al., 2015). 

Células que compõem as articulações, como condrócitos, sinoviócitos e osteoblastos, 

também são suscetíveis a infecção por alfavírus em modelo in vitro (Lim, Supramaniam, et al., 

2018; MATUSALI, COLAVITA, et al., 2019). Ademais, MAYV também possui a capacidade 

de infectar células do tecido ósseo, desregulando a expressão de alguns componentes 

importantes para essas células, como a diminuição de colágeno e aumento da expressão de 

metaloproteinases, relacionado com a degradação da articulação, além da indução da produção 

de citocinas pró inflamatórias (IL-6 e TNF- α), contribuindo para a lesão articular (Bengue, 

Ferraris, et al., 2019). Em conjunto, já havia sido evidenciado por Hoarau et al, que pacientes 

infectados pelo CHIKV com artralgia crônica apresentam antígenos persistentes do vírus no 
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líquido sinovial e uma robusta resposta imune celular nas articulações (Hoarau, Jaffar 

Bandjee, et al., 2010). 

A caracterização de modelos de estudo in vivo da infecção por MAYV podem elucidar 

fatores virais e do hospedeiro que contribuem para o desenvolvimento da doença, no entanto, 

há poucos estudos para MAYV em modelos de animais (Santos, Dias, et al., 2020; Diagne, 

Bengue, et al., 2020).  

Modelos de primatas não humanos, principalmente, macacos cynomolgus, auxiliam em 

estudos com CHIKV contribuindo para a descrição da patogênese desse vírus e são úteis em 

testes pré-clínicos de vacinas e terapias. Foi demonstrado que essa espécie, quando infectada 

com CHIKV, apresenta sinais clínicos semelhantes aos sintomas induzidos pela febre 

Chikungunya em humanos, como: febre; exantema; e edema nas articulações, além de 

confirmarem o tropismo desse vírus por músculos esqueléticos e articulações, através da 

evidência do comprometimento desses tecidos por histologia (Broeckel, Haese, et al., 2015). 

Estudos com modelo de camundongos também demonstram sinais clínicos característicos da 

infecção por CHIKV, em que estes desenvolveram quadros de artrites e miosites, evidenciados 

através da fraqueza muscular, prejuízo motor das patas traseiras e edema nas patas (Gardner, 

Anraku, et al., 2010; Ferreira, Silva, Recht, et. al., 2022). Um estudo com camundongos 

C57/BL/6 infectados com duas cepas asiáticas e uma do Oceano Índico (IOL) demonstrou 

variações de virulência entre eles, através da observação de um menor infiltrado inflamatório 

nas patas dos animais e menores níveis de citocinas e quimiocinas, relacionadas com lesões 

teciduais, nos animais infectados com o genótipo asiático (Gardner, Anraku, et al., 2010).  

Todavia, estudos com modelos in vivo para MAYV são, majoritariamente, em 

camundongos. Em 2019, Santos et al. caracterizou um modelo para estudo da doença do 

MAYV em camundongos BALB/c de 15 dias. Nesse estudo, eles observaram a indução de 

miosite e artrite aguda, devido a redução da força física dos animais e dano musculoesquelético, 

além da produção de mediadores pró-inflamatórios TNF-α e IL-6 (Santos, Dias, et al., 2019). 

Recentemente, nosso grupo de laboratório caracterizou outro modelo de estudo da patogênese 

do MAYV em camundongos selvagens da linhagem SV129, demonstrando que a replicação 

viral e a indução de sinais clínicos dependem da idade do animal e da modulação da resposta 

imune inata e adaptativa. Os animais de 11 dias de vida apresentavam elevada carga viral nos 

tecidos, como cérebro e fígado, mas, principalmente, em músculos esqueléticos e articulações 

(Figueiredo, Neris, et al., 2019). Em ambos os modelos de infecção para MAYV, análises 



17 

 

 

 

histológicas mostraram extensas áreas de lesão tecidual e processo inflamatório intenso 

marcado pela expressiva presença de infiltrado inflamatório nas patas e nos músculos 

associados. Com isso, modelos experimentais são fundamentais na compreensão da 

fisiopatologia dos alfavírus artritogênicos, pois eles dependem também de fatores do 

hospedeiro para causar a doença.   
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2 JUSTIFICATIVA  

O MAYV é um vírus negligenciado, em que, poucos estudos investigam a sua evolução 

genética e, principalmente, a patogênese envolvida na doença debilitante, marcada pela 

cronicidade de sintomas artríticos e musculares (Camini, Da Silva Caetano, et al., 2017; Kafai, 

et al., 2022). No entanto, o aumento de registros de casos de MAYV no Brasil nos últimos anos, 

leva a preocupação da circulação desse vírus em contextos urbanos, sendo um vírus com 

potencial de causar uma epidemia em nosso país (Terzian, Suzuki, et al., 2015; Vieira, Silva, et 

al., 2015; Lednicky, Rochars, et al., 2016). 

O MAYV apresenta circulação de três genótipos pela América em que, estes são 

divididos de acordo com análises de verossimilhança entre as sequências das proteínas E1 e E2 

(Mavian, Rife, et al., 2017). Apesar de tal fato, há uma escassez de evidências relacionando a 

virulência e aptidão a diferentes vetores por genótipos de MAYV. Já foi observado que algumas 

cepas MAYV induzem variações entre áreas de placas e se relacionam com a indução de lesões 

mais intensas no tecido conjuntivo de camundongos recém-nascidos, além da variação na 

patogenicidade em camundongos adultos, levando à especulação de que possam existir 

diferenças de virulência entre as cepas de MAYV (Powers, Aguilar, et al., 2006). 

Assim como o MAYV, o CHIKV também detém de diversos genótipos e estes 

apresentam variações de virulência, contendo os genótipos asiáticos e do Oceano Índico (IOL), 

com maior importância clínica em todo o mundo (Langsjoen, Haller et al., 2018). Um estudo 

comparando a patogênese e virulência de dois isolados, um asiático e outro IOL, em modelo de 

camundongos C57/BL/6, encontrou menor infiltrado inflamatório nas patas dos animais, bem 

como menores níveis de citocinas e quimiocinas, relacionadas com lesões teciduais induzidas 

pela infecção, nos animais infectados com o genótipo asiático (Gardner, Anraku, et al., 2010). 

Estudos filogenéticos com genótipos de CHIKV demonstraram que as recentes epidemias 

causadas por esse vírus, apresentam genótipos com mutações nas proteínas de envelope E1 e 

E2, além da proteína NsP4 em que, foi evidenciado que essas mutações possibilitam maior 

adaptabilidade a mosquitos vetores do gênero Aedes (Tsetsarkin, Weaver, 2011; Agarwal, 

Sharma, et al., 2016; Cunha, Cruz, Schnellrath, et al., 2017).  

A recombinação e a adaptação do genoma dos vírus de RNA, pode contribuir de tal 

forma para mudanças no perfil infeccioso dos vírus que, já foi visto que uma mutação específica 

de um aminoácido em E1 (A226V) no CHIKV de isolados clínicos indianos durante a epidemia 

de 2007, na Índia, contribuiu para a infectividade em diferentes linhagens de mosquitos,  
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apresentando maior virulência na infecção de humanos, em relação às demais cepas que 

circularam no país anteriormente (Charrel, de Lamballerie, et al., 2007). Essa mutação já havia 

sido relatada em outro surto de CHIKV, na ilha de Reunion (território francês), em 2005, e 

associada a maior taxa de transmissão e aumento na gravidade de sintomas não clássicos, como 

sinais neurológicos e hepatite fulminante (Borgherini, Poubeau, et al., 2007; Staikowsky, Le 

Roux, et al., 2007; Tsetsarkin, Vanlandingham, et al., 2007; Economopoulou, Dominguez, et 

al., 2008; Soumahoro, Boelle, et al., 2011). 

