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RESUMO

SILVA, A. Avaliacdo da transmissdo vertical do virus Mayaro em modelo
gestacional murino. Tese de Doutorado. Programa de Pos-graduacdo em Clinica Médica
— Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2024,

O Alphavirus Mayaro (MAYYV) é um arbovirus conhecido como causador de doenca
febril aguda humana, que vem emergindo no Brasil com potencial para ser causador de
grave problema de salde publica. Sabendo que alguns Alphavirus sdo causadores de
doenca grave no recém-nascido por transmissdo vertical, decidimos estudar o virus
Mayaro. Avaliamos a infec¢do transplacentaria causada por MAYV em camundongos
fémeas C57/BL6j. Assim, analisamos a infeccdo por MAYV em diversos periodos de
gestacdo dos camundongos fémeas e suas possiveis implicacdes. Buscamos identificar a
infeccdo por MAYYV em placentas, cérebro e outros érgdos de maes infectadas e seus
fetos. Para tanto, foram analisados 8 grupos de camundongos fémeas prenhes que foram
infectadas com altos teores de MAYV (107 UFP/100uL) em diferentes fases gestacionais.
Placentas, cérebros e macerados de érgdos fetais e 6rgdos maternos que foram analisados
por RTg-PCR amplificando uma regido do gene 5 UTR e NSP1 do MAYYV. Foi também,
analisado a infeccdo perinatal e as manifestacdes clinicas em animais recém-nascidos de
mades infectadas por MAYYV. Os resultados mostraram que o modelo experimental de
infeccdo congénita por virus Mayaro em camundongos € viavel e pode ser reproduzido
em estudos com outros virus. O virus Mayaro € transmitido por via transplacentéaria em
camundongos C57BL/6j causando infeccBes congénitas graves. O virus Mayaro infecta

e por via transplacentaria acomete os fetos murinos em diferentes fases da gestacao.

Palavras-chave: Mayaro. Virus.  Transmissdo vertical.  Gestagdo.  Alfavirus



ABSTRAT

SILVA, A. Evaluation of the vertical transmission capacity of Mayaro virus in a murine
gestational model. Doctoral Thesis. Graduate Program in Clinical Medicine — Faculty of

Medicine of Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

The Alphavirus Mayaro (MAYV) is an arbovirus known to cause acute febrile human
disease, which has been emerging in Brazil with the potential to cause a serious
public health problem. Knowing that some Alphaviruses are known to cause severe
disease in newborns by vertical transmission, we decided to study the Mayaro virus.
We evaluated the transplacental infection caused by MAYV in C57/BL6j mice. Thus,
we analyzed the MAYV infection in different periods of gestation of the mice and its
possible implications. We sought to identify MAYV infection in placentas, brains, and
other organs of infected mothers and their fetuses. To this end, 8 groups of pregnant
mice were infected with high titers of MAYV (107 PFU/100uL) at different
gestational stages. Placentas, brains, and macerates of fetal and maternal organs
were collected and analyzed by RTq-PCR amplifying a region of the 5' UTR and NSP1
genes of MAYV. The perinatal infection and clinical manifestations in newborn
animals from MAYV-infected mothers were also analyzed. The results showed that
the experimental model of congenital infection by Mayaro virus in mice is viable and
can be reproduced in studies with other viruses. The Mayaro virus is transmitted
transplacentally in C57BL/6j mice causing severe congenital infections. The Mayaro
virus infects and transplacentally affects murine fetuses at different stages of

gestation.

Keywords: Mayaro.  Virus.  Vertical transmission. Gestation.  Alphavirus.
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INTRODUCAO

Entre os virus causadores de infeccdo em animais e seres humanos, cerca de 70%
possuem material genético na forma de RNA, em comparagao com 0s Virus que possuem
DNA em sua composi¢do. Esses virus sdo mais propensos a mutacgdes, o que lhes confere
maior capacidade de adaptacdo e isto estd relacionado a infecgbes em diferentes
hospedeiros. E importante ressaltar que algumas mutacBes podem aumentar a
transmissibilidades e a viruléncia desses patdgenos representando um problema
permanente para a saude publica em todo o mundo, preocupada com novas epidemias e
pandemias (DUARTE et al., 1994; VAN BLERKOM, 2003).

Os grupos de risco para as viroses humanas incluem idosos, criancas, gestantes,
pessoas com doencas cronicas, profissionais da salde, pessoas com sistema imunoldgico
comprometido e aqueles que viajam frequentemente. Também, a infeccéo viral durante a
gestacdo pode levar a doencgas congénitas com graves problemas aos fetos e nascituros.
Sabe-se que infeccdes em gestantes pelos virus Zika e Chikungunya, podem resultar em
sindromes congénitas nos bebés nascidos dessas maes, bem como complicagdes
gestacionais, incluindo parto prematuro e natimortalidade. Além disso, ja foram relatados
problemas relacionados a sindromes congénitas com Virus do Nilo Ocidental, Virus da
rubéola, Virus da hepatite C, Virus do herpes simples, entre outros (CDC, 2022). A partir
da pandemia, 0 COVID-19, também, foi associado a complicacdes gestacionais graves
(GOSDIN et al., 2022; NEELAM et al., 2023; NEWTON et al., 2022; OLSEN et al.,
2022; RASMUSSEN; JAMIESON, 2022, 2022). Portanto, para minimizar riscos de
infeccbes virais durante a gestacdo e suas possiveis consequéncias obstétricas
indesejaveis, é fundamental conhecer sobre os mecanismos da transmissdo vertical de
diferentes viroses. Dessa forma, inclusive, seré possivel identificar virus que representam
uma ameaca e estabelecer medidas preventivas e terapéuticas adequadas para garantir

uma gestacdo segura e saudavel para a mae e o bebé.
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1.1. Arboviroses