Atualmente, os estudos de MAYV em modelos in vitro e in vivo são realizados com um 

vírus adaptado, referente ao primeiro vírus encontrado no mundo em 1954, que foi propagado 

no cérebro de camundongos lactentes e é comercializado pela American Type Culture 

Collection (ATCC) (Anderson, Wattley, et al., 1957; Figueiredo, Neris, et al., 2019). A 

utilização dessa cepa com mais de 70 anos pode não corresponder genotipicamente e 

fenotipicamente ao isolado de Trinidad e Tobago que o originou, devido a diversas passagens 

em células que acumulam mutações, como já evidenciado para MAYV, CHIKV, vírus Sindbis 

(SINV) e vírus da Encefalite Equina Venezuelana (VEE) (Carl Th. Pedersen, Robinson, et al., 

1972; Kinney, Chang, et. al., 1993; Arrigo, Watts, et al., 2008; Gorchakov, Wang, et. al., 2012; 

Langsjoen, Muruato, et. al., 2020). Além disso, com a evidência da evolução genômica desse 

vírus, a circulação de MAYV, atualmente, pode ter se distanciado da patogenicidade da cepa 

original, o que comprometeria a utilização desse modelo em pesquisas sobre o MAYV (Powers, 

Aguilar, et al., 2006). 

A possível circulação do MAYV em um contexto urbano, leva a necessidade de estudos 

de monitoramento epidemiológico e genético, uma vez que pequenas alterações, já 

demonstradas em CHIKV e em análises de índice de adaptação de códons para MAYV, 

evidenciaram maior aptidão por vetores urbanos e maior gravidade da doença por cepas de 

circulação recente (Weaver, Reisen, 2010; Mavian, Rife, et al., 2017).  
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3 OBJETIVO 

3.1 Objetivo Geral 

Comparação genotípica e fenotípica entre isolados recentes do vírus Mayaro, de soro de 

pacientes de surtos brasileiros, em relação ao vírus ATCC, protótipo do isolado em Trinidad e 

Tobago.  

3.2 Objetivos Específicos 

a) Analisar genotipicamente as sequências nucleotídicas dos isolados de MAYV (ATCC, 

SINOP e ACRE) depositadas no banco de dados, GenBank: 

- Determinar a semelhança genômica entre os isolados dos genótipos D e L do vírus 

Mayaro; 

- Avaliar as diferenças nucleotídicas entre os isolados e determinar as regiões com 

predomínio delas. 

- Avaliar se as mudanças nucleotídicas conferem possíveis mudanças de aminoácidos. 

 

b) Avaliar a capacidade de dispersão viral para as células vizinhas através da infecção de 

células Vero e análise da medição de áreas de placas de lise; 

  

c) Avaliar a infecção viral dos isolados, propagados em células de mamíferos (VERO) e 

células de vetor artrópode (C636), em miotubos e mioblastos murinos (C2C12) (in 

vitro): 

- Comparar a cinética de replicação pela quantificação de partículas infecciosas 

liberadas através do ensaio de placa de lise nos tempos de 0, 24 e 48 horas pós infecção; 

- Avaliar a viabilidade celular após 48 horas de infecção em miotubos e mioblastos 

C2C12 dos MAYV através do ensaio de MTT. 

 

d) Analisar a infecção de cada isolado viral de MAYV em modelo de camundongo 

selvagem de 12 dias: 

- Comparar a severidade da doença induzida pelos vírus de diferentes genótipos, nos 

animais, através do acompanhamento diário de parâmetros (sobrevivência, edema de 

pata e peso); 

- Avaliar a disseminação viral dos isolados clínicos por ensaio de plaque dos tecidos 

musculares (quadríceps e gastrocnêmio), cérebro, baço, coração, patas e joelhos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Linhagens Celulares 

Para avaliar diferenças de replicação e de formação de novas partículas, utilizamos duas 

linhagens celulares para propagação dos isolados, células de mamíferos (Vero) e células de 

vetor artrópode (C636).  

Células de tecido larval de Aedes albopictus (C636), cultivadas em monocamadas com 

meio de cultura Leibovit’s L-15 (L15; Life Technologies Inc.), suplementado com 10% SFB, 

1% aminoácidos essenciais e L-Glutamina e mantidas em frascos de cultura médios (75 cm²) 

em incubadora a 28ºC. Células de rim de macaco verde (VERO) (CCL-81™; linhagem celular, 

celular obtida do American Type Culture Colection - ATCC) e mioblastos murinos (C2C12) 

(CRL-1772™; linhagem celular obtida do American Type Culture Colection - ATCC), 

cultivadas em monocamadas com meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM; Gibco®) com alta concentração de glicose (4,5g/L), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB; Gibco®) e mantidas em frascos de cultura de 75 cm² em estufa a 37º C com 

atmosfera de 5% de CO2. Para a diferenciação celular de mioblastos para miotubos (C2C12), 

as células foram plaqueadas utilizando 1,2x106células/placa, suplementadas com 10% de soro 

de cavalo, por placa de 24 poços e, após 24 horas do plaqueamento, a cultura celular foi mantida 

em DMEM com suplementação de soro de cavalo à 2%, trocado a cada 2 dias até a observação 

de uma cultura confluente diferenciada. 

 

4.2 Vírus 

4.2.1 Isolados Clínicos  

Para os experimentos foram utilizados três isolados do vírus Mayaro (MAYV). A cepa 

ATCC (ATCC VR 66, linhagem TR4675) (ATCC), utilizado como referência, isolado de soro 

de paciente com sintoma febril em Trinidad e Tobago, em 1954, pertencente ao genótipo D 

(Anderson, Wattley, et al., 1957). O vírus SINOP (BR/Sinop/H307/2015) (SINOP), isolado de 

soro de paciente em um estudo epidemiológico durante um surto de Dengue na cidade de Sinop 

- Mato Grosso (MT), Brasil, em 2011, do genótipo L. No qual, esse paciente apresentou 

sintomas típicos de infecção por dengue clássica com queixa de dores musculares, no entanto, 

fora detectado o vírus MAYV por RT-PCR (Vieira, Silva, et al., 2015). O vírus ACRE (ACRE), 

foi isolado de soro de paciente em junho de 2004, durante um levantamento epidemiológico em 

Acrelândia, Estado do Acre - Brasil, localizado na Bacia Amazônica Ocidental, do genótipo D. 
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Em que, este apresentou quadro clínico com febre, calafrios e sudorese, com ausência de 

artralgia e mialgia (Terzian, Suzuki, et al., 2015). 

4.2.2 Propagação dos Estoques de MAYV  

Todos os isolados clínicos foram propagados em células VERO ou C636 em uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 0,1, até a passagem 3 posteriores ao isolamento. Para a 

produção de estoques em VERO, as células com confluência de 80-90% foram infectadas com 

cada isolado em meio de cultura DMEM sem SFB e incubadas por 1 hora em estufa a 37ºC. 

Após o período de adsorção, meio DMEM com 2% SFB são adicionados ao volume final, e 

coletados 30 horas após a infecção (hpi). Para a produção de estoques em C636, as células com 

confluência de 70-80% são infectadas com os respectivos isolados clínicos em meio de cultura 

L-15 por 1 hora a 28ºC. Após o período de infecção, o meio foi descartado e as células mantidas 

em meio L-15 com 5% SFB, sendo coletado 3 dias após a infecção (dpi). Após a coleta do 

sobrenadante, em cada período atribuído, esse foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos para 

remover debris celulares e o sobrenadante clarificado foi aliquotado e armazenado em freezer 

a -80ºC. Os títulos virais dos estoques foram determinados por ensaio de formação de placas de 

lise. 

 

4.3 Quantificação Viral 

Os títulos virais dos isolados de MAYV e a carga viral de amostras de tecido animal, 

foram determinados por ensaio de formação de placas de lise em células VERO. As amostras 

de tecidos foram homogeneizadas em DMEM usando uma relação fixa de massa/volume e uma 

diluição seriada foi preparada em DMEM (6 diluições). Em seguida, cada diluição foi utilizada 

para infectar células VERO confluentes, semeadas em monocamada em placas de 24 poços. 

Após 1h e 30 min de adsorção, 1 mL de carboximetilcelulose a 1,5% (Sigma-Aldrich) com 

DMEM (concentrado 2x) com 1% de soro fetal bovino (FBS, Invitrogen) e 1% de antibiótico 

(Penicilina-Streptomicina), foram adicionados às células e incubadas a 37ºC. Após 48 horas, as 

células foram fixadas com formaldeído a 10% e as placas de lise visualizadas por coloração 

com cristal violeta a 1% em etanol a 20%. O título foi calculado manualmente como unidades 

formadoras de placa por mL (PFU/mL), para amostras de tecido, a unidade é convertida em 

PFU/g. 
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4.4 Alinhamento de Sequências Nucleotídicas  

As sequências genômicas dos isolados de MAYV utilizadas no estudo, foram obtidas 

pelos respectivos números de acesso no banco de dados do GenBank NCBI: MK070492.1 

(ATCC VR 66, cepa TR4675) (ATCC); MH513597.1 (BR/Sinop/H307/2015) (SINOP); 

KM400591.1 (ACRE27). Para fins comparativos entre os genótipos avaliados neste estudo, 

utilizamos sequências genômicas de outros isolados de MAYV com proximidade filogenética 

aos isolados de interesse. Os isolados com maior proximidade ao ATCC utilizados foram: 

MK573240.1 (cepa TRVL15537) (MAYV TRVL), isolado de mosquitos Coquillettidia 

venezuelensis em 1957, em Trinidad e Tobago; e MK573244.1 (cepa BeH343155) (MAYV BR 

1978), isolado humano em 1978, no Brasil. Os isolados com proximidade filogenética ao ACRE 

utilizados foram: MK573245.1 (cepa FSB0311) (MAYV BOLÍVIA 2002), isolado humano em 

2002, na Bolívia; e KP842814.1 (cepa FVB0112) (MAYV BOLÍVIA 2006), isolado humano 

em 2006, na Bolívia. Por fim, os isolados com proximidade ao SINOP utilizados foram: 

KY618133.1 (cepa BeH473130) (MAYV BR 1988), isolado humano em 1988, no Brasil; 

KY618127.1 (cepa BeAr20290) (MAYV BR 1960), isolado de mosquitos Haemagogus 

janthinomys em 1960, no Brasil; e KY985361.1 (cepa Homo sapiens/Haiti-1/2014) (MAYV 

HAITI), isolado humano em 2014, no Haiti.  

Os arquivos FASTA contendo as sequências genômicas foram utilizados para o 

alinhamento genético usando a ferramenta Multiple Sequence Alignment no Geneious Prime 

2023.1, através do algoritmo MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform). 

Porcentagens de identidade do genoma e das regiões correspondentes às proteínas E1 e E2, 

foram calculadas pelo software. Porcentagem de diferenças de aminoácidos calculados 

manualmente através da sequência de aminoácidos totais.  

 

4.5 Ensaio de Placa de Lise 

Ensaio de placa em células VERO cultivadas em placas de 6 poços, em que, cada poço 

foi infectado com 100 PFU de cada isolado viral (ATCC, SINOP e ACRE) propagados em 

células C636. Após 1h e 30 min de adsorção, 3 mL de agarose low-melting à 0,4% (Sigma-

Aldrich) em DMEM (concentrado 2x) com 1% de soro fetal bovino (FBS, Invitrogen) e 1% de 

antibiótico (Penicilina-Streptomicina) foram adicionadas às células e incubadas a 37ºC. Após 

48 horas, as células foram fixadas com formaldeído a 10% e retirada a camada de ágar. As 
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placas foram visualizadas por coloração com cristal violeta a 1% em etanol a 20%. O diâmetro 

dos plaques foi comparado entre os isolados clínicos e medido pelo software ImageJ. 

 

4.6 Replicação em Mioblastos murinos C2C12 

Cultura de mioblastos murino C2C12 (CRL-1772™; linhagem celular obtida do 

American Type Culture Colection - ATCC), foram plaqueadas em placas de 24 poços cultivadas 

em meio DMEM high. Após confluência atingida em 24 horas, esta foi infectada com uma 

(MOI) de 1 e 0,1 de cada isolado de MAYV. Após 1h e 30 min de adsorção viral, o meio foi 

removido, adicionando DMEM, suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB), e retirada 

uma alíquota armazenada a -80ºC para a quantificação viral posterior. Nos tempos 0, 24 e 48 

horas, alíquotas de 25 uL foram coletadas e armazenadas a freezer -80ºC para avaliação da 

replicação viral por ensaio de placa, posteriormente.  

 

4.7 Replicação em Miotubos murinas C2C12 

Cultura de mioblastos murino C2C12 (CRL-1772™; linhagem celular obtida do 

American Type Culture Colection - ATCC), foram plaqueadas em placas de 24 poços e 

diferenciadas em miotubos, através da adição de 2% soro de cavalo (SC) no meio de cultura 

DMEM, trocados a cada 2 dias até a 6 dias de diferenciação ou até a visualização de uma cultura 

confluente diferenciada. Após o período de diferenciação, estas células foram infectadas em 

uma (MOI) de 1 e 0,1 de cada cepa de MAYV. Após 1h e 30 min de adsorção viral, o meio foi 

removido, adicionando DMEM, suplementado com 2% soro de cavalo (SC), e retirada uma 

alíquota armazenada a -80ºC para a quantificação viral posterior. A cultura foi monitorada a 

cada 24 horas e interrompida em 48 horas devido à baixa viabilidade celular evidenciada por 

microscópico óptico para as infecções por ATCC e SINOP. Alíquotas de 25 uL foram coletadas 

nos tempos de 0, 24 e 48 horas após infecção e armazenadas em freezer -80ºC.  

4.7.1 Ensaio de Viabilidade Celular das células C2C12 infectadas 

A viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimétrico para atividade 

metabólica celular (Ensaio de MTT). Após 48 horas de infecção dos mioblastos ou miotubos, 

foram adicionados 500 uL de MTT (Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-

Difeniltetrazólio; Life Technologies) diluído em meio de cultura na concentração de 0,5 mg/mL 

por poço. A solução foi mantida nos poços por 1 hora, em estufa ao abrigo de luz, e em seguida 
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descartada. Posteriormente, 200uL de álcool isopropílico acidificado com 0,04M de ácido 

clorídrico (HCL, da Sigma Co.) foram adicionados. A densidade óptica de cada amostra foi lida 

no comprimento de onda de 570nm no espectrofotômetro. Os dados foram normalizados pelo 

MOCK. 

 

4.8 Comitê de ética para análise experimental in vivo 

Todos os procedimentos experimentais realizados neste trabalho estão de acordo com 

as regulações vigentes sobre ética e experimentação animal e foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Utilização Animal da Universidade Federal do Rio de Janeiro, protocolo n° 036/18. 

 

4.9 Modelo animal 

A comparação das infecções em modelo experimental foi conduzida em camundongos 

selvagem (WT) SV129 jovens, com aproximadamente 12 dias de vida e peso médio de 6g, de 

acordo com os achados pelo grupo de laboratório, em que esses animais apresentam eficiente 

replicação viral e sinais clínicos referentes a infecção por alfavírus em camundongos, como: 

edema de pata; perda de peso; pelo arrepiado; irritação dos olhos; letargia e possível diarreia 

(Figueiredo, Neris, et al., 2019).  Os animais foram inoculados subcutaneamente na almofada 

da pata esquerda com 105 PFU de cada isolado clínico de MAYV, utilizando um volume total 

de 20 μL. O mesmo volume de meio de cultura de células não infectadas (Mock) é utilizado 

como controle. Cada grupo experimental foi alojado com a mãe, não infectada, em gaiolas de 

polipropileno com livre acesso a ração e água, mantidos sob condições de controle de 

temperatura (24 ± 1°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais foram acompanhados 

diariamente recebendo pontuação para os sintomas aparentes, pesagem e áreas das patas, 

determinada a partir das medidas largura-altura da região do metatarso, com auxílio de 

paquímetro digital. Nos dias 3 e 6 após a infecção, os animais foram eutanasiados com o 

anestésico inalatório Isoflurano e as amostras de tecidos (músculos gastrocnêmio e quadríceps; 

joelhos; patas e cérebro) foram coletados e armazenados a -80 ºC até serem processadas. 
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5 RESULTADOS  

5.1 Os isolados de MAYV apresentam diferenças entre as sequências nucleotídicas e 

nas sequências de aminoácidos nas regiões correspondentes as proteínas E1 e E2 

Através do alinhamento genômico das sequências dos isolados de MAYV de interesse 

e dos isolados mais próximos filogeneticamente deles (Figura 8), pode-se verificar que os vírus 

pertencentes ao genótipo D apresentavam dois perfis de similaridade de bases quando 

comparados entre eles, sendo um com proximidade de quase 100% de identidade entre ATCC 

e TRVL (mosquito) e outro de quase 100% de identidade entre BR 1978, ACRE, BOLÍVIA 

2006 e BOLÍVIA 2002. O genótipo L também apresentou um perfil de identidade bem próximo 

de 100% entre os seus isolados, mas divergiu em comparação ao genótipo D, apresentando 

menos de 90% de similaridade entre os isolados de genótipos distintos. A comparação entre os 

isolados alvos do estudo demonstrou 96,98% de similaridade entre as sequências genômicas de 

ATCC e ACRE, 86,75% entre ATCC e SINOP e 86,53% entre ACRE e SINOP (Figura 9). 