Dentre os virus que infectam seres humanos destacam-se 0s virus zoon6ticos e dentre
eles os arbovirus, centenas de patdgenos. O nome "arbovirus" € um acrénimo que
significa "virus transmitidos por artrépodes” ou, em inglés, arthropod-borne viruses
(PINHEIRO, 1980). Estes artropodes sdo principalmente mosquitos, moscas e carrapatos.
Os arbovirus causam varios tipos de doenga nos seres humanos e nos animais. Para serem
transmitidos pela picada hematdfaga dos artropodes vetores, esses virus se multiplicam e
aumentam sua quantidade nas glandulas salivares dos animais o que facilita a transmisséo
(PEINADO et al.,, 2022). A maioria desses virus sdo comuns em areas tropicais e
subtropicais e podem ser responsaveis por epidemias e surtos de doengas infecciosas.
Dentre as doencas causadas por arbovirus estdo o dengue, a febre amarela, a encefalite
equina do Leste, a febre do Nilo Ocidental e a febre Chikungunya (WEAVER; REISEN,
2010).

Os arbovirus sdo mantidos em ciclos silvestres com a participacdo dos vetores e de
animais-reservatorio que costumam ser silvestres. Entretanto, arbovirus sdo transmitidos
para os seres humanos e para os animais domeésticos. Dessa forma, um hospedeiro
humano ou animal doméstico infectado pode amplificar a virose propiciando que ela seja
transmitida para outros hospedeiros humanos ou animais o que pode desencadear
epidemias, principalmente quando o arbovirus passa a ser transmitido em um ciclo
urbano. Por isso, o controle de mosquitos vetores urbanos, tornou-se uma das principais

estratégias para prevenir a disseminacdo de varios arbovirus (YOUNG, 2018) .

1.2. Género Alphavirus

Os registros mais antigos relacionados aos Alphavirus datam dos séculos 18 e 19,
guando ocorreram epidemias de encefalite em cavalos no nordeste dos Estados Unidos e
surtos de artrite no Sudeste Asiatico. O primeiro relato claro de uma encefalite equina
epidémica é de 1831, quando 75 cavalos morreram em Massachusetts (HANSON, 1957).

Nos 100 anos seguintes, varios surtos locais de encefalite em cavalos foram observados
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ao longo da costa atlantica dos Estados Unidos e na regido dos Pampas na Ameérica do
Sul (LANGSJOEN et al., 2023). No entanto, o primeiro Alphavirus a ser isolado foi o
virus da encefalite equina ocidental (WEEV), a partir de tecidos do sistema nervoso
central (SNC) de 2 cavalos de Nova Jersey e Virginia (MEYER,1931).

Os Alphavirus, segundo a atualizacdo taxondmica em setembro de 2021, s&o um
género pertencente a familia Togaviridae. Os Alphavirus incluem 36 espécies, agrupadas
em sete complexos antigénicos: o complexo Semliki Forest, o complexo do virus da
encefalite equina venezuelana (VEEV), o complexo do virus da encefalite equina
ocidental (WEEV), o complexo do virus Sindbis (SINV), o complexo do virus
Chikungunya (CHIKV), o complexo do virus Mayaro (MAYV) e o complexo do virus
Ross River (RRV). Esses complexos, mais recentemente, também, passaram a se basear
nos genomas virais. Portanto, cada complexo é composto por uma ou mais espécies de
Alphavirus que tem em comum similaridades gendmicas, antigénicas e ecoldgicas (ICTV,
2023) .

Os Alphavirus sdo icosaédricos e envelopados, com cerca de 65-70 nm de
diametro. Seus genomas consistem de uma fita simples de RNA sentido positivo. O RNA
possui duas regides de leituras abertas (ORFs) separadas por uma regido intergénica. A
primeira ORF, possui dois tercos do genoma viral e é responsavel pela codificacdo de 4
proteinas ndo estruturais (nsP1-4). A segunda ORF, ocupa o outro tergo desse genoma, e
é responsavel pela transcricdo de uma poliproteina codificadora das proteinas estruturais
do capsideo (C) e do envelope (E): E1, E2, E3 e 6K (MOTA et al., 2015). A estrutura dos

Alphavirus estd exemplificada na Figura 1.
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FIGURA 1: Representacdo genémica dos Alphavirus. Mostrando a particula viral de formato esférico ou
pleomorfico, constituida por um envoltério de origem lipoproteica e nucleocapsideo icosaédrico composto
pela sua respectiva proteina. Espiculas na superficie viral sdo formadas por trimeros das proteinas E1 e E2.
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Fonte:  Adaptado  pela  autora. Representacdo ~ genbmica  dos  Alphavirus. Site
https://viralzone.expasy.org/625?outline=all_by_species (2023).