 

 

 

Figura 8: Alinhamento nucleotídico do genoma dos isolados de MAYV. Na parte superior em preto, a 

sequência consenso gerada a partir do alinhamento pelo algoritmo MAFFT. Em verde e amarelo a comparação 

entre as sequências demonstrando a identidade entre elas. O preto em cada sequência demonstra zonas de 

divergência entre elas. 
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Figura 9: Porcentagem de identidade genômica entre os isolados de MAYV por Heat Map. Segundo a escala, 

quanto mais forte o tom de verde mais próximo à 80% de identidade genômica, demonstrando menor interação, e 

quanto mais forte o tom de vermelho mais próximo à 100% de identidade genômica, demonstrando maior 

interação. Gráfico gerado por GraphPad Prism 9.5.1 a partir dos dados gerados pelo software Geneious prime 2023 

pelo alinhamento por paiwase. 

 

A análise das sequências alinhadas correspondentes a proteína E1 (Figura 10) e a 

proteína E2 (Figura 12), localizadas na segunda ORF de leitura do genoma viral (9821-11128 

pb e 8375-9640 pb, respectivamente), demonstrou em E1: isolados pertencentes ao genótipo D 

apresentavam de 97,23% a 99,88% de similaridade; isolados do genótipo L apresentavam de 

99,67% a 100% de similaridade nucleotídica; enquanto entre isolados de diferentes genótipos 

a similaridade nucleotídica foi de 87,71% a 88,74% (Figura 11). Em E2, a similaridade 

nucleotídica encontrada foi de: entre isolados do genótipo D, 96,28% a 99,68%; entre as 

isolados do genótipo L, 99,68% a 100%; enquanto entre isolados de genótipos distintos, 85,05% 

a 86,52% (Figura 13). A comparação entre as sequências de genótipos diferentes demonstrou 
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perda de 10% de similaridade entre as sequências em relação a comparação entre sequências 

do mesmo genótipo. 

 

Figura 10: Localização correspondente a sequências correspondentes a proteína E1. Presente na ORF 2, 

segunda poliproteína. A sequência ATCC foi utilizada como referência para a localização da região. 

 

 

Figura 11: Porcentagem de similaridade entre as sequências correspondentes a proteína E1 das cepas de 

MAYV. Gerada por alinhamento em pares (pairwase) pelo MAFFT no Geneious Prime 2023. 
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Figura 12: Localização correspondente a sequência correspondente a proteína E2. Presente na ORF 2, 

segunda poliproteína. A sequência ATCC foi utilizada como referência para a localização da região. 

 

 

Figura 13: Porcentagem de similaridade entre as sequências correspondentes a proteína E2 dos isolados de 

MAYV. Gerada por alinhamento em pares (pairwise) pelo MAFFT no Geneious Prime 2023. 
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Traduzindo as sequências nucleotídicas para sequências de aminoácidos, foi possível 

encontrar regiões com maiores alterações nucleotídicas que se transformaram em aminoácidos 

distintos. As regiões que apresentaram mais aminoácidos alterados entre as sequências, 

principalmente para os isolados do genótipo L, estão localizadas na ORF que codifica para a 

segunda poliproteína, responsável pela síntese de proteínas estruturais. Analisando a sequência 

correspondente a proteína E1 (Figura 14), foi possível encontrar 31% de diferenças de 

aminoácidos entre os isolados do genótipo L e os isolados ATCC e TRVL, do genótipo D. Entre 

os isolados do genótipo L e os demais isolados do genótipo D, essa diferença aumentou para 

32% e entre os isolados do genótipo D, a diferença foi de cerca de 9% (Tabela 1).  

 

Figura 14: Tradução da sequência de nucleotídeos para aminoácidos da região correspondente a proteína 

E1 de cada isolado de MAYV. A primeira linha de cada isolado refere-se à sequência de nucleotídeos e a segunda 

a sequência de aminoácidos gerada por ela. 
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Tabela 1 - % diferenças de Aminoácidos E1 

 

  

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐿𝑎    𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝑏 𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝐶 

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐿𝑎 
0 31 32 

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝑏 31 0 9 

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝐶  
32 9 0 

 

a Genótipo L - SINOP 

b Genótipo D - ATCC e TRVL 

c Genótipo D - ACRE, BR 1978, BOLÍVIA 2006 e BOLÍVIA 2002 

 
 

Tabela 1: Porcentagem de diferenças de aminoácidos entre os isolados de MAYV na região da proteína E1. 

Dados gerados por contagem manual de aminoácidos distintos entre os isolados, através da tradução das sequências 

nucleotídicas para sequências de aminoácidos.  

 

Já para a região codificante para a proteína E2 (Figura 15), foi possível encontrar cerca 

de 12% de diferenças de aminoácidos entre os isolados do genótipo D, enquanto para isolados 

do genótipo L em relação a ATCC e TRVL foi de 36%. Entre os isolados do genótipo L e os 

demais isolados do genótipo D (ACRE, BR 1978, BOLIVIA 2006 e BOLÍVIA 2002) foi 

encontrado cerca de 39% de diferenças entre os aminoácidos da proteína E2 (Tabela 2).  

 

Figura 15: Tradução da sequência de nucleotídeos para aminoácidos da região correspondente a proteína 

E2 de cada isolado de MAYV. A primeira linha de cada isolado refere-se à sequência de nucleotídeos e a segunda 

a sequência de aminoácidos gerada por ela. 
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Tabela 1 - % diferenças de Aminoácidos E2 

 

  

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐿𝑎 
   𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝑏 

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝐶 

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐿𝑎 
0 36 39 

   𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝑏 36 0 12 

𝐺𝑒𝑛ó𝑡𝑖𝑝𝑜 𝐷𝐶  
39 12 0 

 

a Genótipo L - SINOP 

b Genótipo D - ATCC e TRVL 

c Genótipo D - ACRE, BR 1978, BOLÍVIA 2006 e BOLÍVIA 2002 

 
 

Tabela 2: Porcentagem de diferenças de aminoácidos entre os isolados de MAYV na região da proteína E2. 

Dados gerados por contagem manual de aminoácidos distintos entre os isolados, através da tradução das sequências 

nucleotídicas para sequências de aminoácidos.  

 

5.2 A região correspondente a uma proteína do complexo replicativo viral apresenta 

alterações entre as três sequências de isolados 

Através do alinhamento foi possível identificar regiões com alterações nucleotídicas, 

incluindo regiões de deleção e inserção na sequência nucleotídica, que divergiam entre os 

isolados, principalmente, o isolado do ACRE e os isolados do genótipo L, que apresentavam as 

mesmas alterações. A região mais alterada está relacionada com a tradução para a proteína 

NSP3, referente a uma proteína pertencente ao complexo replicase viral. Por consequência, as 

regiões alteradas geraram divergências na composição de aminoácidos da proteína 

possivelmente gerada (Figura 16a-b). 
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a)  

 

b)  

 

Figura 16: Regiões com alterações nas sequências nucleotídicas e as consequentes alterações na sequência 

de aminoácidos codificados. a) Alinhamento das sequências nucleotídicas e tradução para aminoácidos dos 

isolados clínicos demonstrando as regiões alteradas, sinalizadas pelos círculos vermelhos na sequência do isolado 

ACRE (deleções), e retângulo azul nas sequências dos isolados do genótipo L (inserção). b) Alinhamento das 

sequências nucleotídicas e tradução para aminoácidos dos isolados clínicos demonstrando as regiões alteradas, 

sinalizadas pelos círculos vermelhos nas sequências dos isolados ACRE e HAITI (inserção), e retângulo azul nas 

sequências dos isolados do genótipo L. Imagens obtidas através do programa Geneious Prime 2023.1. 
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5.3 O isolado ACRE induz menor área de placa de lise indicando menor capacidade 

de disseminação 

Além da análise genotípica, realizamos uma análise fenotípica comparando o tamanho 

de placas de lise, em células VERO, formadas por cada estoque propagados em células C636. 