Os Alphavirus também sdo divididos em trés grandes grupos com base,
principalmente, no local de ocorréncia e caracteristicas bioldgicas: o Grupo | (conhecido
como "New World" ou Novo Mundo), o Grupo Il ("Old World" ou Velho Mundo) e o
Grupo I11. O Grupo | inclui as espécies americanas, como VEEV, EEEV e WEEV, que
causam surtos de encefalite humana e animal. O Grupo Il inclui os virus encontrados na
Africa, Europa e Asia e ai estdio CHIKV, RRV e SINV, virus que causam doenca
artritogénica em seres humanos. O Grupo Il possui apenas uma espécie, o Salmon
Panama virus, transmitido por carrapatos e endémico em algumas regides da América do
Sul (LWANDE et al., 2015; STRAUSS; STRAUSS, 1994). Nestes grupos relacionados
a localizacdo geogréafica faz excecdo o virus Mayaro (MAYV) que ocorre no Novo
Mundo e causa doenca artritogénica em seres humanos (ASSUNCAO-MIRANDA;
CRUZ-OLIVEIRA; DA POIAN, 2013).
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1.3. O Virus Mayaro

O virus Mayaro foi isolado pela primeira vez em Trinidad e Tobago, em 1954,
durante um surto de febre que afetou cerca de 60% da populacéo local (ANDERSON et
al., 1957) . Desde entéo, o virus ja foi identificado em varios paises da América do Sul,
Central e Caribe, incluindo o Brasil, Peru, Equador, Coldmbia, Venezuela e Suriname
(AUGUSTE et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2001). MAYV ¢é transmitido
principalmente por mosquitos do género Haemagogus, mas também pode ser transmitido
pelo mosquito Aedes aegypti em condi¢cbes experimentais (VASCONCELOS et al.,
2001). A maioria das infeccBes por MAYV costuma ser assintomatica ou produz
sintomas leves, que incluem febre, dor de cabeca e dor nas articulacGes. A febre do
Mayaro é semelhante & do Chikungunya e do Dengue. Entretanto, em alguns casos, a
infeccdo por MAYV pode evoluir com dor articular intensa (HOTEZ; MURRAY;
BUEKENS, 2014; ZUCHI et al., 2014). Dentre os sinais e sintomas da Febre do Mayaro
estdo incluidos exantema, mialgias, calafrios, manifestacdes gastrointestinais e dor ocular
(AGUILAR-LUIS et al., 2020).

Nos ultimos anos MAYV tem despertado preocupacédo das autoridades de saude
como um virus emergente, especialmente no Brasil. MAYV tem causado surtos em suas
areas endémicas da Amazonia e Brasil central, mas o nimero de casos vem aumentando
e se espalhando por novas areas do pais que incluem o Sudeste. Também o potencial de
transmissdo por Aedes aegypti um vetor antropofilico urbano disseminado em nossas
cidades, alerta para a possibilidade de grandes epidemias (FIGUEIREDO;
FIGUEIREDO, 2014). Além disso, estudos recentes tém demonstrado a ocorréncia de
casos de infeccdo por Mayaro em éareas anteriormente, consideradas livres do virus,
sugerindo que a distribuicdo geogréfica do virus pode ser maior do que se pensava
anteriormente o que pode tornar-se um problema de satde publica em um futuro préximo,
imitando assim a evolugdo epidemiologica de outras arboviroses (ESPOSITO;
FONSECA, 2017) .
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1.4. Aspectos epidemiol6gicos do MAYV

Os estudos epidemioldgicos da infec¢do por MAY'V sdo escassos e com poucos dados
disponiveis. Boa parte do conhecimento epidemiolégico foi adquirido apds um surto
entre os anos de 1978 e 1979 em Belterra, uma aldeia rural do estado do Para, na regido
norte do Brasil, onde observou-se que aproximadamente 20% das mais de 4.000 pessoas
residentes desta aldeia estavam infectadas e com uma proporc¢éo alta de doentes. Nesse
surto, os principais sintomas relatados foram febre, dor de cabeca, mialgia, artralgia e
rash cuténeo. Além disso, estudos soroldgicos indicaram que a taxa de infeccdo na aldeia
pode ter sido ainda maior, com até 50% da populacdo apresentando anticorpos contra o
MAYV. (FORSHEY et al., 2010; WEAVER; REISEN, 2010).

O diagnostico de infec¢des por MAYYV é subnotificado por: deficiéncias na Vigilancia
epidemioldgica nas areas endémicas; confusdo entre a sintomatologia produzida por este
virus com a de doencas causadas por outros patégenos como é o caso do dengue
(FORSHEY etal., 2010; WEAVER; REISEN, 2010). Forshey e colaboradores, em 2010,
usaram de um sistema de vigilancia sindrdmica por aproximadamente sete anos, que foi
implementado em 13 locais, no Equador, Peru, Bolivia e Paraguai. Foram coletadas
amostras séricas de pacientes febris de 20.880 participantes buscando por infec¢des virais
por técnicas de imunofluorescéncia e RT-PCR. Os soros de fase aguda e convalescenca
foram testados por ELISA buscando por IgM especifica para MAYV. O estudo mostrou
que 1% das doencas febris semelhantes a dengue que ocorrem na regiao norte da América
do Sul foram causadas por MAYV (FORSHEY et al., 2010).