Nós verificamos diferentes perfis de plaques, com variações no tamanho e morfologia, onde as 

cepas SINOP e ATCC apresentaram plaque com maior diâmetro (2,681mm e 2,562mm, 

respectivamente), em comparação ao ACRE (0,817mm). A área média das placas foi para o 

SINOP =0,473 ± 0,096 mm²; ATCC=0,312 ± 0,034 mm²; e ACRE=0,110 ± 0,018 mm². 

Indicando assim uma capacidade menor de disseminação do ACRE em comparação aos demais 

(Figura 17).  

 

Figura 17: O SINOP apresenta maior capacidade de disseminação em relação aos isolados ATCC e ACRE. 

Comparação de placas de lise pela infecção em células VERO com isolados propagados em células C636, com 

infecção de 100 PFU de cada isolado por poço, em meio sólido de ágar. Medição da área das placas realizada pelo 

software ImageJ Java 1.6.0_20, através da média entre as placas demonstrou: SINOP=0,473 ± 0,096 mm²; 

ATCC=0,312 ± 0,034 mm²; e ACRE=0,110 ± 0,018 mm². 

 

5.4 Os MAYV ATCC e SINOP apresentam replicação viral semelhante em mioblastos 

C2C12 

Nosso próximo passo foi avaliar a replicação dos diferentes MAYVs em células 

miogênicas indiferenciadas (mioblastos). Para isso, mioblastos de linhagem C2C12 foram 

infectados com as MOIs de 1 e 0,1, de isolados propagados em C636, e a formação de partículas 

infecciosas foi analisada em 48 hpi por titulação. Foi possível observar que a infecção dos 

SINOP ACRE ATCC 

https://imagej.nih.gov/ij/plugins/download/win32/ij144-jdk6-64bit-setup.exe
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MAYVs, ATCC e SINOP, apresentaram uma carga viral no sobrenadante semelhante em 48hpi, 

independente das MOI utilizadas (1 e 0,1), com uma amplificação do título viral de 103(0 hpi) 

a 108(48hpi) partículas infecciosas (PFU/ml). Enquanto a replicação viral do isolado do 

ACRE, apresentou uma amplificação do título viral de 103(0 hpi) a 105(48hpi) (PFU/ml), em 

MOI=1, e se manteve em 103(48 hpi) para a MOI=0,1. Apresentando diferenças significativas 

em comparação aos demais isolados tanto em MOI=1 quanto em MOI=0,1, em 48 hpi, (Figura 

18).  

 

Figura 18: Curva de replicação dos MAYVs em mioblastos C2C12. Mioblastos foram infectados com MAYVs 

propagados em células C636 com multiplicidade de infecção de 1 e 0,1. A produção de partículas infecciosas foi 

determinada por ensaio de placa de lise nos tempos de 0 e 48 hpi. N experimental =2. Replicatas experimentais 

n=7. Análises estatísticas realizadas por Teste ANOVA de duas vias seguido por comparação múltipla pelo método 

de Turkey. *p<0,05 para comparação entre ATCC MOI=1 e 0,1 e ACRE MOI=1. **p<0,005 para comparação 

entre ATCC MOI=1 e 0,1 e ACRE MOI=0,1. 

 

5.5 A viabilidade celular dos mioblastos C2C12 se mantém acima de 80% em todas as 

condições de infecção com os isolados de MAYV propagadas em células C636  

A viabilidade celular dos mioblastos C2C12 infectados foi determinada por ensaio de 

MTT no tempo de 48 hpi. A infecção por isolados propagados em células de artrópodes C636, 

apresentou viabilidade celular acima de 80% por todos os MAYVs, em todas as condições, em 

relação ao MOCK (Figura 19). 
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Figura 19: Viabilidade Celular dos mioblastos C2C12 infectadas com os isolados propagados em células 

C636. Viabilidade celular medida por ensaio colorimétrico por MTT. N experimental =2. Replicatas experimentais 

n=7. Análises estatísticas realizadas por Teste ANOVA de uma via seguido por comparação múltipla pelo método 

de Dunnett. *p<0,05, ***p<0,0005, ****p<0,0001. 

 

5.6 Os apresentam diferenças na capacidade de replicação em miotubos C2C12 

Mioblastos C2C12 foram diferenciadas em miotubos e, posteriormente, infectadas com 

cada isolado clínico, propagado em células C636 e VERO, em uma (MOI) de 1 e 0,1. O 

experimento foi acompanhado diariamente e analisado nos tempos 0, 24 e 48 horas pós-infecção 

(hpi). Foi possível observar que todos os isolados replicaram eficientemente nos miotubos 

murinos (Figura 20).  

Coerente com o observado na formação de placa de lise, o isolado ACRE, propagado 

em C636, apresentou menor amplificação em miotubos até 48 hpi, principalmente, na infecção 

com a MOI de 0.1. Enquanto os isolados ATCC e SINOP obtiveram amplificação semelhante 

entre si, com o pico de replicação alcançado 24 hpi para infecção pelo o MAYV ATCC e 48 

hpi para o isolado de SINOP (Figura 20a). O isolado ATCC apresentou, em seu pico de 

replicação viral, um título de cerca de 108 partículas infecciosas mantendo essa grandeza até 

48 hpi. A replicação viral do isolado SINOP demonstra, nas primeiras 24 horas, um aumento 

significativo de 103 para 106partículas virais geradas em ambas as multiplicidades de infecção.  

Nós também comparamos a infecção de miotubos utilizando os MAYVs propagados em 

VERO. O pico de replicação para os MAYVs ATCC e SINOP foi atingido em 24 hpi, enquanto 



37 

 

 

 

ACRE, somente em 48 hpi. O isolado ATCC apresenta maior amplificação viral, distanciando 

dos demais isolados em todos os tempos e se aproximando, somente, em 48 hpi (Figura 20b). 

A replicação por ACRE e SINOP demonstrou similaridade em todos os momentos verificados, 

atingindo o platô após 24 hpi.  

a)  

 

b)  

          

Figura 20: Curva de replicação dos isolados propagados em células de artrópodes e de mamíferos na 

infecção de miotubos C2C12. Análise do título viral gerado por isolados de MAYV em células C2C12 

diferenciadas. As partículas infecciosas foram quantificadas no sobrenadante por ensaio de placa de lise nos 

tempos de 0, 24 e 48 hpi. Análises estatísticas realizadas por Teste ANOVA de duas vias seguido por comparação 

múltipla pelo método de Turkey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0005, ns= não significativo. 