Foram descritos surtos de MAYV no Peru (FORSHEY et al., 2010; HALSEY et al.,
2013), Guiana Francesa (TALARMIN et al., 1998) , Venezuela (MUNOZ; NAVARRO,
2012; TORRES et al., 2004), Colémbia (GROUT; MORALES; VIDALES, 1961, 1961;
SCHAEFFER et al., 1959), Equador (IZURIETA et al., 2009, 2011), Panamé
(GALINDO et al., 1966; SEYMOUR; PERALTA; MONTGOMERY, 1983) e Bolivia
(FIGUEIREDO et al., 1989; SCHAEFFER et al., 1959). Também, levantamentos
soroldgicos na Guatemala (MUNOZ; NAVARRO, 2012) e México (NAVARRETE-
ESPINOSA; GOMEZ-DANTES, 2006) mostraram a existéncia de infeccdes por MAYV.

No Brasil, infeccdes por MAYV tem ocorrido na regido norte, nos Estados do Para,
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Amazonas e Tocantins (AZEVEDO et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2004; NUNES et
al., 2009).

Mas a circulacdo do MAY'V vem se ampliando e a presenca do virus tem sido relatada
em varios estados do Centro-Oeste, incluindo os estados de Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul (BATISTA etal., 2013; PAUVOLID-CORREA et al., 2015; ZUCHI et al.,
2014). Recentemente, dados sorologicos em doadores de sangue assintomaticos da cidade
de Sédo Carlos, interior paulista, sugeriram a circulagdo do MAYYV na regiao sudeste do
Brasil (ROMEIRO et al., 2020).

A ampliacdo das areas onde circula 0 MAY'V evidenciam ser este um virus emergente
nas Américas. Relatos sobre viajantes que foram a bacia amaz6nica e apresentaram
sintomas febris, posteriormente identificados como infec¢des pelo Alphavirus MAYV
(HASSING et al., 2010; TESH et al., 1999; THEILACKER et al., 2013), preocupam
sobre o risco de disseminacdo do MAYYV para todos os continentes (SLEGERS et al.,
2014).

1.5 Transmissao vertical por Arbovirus

Alguns arbovirus ja foram encontrados produzindo transmissdo vertical em seus
vetores, incluindo o Virus da Febre do Oeste do Nilo, Virus do Nilo Oriental, Virus da
Dengue, Virus do Zika, Virus da Encefalite Japonesa e Virus da Febre do Vale de Rift
(AJAMMA et al., 2018; BERGREN et al., 2021; CIOTA et al., 2017; CRUZ-NOLASCO
et al., 2015; DAHL et al., 2022; HONORIO et al., 2019; NAYAR; ROSEN; KNIGHT,
1986; NELMS et al., 2013). A transmissao vertical ocorre quando um virus é transmitido
de uma fémea infectada para seus descendentes na oviposicao. Essa forma de transmisséo
€ um mecanismo de disseminacdo e manutencdo de arbovirus no meio ambiente, e tem
sido implicada no surgimento de novas linhagens virais (AGARWAL; PARIDA; DASH,
2017).

Quanto aos vertebrados e dentre eles 0s seres humanos, os arbovirus ao infectarem

animais em gestacdo, podem provocar abortamentos ou seus fetos podem sofrer efeitos
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teratogénicos. Isto ficou evidente durante a epidemia de ZIKV, entre 2015 e 2016, no
nordeste brasileiro com os casos de microcefalia (CALVET etal., 2016; CAUCHEMEZ
et al., 2016; HAMEL et al., 2015; LICHINCHI et al., 2016). Arbovirus emergentes
podem se disseminar nos diversos continentes influenciados pelo clima, que pode
provocar migragéo de vetores mosquitos e influenciar a competéncia vetorial dos mesmos
bem como a sua transmissdo vertical. (BHATT et al.,, 2013; DAHL et al., 2022;
WEAVER; LECUIT, 2015; WEAVER; REISEN, 2010). Um estudo realizado no Vietna
com 20 gestantes com virus do dengue mostrou que 18 (90%) tinham NS1 e eram
infeccbes primérias, destas 4 (20%) tiveram partos prematuros e 1 (5%) gerou um
natimorto. Todos 0s neonatos nascidos vivos receberam alta hospitalar sem
intercorréncias. (TIEN DAT et al., 2018).

Durante uma epidemia de CHIKV no sul do Oceano indico, em 2005, observou-se a
ocorréncia de transmissdo vertical num estudo com 160 gestantes. Destas 20,6% (n°33)
apresentavam viremia por CHIKV no momento do parto, e provavelmente, como
consequéncia, 16 neonatos desenvolveram sintomas tipicos dias apds o nascimento.
Observou-se nesse estudo um risco de transmisséo vertical perinatal do CHIKV de 48,5%
(LENGLET et al., 2006). Ap6s 2 anos, 51% das 33 criancas originalmente infectadas
tiveram atraso no neurodesenvolvimento em comparacdo com apenas 15% nas 135
criancas nao infectadas. Os autores concluiram que a infeccdo perinatal por CHIKV

provocou atraso neurocognitivo nas criancas (GERARDIN et al., 2014).

Outros relatos de casos de CHIKV em gestantes mostram aborto espontaneo, infec¢éo
intrauterina, partos prematuros e doenca neonatal (GERARDIN et al., 2014; LEMANT
etal., 2008; LENGLET et al., 2006; SALOMAO et al., 2021; VASANI et al., 2016).

Sabendo que as infec¢cBes em gestantes por Alphavirus podem provocar problemas
maternos e fetais, apesar da auséncia de referéncias a casos de teratogenia humana por
Alphavirus MAYYV, faz-se importante estudar sobre a sua possivel transmisséo vertical e

anomalias fetais.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que infec¢des humanas por Alphavirus MAYYV tém sido cada vez mais
relatadas e muitos pesquisadores questionam se este virus sera, em breve, causador de
epidemias no Brasil (ESPOSITO; FONSECA, 2017). Também, sabendo que Alphavirus
tém sido descritos como causadores de doenca fetal por transmissdo vertical dentro do
Utero materno ou durante o nascimento (SALOMAO et al., 2021; VASANI et al., 2016)
e que neonatos sintométicos podem desenvolver complicagdes neuroldgicas graves,
incluindo convulsdes e sangramento intracerebral que inclusive, podem leva-los a morte
(GERARDIN et al., 2014). Decidimos estudar modelos murinos de transmisséo vertical
do MAYYV o que acreditamos pode lancar luz sobre a fisiopatologia da infec¢do e permitir
futuros tratamentos e candidatos a vacinas. Também, os estudos poderdo permitir o
desenvolvimento de medidas bloqueadoras da infeccdo transplacentéaria eliminando

chances de efeitos teratogénicos nos neonatos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a infeccdo e analisar a transmisséao vertical do Alphavirus Mayaro em modelo

murino durante a gestagéao.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar infeccdo transplacentaria causada por MAYV em camundongos.

Analisar a infeccdo por MAYV em diversos periodos de gestacdo das camundongos
fémeas e suas possiveis implicacGes.

Identificar a infeccdo por MAYV em placentas, cérebro e outros 6rgdos de maes
infectadas.

Analisar a infeccdo perinatal e as manifestagdes clinicas em animais recém-nascidos de
mades infectadas por MAYV.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi desenvolvido no Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (CPV-FMRP-USP) e aprovado
pelo Comité de Etica para uso de animais (CEUA), PROTOCOLO N°1191/2023
(ANEXO I).

4.1. Obtencao de estoque viral

Foi utilizada semente viral MAYV cepa BeAr 20290, isolada do mosquito
Haemagogus sp em 1960, fornecida pela viroteca do CPV-FMRP-USP. Os virus foram
propagados em monocamadas com 80% de confluéncia de células de Aedes albopictus
C6/36 (ATCC - CRL-1660) em meio de cultura Leibovitz-15 (L-15- Vitrocell-
Campinas) suplementado com 2% SFB, mantidas em estufa a 29°C e avaliadas quanto a
presenca de efeito citopatico, como a formacdo de sincicios, grumos celulares e
consequentemente, morte celular. Apds apresentarem efeito citopéatico, aliquotas de
sobrenadante viral foram aliquotadas e armazenadas em freezer -80°C, até a realizacdo

do estudo.

Para confirmar a infeccdo neste estoque viral, aliquotas do mesmo foram submetidas
a RT-gPCR para pesquisa de fragmento gendmico compativel com o MAYV
(WAGGONER et al., 2018). Também, as amostras no estoque viral foram quantificadas
quanto a0 MAYV em unidades formadoras de placas (UFP) e imunofluorescéncia

indireta.



23

4.2. Modelo experimental e infec¢éo

Camundongos da linhagem C57BL/6J WT, 54 fémeas e 10 machos, obtidos no
Biotério Central da FMRP-USP, foram mantidos em instalacfes livres de patogenos
especificos no Centro de Pesquisa em Virologia (CPV), sem restricdo de ragdo e 4gua. Os
machos foram utilizados apenas até a cOpula, sendo posteriormente eutanasiados com
dose letal da associacdo anestésica de Xilazina (30mg/kg) e Cetamina (300mg/kg), como
recomendado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal. Inicialmente, grupos com 4
fémeas foram mantidos na mesma gaiola, por 10 dias, sem o contato com o macho para
sincronizar o ciclo estral. Ao final deste periodo, a progressdo do ciclo foi reestimulada
alojando 2 fémeas que iriam acasalar com 1 macho (mantido separado individualmente),
previamente escolhido. Passados 3 dias, 0 macho foi colocado na mesma gaiola com as 2
fémeas. Os animais foram observados diariamente. Apo6s a confirmagdo do sucesso na
copula por visualizacdo do tampéao plug vaginal, considerava-se a fémea prenha e no 0,5°
dia embrionario. As fémeas gestantes foram divididas em 8 grupos, para diferentes
estudos sobre periodo de infeccdo. Estas fémeas foram inoculadas com 100puL contendo
10" UFP do MAYYV, pela via intravenosa, na veia caudal, nos dias embrionarios (E): E5.5;
E8.5; E10.5 e E15.5. Apds eutanésia materna, fetos e placentas foram coletados nos dias
E10.5; E13.5 e E15.5. Também, animais de cada periodo embrionario foram conservados
para parto natural. Os animais foram mantidos por 90 dias e ap0s este periodo coletou-se
o0 sangue dos mesmos pela veia caudal. A eutanasia dos animais foi feita com a associacdo
de anestésicos Cetamina (300mg/kg) e Xilazina (30mg/kg), em dose letal (BRASIL-
CONCEA, 2018). Um grupo proveniente de cada infecgdo e segundo o dia embrionario,
foi mantido até o parto natural, para avaliacdo perinatal e pds-natal. Apos eutanésia dos
animais, foram coletadas amostras dos 6rgdos maternos (baco, figado, rim, pulméo,
coracdo e cérebro) e dos 6rgéos fetais, que foram macerados, devido a dificuldade em
separa-los. Também se coletaram cérebro fetal e placenta. Do grupo de animais que
tiveram nascimento natural, foram coletados: soro e os érgdo dos natimortos (macerados).