 



38 

 

 

 

5.7 A infecção por isolados recentes de MAYV induz menor redução da viabilidade 

dos miotubos C2C12 em relação ao ATCC 

A viabilidade celular das miotubos C2C12 infectadas foi medida por ensaio de MTT no 

tempo de 48 hpi, devido a indução rápida de morte celular por ATCC e SINOP em comparação 

com ACRE, principalmente, ATCC MOI=1. A infecção por isolados de MAYV, propagados 

em células C636, demonstrou 95% de viabilidade celular na infecção pelo isolado ACRE, em 

ambas MOIs testadas e 35% e 60% na infecção por ATCC e SINOP, respectivamente, em 

MOI=1 (Figura 21a). O mesmo perfil foi observado na infecção dos miotubos com MAYVs 

propagados em células VERO, em que a viabilidade celular em 48 hpi foi maior que 90% na 

infecção pelo isolado ACRE, entretanto, a infecção por SINOP demonstrou 30% de viabilidade 

celular em MOI=1 e 60% de viabilidade celular em MOI=0,1. A infecção pelo isolado ATCC 

reduz significativamente a viabilidade celular em 48 hpi, ficando abaixo de 20% em ambas 

MOI (Figura 21b). Apesar de manter a capacidade de infecção em miotubos, o isolado ACRE 

aparenta uma replicação menos eficiente nesse modelo in vitro em relação aos demais isolados, 

evidenciado pela menor indução de morte celular (Figura 21b).   

a)  
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b)  

 

Figura 21: Viabilidade Celular das miotubos C2C12 infectadas com os MAYVs propagados em células C636 

e VERO. Miotubos C2C12 foram infectados com a) MAYVS propagados em células C636 e b) MAYVs 

propagados em células VERO. Após 48 h de infecção a viabilidade celular foi estimada por ensaio de MTT, em 

% da metabolização do grupo controle (Mock). N experimental =4 em C636, e 1 em VERO. Replicatas 

experimentais de C636: n=8 para MOCK, n=9 para ATCC MOI=1; n=5 para ATCC MOI=0.1; n=8 para SINOP 

MOI=1 e 0,1; n=9 ACRE MOI=1 e n=6 para MOI=0,1. Replicatas experimentais de VERO: n=3 para MOCK; 

n=2 para as demais condições. Análises estatísticas realizadas por Teste ANOVA de uma via seguido por 

comparação múltipla pelo método de Dunnett. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns= não 

significativo. 

 

5.8 O isolado SINOP, do genótipo L, apresenta maior virulência em modelo 

experimental de camundongos 

Nosso próximo passo foi comparar a infecção por vírus de genótipos distintos e que 

apresentaram replicação e redução da viabilidade celular semelhantes. Neste primeiro 

momento, infectamos animais com os isolados ATCC e SINOP, não infectando com o isolado 

ACRE que demonstrou um perfil atenuado nos experimentos anteriores. Utilizamos o modelo 

de infecção em camundongos SV129 WT jovens já estabelecidos pelo grupo de laboratório 

(Figueiredo, Neris, et al., 2019), porém com uma dose de infecção subletal. Comparamos 

inicialmente as diferenças entre a doença induzida pelos isolados virais ATCC e SINOP 

somente oriundos de células de artrópode (C636), na qual foi possível observar que a infecção 

com o MAYV SINOP promoveu sinais clínicos de doenças mais severas do que o MAYV 

ATCC quando avaliamos: a sobrevivência; o percentual de ganho de peso e o edema da pata 

(Figura 22). Na infecção pelo SINOP, alguns animais morreram a partir do segundo dia após 

infecção, e este apresentou uma letalidade de 100% no sexto dia de infecção. Diferentemente, 
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não foi observado morte dos camundongos inoculados com Mock e MAYV ATCC (22a) O 

ganho de peso pelos animais infectados com SINOP apresentou uma baixa em 2 dpi, comum a 

outros modelos de infecção de MAYV, no entanto, esse ganho de peso foi se reestabelecendo 

até o 4º dia e, após isso, diminuiu gradativamente até o 6 dia, precisando ser interrompido o 

experimento devido à baixa nutrição deles. Enquanto o ganho de peso de animais infectados 

com ATCC demonstrou uma estabilidade desde o dia 1 até o dia 6, sem o aumento do peso 

corporal natural do crescimento evidenciado no MOCK (Figura 22b).  

O edema da pata infectada, o qual é característico do processo inflamatório neste 

modelo, medido diariamente por paquímetro digital, foi maior na infecção por SINOP em 

relação ao ATCC, demonstrando maior indução de edema por esse isolado desde o dia 1 de 

infecção e, curiosamente, demonstrou um novo aumento a partir do dia 5, no qual seria 

evidenciado a resolução da inflamação local (Figura 22c).  

A análise da carga viral nos tecidos dos animais infectados demonstrou que a carga viral 

do isolado SINOP foi maior nos músculos gastrocnêmio e quadríceps direito (contralateral) e 

esquerdo (ipsilateral), em 6 dpi (Figura 22d-e, respectivamente). Ambos os MAYVs 

demonstraram alta carga viral nos joelhos, mas não apresentou diferenças significativas entre 

os isolados no joelho esquerdo, entretanto, demonstrou carga maior, para o isolado SINOP, em 

6 dpi no joelho direito, demonstrando maior disseminação viral por esse isolado pelo organismo 

(Figura 22f). De igual forma, apresentou alta carga viral nas patas dos animais, porém não 

refletiu em diferenças significativas na pata esquerda traseira, sendo significativo na pata direita 

em 3 e 6 dpi para o isolado SINOP (Figura 22g). Analisando outro sítio de infecção para 

alfavírus, o cérebro dos animais infectados com o isolado SINOP e com o isolado ATCC, não 

demonstrou diferenças significantes da carga viral entre eles em nenhum tempo analisado 

(Figura 22h).    

a)  
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c)  
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e)  
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g)  

         

 

h)                                                                 

          

Figura 22: O MAYV SINOP apresenta maior virulência in vivo comparado ao MAYV referência ATCC. 

Animais infectados subcutaneamente na pata esquerda traseira com 105PFU dos ATCC e SINOP propagados em 

células C636. Acompanhados diariamente até 6 dpi, com pesagem e medição de patas, por paquímetro digital. A 

quantificação da carga viral nos tecidos foi determinada pelo ensaio de plaque em células VERO. a) Taxa de 

sobrevivência dos animais durante os dias de infecção. b) Percentual de ganho de peso diário, obtido pela razão 

entre o peso (g) vezes 100 e o peso apresentado no dia de infecção. c) Área da pata dos animais medido diariamente, 

obtido pelo cálculo da área entre as medidas horizontal e vertical do metatarso. Carga viral dos animais infectados 

por ATCC e SINOP em 3 e 6 dpi nos tecidos: d) Músculos gastrocnêmio; e) Músculos quadríceps; f) Joelhos; g) 

Patas; e h) Cérebro. N experimental=2, n animal: MOCK n=4; ATCC n=5; SINOP n=10. *p<0,05, ***p<0,0005, 

****p<0,0001, ns= não significativo. 
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6 DISCUSSÃO 

O MAYV é um vírus endêmico nas Américas do Sul e Central e no Caribe, com maior 

incidência de casos reportados no Brasil desde a sua descoberta, a cerca de 70 anos atrás. Apesar 

disso, ainda apresenta muitas limitações em relação ao conhecimento da sua evolução e, 

principalmente, epidemiologia. Um estudo de 2006, sequenciou os genes das proteínas de 

envelope E1 e E2 e a região não codificante 3' completa de 63 isolados de MAYV, que 

correspondiam às áreas geográficas e temporais onde ele já havia sido encontrado. Através de 

análises filogenéticas, eles identificaram a existência de 2 genótipos distintos de MAYV. O 

genótipo D (disseminado), amplamente encontrado nas Américas, apresentava alta conservação 

do genoma, com menos de 6% de divergências nucleotídicas entre os seus isolados. O genótipo 

L (limitado), que só apresentava circulação no Brasil durante o estudo, mas recentemente foi 

encontrado no Haiti (Lednicky, Rochars, et al., 2016), apresentando menos de 4% de 

divergência entre os seus isolados, porém divergiam em, aproximadamente, 19% dos isolados 

do genótipo D (Powers, Aguilar, et al., 2006). Estudos filogenéticos mais recentes indicaram a 

existência de um terceiro genótipo de MAYV, denominado de N (novo), de um isolado do Peru 

em 2010, onde esse divergia dos isolados D e L já sequenciados (Auguste, Liria, et al., 2015).  