As amostras, apods identificagdo. foram armazenadas em freezer -80°C.
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FIGURA 2: Delineamento experimental. Grupos de camundongos fémeas evidenciando dias de infecdo
e de

eutanasia para coleta de amostras clinicas.
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Fonte: Criado pela autora. Delineamento  Experimental [Figura]. BioRender:
https://biorender.com/ (2023).

4.3. Confirmagcéo de infecgéo viral

Para confirmar a infecgdo por MAYV no o estoque viral e também, nas amostras
séricas e de tecido, realizou-se: 1) Extracdo de RNA e Transcri¢do reversa (4.3.1.). 2)
Reacdo em cadeia da polimerase (QPCR) para MAYV (4.3.2). 3) Quantificacdo viral
(4.3.3). .4). Imunofluorescéncia (4.3.4).
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4.3.1. Extracéo de RNA e Transcri¢do Reversa

Amostras coletadas em diferentes periodos embrionarios serdo processadas
utilizando o aparelho TissueLyser Il (QIAGEN, ALEMANHA) com auxilio de esferas de

5mm.

O sobrenadante das amostras processadas foi submetido a extracdo de RNA, com kit
de Trizol (Invitrogen, EUA), sequindo recomendacdes do fabricante. Posteriormente, fez-
se a transcricdo reversa dos extratos com o kit M-MLV Reverse Transcriptase (MERCK),

utilizando primers randémicos e seguindo as recomendac@es do fabricante.

Para confirmar a infeccdo por MAYYV fez-se qPCR. Semente do estoque viral foi
utilizado como controle positivo e sobrenadante de cultura celular ndo inoculada com
virus foi utilizada como controle negativo. Sobrenadantes das amostras de animais
previamente processadas por tissuelyser 11 (QIAGEN, ALEMANHA) e sobrenadantes de

isolamento também foram testados.

4.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase para MAYV em amostras de RT-gPCR

Apos a transcricdo reversa das amostras, 0s cDNAs foram normalizados com
250ng de cDNA por 1 pL pelo equipamento nanoDrop (Thermo Scientific), sendo
utilizados 2uL por reagdo. Apos isso, foram submetidas a gPCR para MAYV que
amplifica uma regido do gene 5> UTR e NSP1 do MAYYV, com os oligonucleotideos
iniciadores (Integrated DNA Technologies®, Coralville, lowa, Estados Unidos) F (5°-
AAGCTCTTCCTCTGCATTGC -3°), R1 (5’- TGCTGGAAACGCTCTCTGTA -37),
R2(5’- TGCTGGAAATGCTCTTTGTA -3°) e a sonda de hidrolise TagMan (TexasRed-
5’- GCCGAGAGCCCGTTTTTAAAATCA-3’[BHQ2a-Q]3)’ (Waggoner, et al., 2018).
Os ensaios de amplificacdo foram realizados em triplicata utilizando uma mistura de
reacdo com 10uL de volume final. Varias sequéncias térmicas foram testadas para a

padronizacéo, sendo assim, ficou estabelecida a sequéncia térmica de: 95°C por 5 minutos
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seguidos por 45 ciclos compostos por 95°C por 15 segundos e 50,2°C por 30 segundos.
A viabilidade das amostras foi testada com os seguintes primers de genes endogenos
GAPDH: GCACCGTCAAGGCTGAGAAC (Forward) e
GCCTTCTCCATGGTGGTGAA (Reverse). As reacOes de amplificacdo foram
conduzidas no aparelho da Applied Biosystems StepOne™. Também, foram feitas
andlises de sensibilidade das reagdes de gPCR, utilizando curva com 7 dilui¢cBes decimais
da semente de MAYV. O numero de cdpias-alvo foi calculado com base em 100%
(aceitando variacOes de 95%-105%) de eficiéncia da extracdo do cDNA. A eficiéncia de
amplificacdo foi calculada a partir da inclinagcdo da curva padrdo em cada experimento,
pela seguinte formula (E = 10-1 / inclinacdo) (BUSTIN et al., 2009). Todas as analises
foram realizadas obedecendo as normas estabelecidas pelo MIQE (Minimum Information
for publication of Quantitative real-time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009). Agua
ultrapura esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados
Unidos) foi utilizada como controle negativo nos ensaios de qPCR. Os resultados foram
plotados na forma de RNA equivalente em 500 g de copias das sequéncias de MAYV.

4.3.3. Quantificacao viral

A quantidade do virus MAYYV, foi determinada em Unidades Formadoras de
Plaques por mL. Para tanto, células VERO (ATCC-CCL-81) (2x10° células/pogo) foram
cultivadas em placas de 24 pocos, em meio de cultura DMEM (Vitrocell, Campinas),
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB-Gibco, Australia) e foram incubadas
a 37°C com atmosfera de 5% CO». Apos confluéncia de 80%, as monocamadas celulares
foram lavadas com solucdo tampéo fosfato-salino (PBS) e inoculadas com 200 uL do
virus, em diluicGes decimais (10 a 108) em DMEM. As placas ficaram incubadas a 37°C,
em homogeneizador, por 50 minutos, para melhor distribuicdo da suspenséo viral. Apds
esse tempo, a suspensédo viral foi aspirada e adicionou-se 1mL de solugdo de Overlay
(carboximetilcelulose 3% em meio MEM suplementado com 2% SFB) por pogo. As
placas foram novamente incubadas, por 2 dias, tempo suficiente para a formacao de
plaques. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 1mL/poco de formalina tamponada

10% (solucdo liquida constituida por solu¢do de formaldeido 10% em PBS 1x),



27

incubando-se por 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida, removeu-se a formalina
por inversdo vigorosa da placa e esta foi lavada em &gua corrente. Ao final, as células
foram coradas com solucdo de preto de naftaleno, incubando-se por 1 hora em
homogeneizador, a temperatura ambiente. Apds este tempo, o corante foi aspirado e a
placa lavada em agua corrente e secada a temperatura ambiente. Ao final do processo, 0s
plaques (&reas circulares com auséncia de células) foram observados e contados.