Em 2017, um estudo evolutivo espaço-temporal com as sequências completas do genoma do 

MAYV dos últimos setenta anos, demonstrou um evento comum a vírus de genoma de RNA, 

as recombinações entre sequências virais de genótipos diferentes, relatando pela primeira vez a 

detecção de cepas híbridas D/L, nos isolados do Brasil (2014) e Haiti (2015). A cepa híbrida do 

Brasil (2BR14) foi identificada como sendo recombinante entre as cepas 3BR61 (genótipo L), 

isolada de carrapato, mas intimamente relacionada com a cepa 1BR60 (MAYV BR 1960) 

derivada de mosquito, e a cepa 30BR04 (ACRE27), do genótipo D. A cepa híbrida do Haiti, 

por sua vez, é resultado da recombinação gênica entre a cepa recombinante 2BR14 com a sua 

parental 30BR04 (ACRE27) (Mavian, Rife, et al., 2017). Tais evidências demonstram a 

evolução recente de MAYV apresentando pouco monitoramento epidemiológico, o que pode 

subestimar a verdadeira circulação e expansão demográfica desse vírus. Nosso estudo 

demonstrou que as cepas de MAYV do genótipo D apresentam dois perfis de evolução, 

possivelmente referentes a ordem cronológica e região de circulação, mas que permanecem 

dentro dos valores de conservação genômica do clado, com mais de 96% de identidade de 

sequência nucleotídica e 90% de identidade de sequência de aminoácidos. Já as cepas do 

genótipo L, apresentam seu genoma extremamente conservado, com quase 100% de identidade 

na sequência nucleotídica e de aminoácidos. Em concordância com as evidências filogenéticas 
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entre as cepas de MAYV, os genótipos D e L apresentam similaridade nas sequências 

nucleotídicas por volta de 80%, em todo o genoma. A comparação filogenética entre sequências 

de MAYV alocadas no clado L, demonstrou um equívoco em relação a um isolado do HAITI, 

em que este apresentou modificações no genoma compatível com isolados do genótipo D e L, 

sendo, possivelmente, um vírus recombinante entre genótipos, assim como outro isolado do 

mesmo país detectado um ano depois.     

Algumas famílias de vírus de genoma RNA de cadeia positiva, como Coronaviridae, 

Togaviridae e Hepeviridae, codificam para proteínas ADP ribosil hidrolase, que são enzimas 

importantes na montagem do complexo replicativo viral, recrutando um conjunto de cofatores 

codificados pela célula hospedeira. É uma modificação pós traducional relacionado com o 

metabolismo básico celular, através da transferência de unidades ADP-ribose (ADPr) do 

cofator redox β-nicotinamida adenina dinucleotídeo (β-NAD +) para uma variedade de resíduos 

na proteína alvo, podendo controlar diversos processos celulares e virais, como transcrição, 

degradação de proteínas e resposta ao estresse (Johannes, Palazzo, et al., 2020). Em alfavírus, 

essa proteína é a nsp3, que apresenta três domínios em sua sequência: um macrodomínio N-

terminal (MD) altamente conservado, conhecido como domínio X; um domínio de 

oligomerização de ligação ao zinco, denominado domínio Zn; e um domínio hipervariável C-

terminal (HVD), desordenado e altamente fosforilado por Ser/Thr. Este último apresenta pouca 

conservação entre as espécies, mas está intimamente relacionado com a interação com os 

cofatores do hospedeiro (Aymeric Neyret, Bernard, et al., 2022). Apesar de não ser totalmente 

compreendido o mecanismo dos domínios MD, estes são conhecidos pela importância na 

replicação viral, pois apresentam capacidade de neutralizar a resposta protetora do hospedeiro, 

através da ação contrária a PARPs (poli ADP-ribosil polimerases) antivirais do hospedeiro, 

induzidas por interferon do tipo I (Welsby, D. Hutin, et al., 2014). As PARPs são importantes 

proteínas reguladoras de mecanismos de estresse celular mediado por proteínas G3BPs, que 

regulam o metabolismo de RNA celular através da formação de grânulos citoplasmáticos (SGs), 

sequestrando mRNAs e proteínas em situações de estresse, como hipóxia e infecções virais. 

Como as G3BPs podem interferir na replicação viral, os alfavírus desenvolveram mecanismos 

em resposta a ação delas, apresentando uma região de ligação a G3BPs em seu domínio HVD, 

onde impedem a formação de grânulos de estresse citoplasmáticos e, consequentemente, 

desligam mecanismos de resposta imune e de parada de transcrição celular (Abraham, Hauer, 

et al., 2018; Aymeric Neyret, Bernard, et al., 2022). O domínio hipervariável de nsp3 suporta 

diversas modificações no seu gene em modelos de cultura de tecido, mas pode resultar em 
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atenuação da virulência em modelos in vivo de camundongos (Rupp, Sokoloski, et al., 2015; 

Mcpherson, Abraham, et al., 2017). HVD de nsp3 de alfavírus, também demonstra uma 

interação com a especificidade do mosquito vetor, em que determina a taxa de infecção em 

mosquitos Aedes albopictus (Fros, Geertsema, et al., 2015) e Aedes aegypti (Göertz, Marit 

Lingemann, et al., 2018). Esse estudo demonstrou, pela primeira vez, diferenças apresentadas 

na região correspondente à proteína nsp3 do MAYV, em diferentes genótipos. Os isolados do 

genótipo L apresentaram uma conservação das mudanças encontradas nessa região, com duas 

regiões de inserção nucleotídica (6 nucleotídeos de 5139-5145 e 5 nucleotídeos de 5381-5386) 

que resultaram no acréscimo de quatro novos aminoácidos (Prolina e Alanina e Prolina e 

Valina, respectivamente). A presença do vírus ACRE27 no nosso estudo, demonstrou que este 

apresenta duas regiões de deleção na sequência nucleotídica da nsp3 (5123-5129 e 5164-5167) 

e uma inserção de 15 nucleotídeos (5370-5385), que resultaram em 5 novos aminoácidos 

(Cisteína, Glutamina, Aspartato, Treonina e Valina). Este último demonstrou uma conservação 

entre isolados híbridos como o isolado HAITI e que, possivelmente, ACRE27 é também uma 

cepa parental a esse híbrido, assim como o outro isolado, já relacionado, do mesmo país. As 

modificações na nsp3 de isolados brasileiros do MAYV, levantam a hipótese de competência a 

outros mosquitos vetores do vírus, devido ao aumento da incidência do número de casos de 

Febre Mayaro nos últimos anos no país, além de aumentar o alerta para um aumento da 

virulência desses vírus em um contexto de melhoria do escape da resposta imune e celular a 

infecção viral, uma vez que alterações no domínio HVD podem configurar a inibição da ação 

de PARPs e maior sequestro de G3BPs. 

O conhecimento sobre os mecanismos moleculares associados a replicação viral e a 

patogênese do MAYV, seguem sendo escassos, tão pouco em relação às diferenças 

apresentadas entre os genótipos ou entre a evolução temporal do vírus. A inoculação de 

diferentes cepas de MAYV, com baixas passagens celulares, em culturas de células de embrião 

de galinha, em 1967, demonstrou que estes produziam placas com diâmetros diferentes, estando 

relacionadas com alterações antigênicas e, consequentemente a alterações nas lesões induzidas 

pelo vírus em camundongos recém-nascidos (Pinheiro, F. P.; Dias, L. B., 1967). Nosso estudo 

demonstrou que cepas diferentes de MAYV e, principalmente, de genótipos diferentes, 

induzem morfologia distinta de placas em culturas de células de mamíferos. A relação com a 

sinalização celular de um processo infeccioso mediado por IFN, pode contribuir para a 

diminuição da área de placa evidenciada pelo isolado do ACRE, uma vez que alterações na 

nsp3 estão relacionadas diretamente às defesas celulares contra a replicação viral. Tal fato, pode 
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elucidar o mecanismo de indução de placa com maior área pelo isolado SINOP, em que, 

possivelmente, este adquiriu a capacidade de modular a sinalização de IFN. Mais estudos são 

necessários para determinar o envolvimento da sinalização por IFN e a modulação desse 

processo por cepas de diferentes genótipos de MAYV.   

Semelhante a outras arboviroses, MAYV é um vírus negligenciado que provoca uma 

doença conhecida como Febre Mayaro, relacionada com a persistência de sintomas musculares 

e articulares, fortemente associado à resposta imune do hospedeiro (Mota, Ribeiro, et al., 2015). 

Apesar de induzir a produção de anticorpos altamente neutralizantes, estes não previnem contra 

a persistência dos sintomas, presente em cerca de 50% dos infectados com MAYV. A indução 

de uma resposta inflamatória robusta pela replicação de MAYV parece estar mais relacionada 

com a cronicidade da doença, uma vez que os altos níveis de citocinas pró inflamatórias são 

detectados mesmo em fases mais avançadas da doença (Santiago, Halsey, et al., 2015). 