Para célculo do titulo viral, contaram-se os plaques individualizados e claramente
visiveis. Com base nos nimeros de plaques produzidos pela infeccéo viral e conhecendo-
se 0s volumes inoculados das diferentes dilui¢des virais, calculou-se a quantidade de virus

em Unidades Formadoras de Plaques por mililitro (UFP/mL), utilizando a formula:

Média do namero de plaques X diluicdo viral

Volume do in6culo viral (mL)

4.3.4. Imunofluorescéncia

Realizou-se o teste de imunofluorescéncia indireta (IFI), buscando por antigenos
do MAYYV, na cultura celular inoculada. Para tanto, células C6/36 foram semeadas sobre
laminulas de vidro, em placas de 24 pogos (2x10° células / pogo) com 300uL de meio L-
15 4% de SFB. No dia seguinte, o sobrenadante foi removido e as células foram
inoculadas com o MAYV (ou nédo, no caso do controle negativo as células foram
incubadas apenas com o meio de cultivo celular). Apos apresentarem efeito citopatico as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4%, por 15 minutos, com posterior lavagem
em PBS. Em seguida, foi realizada permeabilizacéo celular com solucédo de saponina 1%
diluidaem PBS 1X por 10 minutos. Passado esse periodo foi realizada a etapa de bloqueio
com gelatina porcina diluida na solucdo de saponina por 20 minutos, Em seguida,
adicionou-se o anticorpo policlonal murino anti-MAYYV diluido 500X em solucgdo de
saponina incubando as laminulas por 30 minutos, a 29°C. Novamente, as laminulas foram

lavadas com PBS, e a elas adicionado o conjugado equino anti-mouse IgG (H+L) Alexa
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fluor 488 (LIFE) e DAPI (1:1000), sendo incubadas por 30 min, a 29°C e em seguida
lavadas com PBS. Finalmente, as laminulas de vidro foram montadas em laminas com

Glicerol-PBS (9:1) e observadas ao microscopio de fluorescéncia (Nikon 120, Japao).

4.4. Analises de dados

A avaliagdo do RNA, analise estatistica e producédo de gréaficos foi realizada pelo
software GraphPad Prism 8.0.1. Realizando test t e demais testes ndo paramétricos e ndo

pareados. As diferencas foram consideradas significativas quando P<0.05.
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5. RESULTADOS
5.1. Producéo da semente viral, confirmacao e padronizacgoes

Apos a producdo da semente (estoque) viral utilizada no presente trabalho, foram
realizadas etapas para a confirmacdo da identidade viral e sua producdo. Além da
presenca de efeito citopatico como formacao de grumos e morte celular, confirmou-se a
infectividade viral, por método de imunofluorescéncia indireta, observando-se clara
fluorescéncia verde citoplasmatica dos antigenos de MAYV replicando no citoplasma

celular, como mostra a Figura 3.

FIGURA 3: Teste de imunofluorescéncia indireta para os virus Mayaro (MAYYV). MOCK: Controle
negativo, células de Aedes albopictus C6/36, inoculadas apenas com meio de cultivo celular L-15, exibindo
apenas marcacdo nuclear em azul (DAPI). MAYV+: Células de Aedes albopictus C6/36 inoculadas com
virus Mayaro, exibindo, em azul marcacdo do nucleo celular e em fluorescéncia verde citoplasmética
marcagdo viral, observada também presenca de efeito citopatico com formag&o de grumos celulares e morte

celular nos espagos.

DAPI 18G ANTI-MAYV . MERGE

MAYV+
DAPI 1gG ANTI-MAYV MERGE

Apos confirmar a presenca de MAYYV infectante, quantificou-se o virus por

titulagdo. Para tanto, contaram-se placas de lise celular. Observou-se que a semente de



30

MAYV possuia 2x108 UFP (Unidades Formadoras de Placas) por microlitro (mL), como
mostra a Figura 4.

FIGURA 4: Fotografia de placa com titulagdo do MAYYV. Placa com 24 pocos contendo células Vero
infectadas com diluigdes decimais de MAYV (10 a 107), mostrando plaques individualizados e contaveis
nos orificios inoculados com 1077, o que permitiu quantificar o estoque de MAYV em 2x108 UFP/mL.