Juntamente com a desregulação da resposta imune do hospedeiro, a intensa replicação viral em 

tecidos musculares está relacionada com a mialgia debilitante, encontrada em pacientes 

infectados por MAYV e outros alfavírus (Morrison, Whitmore, et al., 2006). Já foi demonstrado 

a eficiente capacidade de replicação, in vitro, de SINV e CHIKV em mioblastos e miotubos 

humanos primários (Ozden, Huerre et al., 2007; Sane, Kurkela et al., 2012). Em CHIKV, a 

replicação nessas células desencadeou um severo aumento de apoptose celular e estresse 

oxidativo, levando a perda rápida da viabilidade celular (Hussain, Lee, et al, 2016). A infecção 

por diferentes genótipos e por cepas mais recentes de CHIKV, também demonstrou que estes 

apresentam maior capacidade de replicação nesse tecido e indução de citocinas, culminando na 

progressão da doença devido a persistência das dores musculares (Lohachanakul, Phuklia, et 

al., 2015). Demonstramos aqui um evento semelhante a infecções de mioblastos e miotubos 

humanos por CHIKV, em que mioblastos e miofibrilas murinas foram capazes de replicar 

eficientemente o MAYV e, não obstante, demonstrar diferenças na replicação por cepas de 

genótipos distintos e mais recentes. Pode-se observar que a infecção de mioblastos C2C12 

resulta em título viral semelhante, em 48 hpi, a infecção de miotubos, tanto por propagados em 

células de mamíferos quanto de artrópodes. No entanto, a viabilidade celular dos mioblastos foi 

preservada mesmo em 48 hpi, divergindo da viabilidade de miotubos que demonstraram morte 

celular dependente do isolado viral. Curiosamente, o isolado do ACRE, propagado em células 

VERO, apresentou replicação em miotubos com título viral semelhante aos demais isolados em 

48 hpi, apesar do retardo do pico viral, mas quase não interferiu na viabilidade celular neste 

tempo. Porém, o isolado propagado em células C636, demonstrou menor replicação viral, que 
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os demais isolados, em miotubos e mioblastos, mantendo a viabilidade celular acima de 90%. 

Demonstrando que o isolado do ACRE pode apresentar menor virulência entre as cepas ou, até 

mesmo, uma atenuação em relação ao isolado do mesmo genótipo (ATCC).       

A patogênese associada ao MAYV é ainda alvo de muitos estudos devido ao pouco 

conhecimento do mesmo. Por isso, estudos já realizados com outros alfavírus auxiliam na 

elucidação dos mecanismos que podem estar relacionados à indução da doença debilitante por 

MAYV. A utilização de um modelo in vivo, mostra-se eficiente nesse processo. Um estudo do 

nosso laboratório, já demonstrou a relação entre a idade dos animais e a resposta imune induzida 

à infecção. Foi encontrado que a idade dos animais está relacionada com a sinalização por IFN 

do tipo I, onde este restringe a replicação viral de MAYV em modelo de camundongos 

selvagens adultos. Em contrapartida, animais deficientes de IFN I, restabelecem a capacidade 

de replicação viral, apresentando sinais clínicos típicos da infecção por alfavírus, como edema 

de pata, caracterizado pelo intenso processo inflamatório no tecido. A resposta imune também 

apresenta relevância no estudo da patogênese do MAYV, em que demonstrou uma relação 

direta com a indução de lesão tecidual e o controle da infecção por MAYV (Figueiredo, 

Neris, et al., 2019). A relação da patogênese viral com as diferenças entre os genótipos de 

MAYV, ainda não está elucidada. No entanto, sabe-se que, diferentes genótipos do vírus 

Chikungunya conferem variações nos níveis de virulência e de aptidão a novos hospedeiros 

devido a mutações pontuais nas sequências correspondentes as glicoproteínas de envelope viral 

(E1 e E2) (Jupille, Medina-Rivera et al., 2013; Tsetsarkin, Chen, et al., 2011; Langsjoen, Haller 

et al., 2018). Consequentemente, a infecção de camundongos por genótipos derivadas das cepas 

do Oceano Índico, mais relacionadas com os surtos de CHIKV recentes, demonstrou maior 

indução de infiltrado de células, com aumento do edema na pata, e de mediadores pró 

inflamatórios, levando a piora na lesão tecidual induzida pela replicação viral, do que as 

primeiras cepas documentadas do vírus em 1960 (Gardner, Anraku, et al., 2010). O presente 

estudo, demonstrou, preliminarmente, uma relação entre os genótipos de MAYV e a patogênese 

em modelos de camundongos selvagens. SINOP aparenta induzir um quadro mais grave que a 

infecção por ATCC, um isolado mais antigo e padronizado a estudos in vivo. A maior letalidade 

e aumento dos sinais clínicos evidentes nos animais, demonstra uma relação entre a replicação 

viral e a resposta imune induzida na infecção. A análise da carga viral nos tecidos musculares, 

articulares e neuronais, demonstrou que o isolado SINOP, do genótipo L, apresenta maior 

replicação viral e disseminação pelo organismo, uma vez que tecidos adjacentes demonstraram 

maior carga viral que o ATCC. O comprometimento muscular e articular devido a intensa 
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replicação viral, pode ter contribuído para a maior letalidade associada a essa cepa. 

Possivelmente, a presença de modificações no genoma do isolado SINOP, possibilitou maior 

virulência em animais e exacerbação da resposta inflamatória, culminando na degradação dos 

tecidos infectados.  
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7 CONCLUSÃO 

- Os vírus ATCC e ACRE, pertencentes ao mesmo genótipo, apresentaram maior identidade 

genômica, enquanto entre os vírus de genótipo distinto, a identidade genômica foi reduzida em 

10%; 

- As regiões do genoma que apresentaram mais diferenças entre as sequências nucleotídicas são 

correspondentes as proteínas de envelope viral (E1 e E2) e uma proteína que faz parte do 

complexo replicativo (NsP3); 

- O gene correspondente a proteína NsP3 nos vírus ACRE e SINOP apresentou diferentes 

sequências de inserções e deleções nucleotídicas entre eles e que estiveram ausentes no ATCC; 

- As trocas de nucleotídeos resultaram em mudanças de aminoácidos tanto nos genes das 

proteínas E1 e E2 quanto na NsP3; 

- O isolado do ACRE apresentou menor capacidade de dispersão viral, enquanto o isolado 

SINOP demonstrou maior capacidade de dispersão viral entre os vírus; 

- O vírus ACRE, propagado em células C636, apresentou menor replicação viral, em 

comparação com os vírus ATCC e SINOP, na infecção de mioblastos e miotubos murinos 

(C2C12); 

- A viabilidade celular em mioblastos infectados foi mantida acima de 80% em todas as 

condições de infecção pelos vírus ATCC, SINOP e ACRE; 

- A viabilidade celular dos miotubos infectados por vírus propagados em células C636 sofreu 

maior redução por ATCC, enquanto a infecção por ACRE não demonstrou alteração na 

viabilidade das células; 

- A infecção por vírus propagados em células VERO demonstrou maior replicação viral pelo 

vírus ATCC, enquanto os vírus ACRE e SINOP demonstraram replicação semelhante; 

- A viabilidade das células infectadas por ATCC demonstrou maior redução impactando na 

replicação viral que diminuiu em 48 hpi; 

- A doença induzida pelo SINOP foi mais intensa na infecção de camundongos jovens em 

relação a induzida pelo ATCC, demonstrado pela morte precoce, maior edema de pata e menor 

ganho de peso dos animais; 
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- A carga viral encontrada nos tecidos musculares (gastrocnêmio e quadríceps), nas patas, nos 

joelhos e no cérebro dos animais foi maior pelo vírus SINOP em relação ao ATCC com a 

manutenção de carga viral entre os dias 3 e 6 dpi. 

Mais estudos são necessários para elucidar o perfil atenuado de ACRE em relação aos 

demais vírus estudados e se as modificações inseridas no gene da NsP3 estão relacionadas a 

esse evento. Além disso, é preciso elucidar o aumento de virulência do vírus SINOP, 

pertencente ao genótipo L, em relação aos vírus do genótipo D demonstrado pela indução de 

uma doença mais severa em modelo de camundongos experimentais.  
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