10° 10° 107

Controle negativo

Controle viral

Também, fez-se RT-gPCR especifico para MAYV no estoque viral, confirmando
sua identidade. Os testes iniciais mostraram baixa eficiéncia (80% aproximadamente) e,
por isso, foi necessario padronizar o método realizando-se gradientes de temperatura e
concentracdes de primers. Com isso, obteve-se resultados apresentando eficiéncia de
100%, considerando desvio de 5% (acima ou abaixo deste valor). O estoque viral foi
utilizado como base para gerar uma curva padrdo de amplificacdo utilizando dilui¢des
seriadas na base 10. Para as amostras de sangue, baco, cérebro, coracdo, figado, rins,
pulmdo, soro e placenta, analisadas em triplicatas, foram aceitos apenas resultados

variando 0,5 Ct (cycle threshold) e utilizaram-se seus valores médios.
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5.2. Teste por RT-gPCR MAYYV das amostras dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 com
infecgdo no inicio da gestacdo (E5.5 e E8.5)

Cinco grupos de animais foram organizados para avaliar a infec¢do por MAYV no
inicio da gestacdo E5.5 (G1, G2, G3) e E8.5 (G4 e G5). Nos G1, G2 e G3, a infeccdo viral

foi realizada no dia embrionéario 5.5 (E5.5) e nos G4 e G5 a infecgdo ocorreu no E8.5.

O G1, incluiu amostras de 2 camundongos fémeas infectadas com 10’ UFP de
MAYYV no dia embrionario (E) 5.5 (E5.5). Os animais foram eutanasiados no dia E10.5
(E5.5/E10.5) para coleta de amostras. Ao todo, nos 2 animais, obtiveram-se 13 fetos,
divididos em feto (coletou-se o feto inteiro devido ao seu desenvolvimento embrionério
precoce), também, foram coletadas 13 placentas. Os teores de MAYV maternos foram
analisados por RT-qPCR, dentre os diferentes 6rgdos dos animais eutanasiados,
observou-se MAYV no coracgdo, pulméo e baco da fémea 1 (F1) e no coracdo da fémea 2

(F2), como mostrado na Tabela 1.

TABELA 1: RT-gPCR em amostras maternas do grupo G1. Presenca de MAYV confirmada por RT-
gPCR em diferentes 6rgdos maternos, sendo + representativo de positividade e — de negatividade. F1: fémea

1, F2: Fémea 2 e MOCK fémea do controle negativo.

FEMEAS G1
RT-qPCR

ORGAOS F1 F2 MOCK
CORACAO + +
FIGADO
PULMAO +
BACO +
RINS

Das demais amostras fetais dos G1, a placenta foi a que mais apresentou

positividade, 92,3% de RNA viral e encontrou-se 61,5% de positivos dentre os fetos,
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como mostra a Tabela 2. Esta diferenca de positividade entre placenta e fetos foi
significante (p<0.0294), como observa-se na Figura 5.

TABELA 2: RT-gPCR em amostras fetais do grupo G1. Infeccio por MAYYV detectada por RT-gPCR
em amostras de 13 fetos G1 e suas placentas. Nimero total de amostras positivas (n°) e porcentagem.

FETOS G1
(N2 13)
PLACENTAS FETOS
N¢ positivos / N2 total 12/13 8/13
Porcentagem 92,3% 61,5%

Figura 5: Quantificacdo de MAYV por RT-qPCR em placentas e fetos do G1. Anélise realizada por
namero (N°) de copias de RNA por 500ng de RNA, em placentas e fetos, onde apresentam diferenca
estatistica de P<0,0294. Estdo plotadas no grafico a média das triplicatas das amostras testadas. O MOCK
esta representando em conjunto Unico todas as amostras de placenta e fetos testados.
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O G2 incluiu 2 camundongos fémeas que foram infectados com 10’ UFP de
MAYYV no E5.5 e foram eutanasiados no dia E15.5 (E5.5/E15.5). Coletaram-se amostras
de 14 placentas e de 14 fetos, com cérebros e outros orgaos (nesta idade gestacional foi

possivel coletar o cérebro). Analisou-se por RT-gPCR os diferentes 6rgdos maternos
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coletados na cirurgia pos-eutanasia e MAY'V foi detectado em baco e cérebro da F1 e no
coracdo, pulméo, baco, rins e cérebro da F2 como mostra a Tabela 3. Nas amostras fetais
e de placenta foi possivel encontrar presenca de RNA de MAYYV, em diversas delas,

porém sem diferencas significantes, como mostra a Figura 6.

TABELA 3: RT-gPCR em amostras maternas do grupo G2. Presenca de MAYYV confirmada por RT-
gPCR em diferentes drgdos maternos, sendo + representativo de positividade e — de negatividade. F1: fémea
1, F2: Fémea 2 e MOCK: fémea controle negativo.

FEMEAS G2
RT-qPCR

ORGAOS F1 F2 MOCK
CORAGAO - +

FIGADO -

PULMAO - +

BACO + +

RINS - +

CEREBRO + +

FIGURA 6: Quantificacdo de MAYV por RT-qPCR em placentas e 6rgdos fetais do G2. Analise
realizada por nimero (N°) de cépias de RNA por 500ng de RNA, em placentas, cérebros e 6rgios fetais,
nos quais nio apresentaram diferente estatistica. Estdo plotadas no grafico a média das triplicatas das
amostras testadas. O MOCK est4 representando em conjunto Unico todas as amostras de placenta, cérebro
e drgdos testadas.
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No G2 observou-se 50% (7/14) de positividade em placentas, 14,2% (02/14) para

0s cérebros e 28,5% (04/14) nos outros 6rgédos, o que pode ser observado na tabela 4.

TABELA 4: Infeccdo por MAYYV nos fetos do G2. Analisada por RT-gPCR em amostras de 14
fetos do G2, separados segundo placentas, cérebros e drgaos, representados em ndmero real (n°) de
positividades e porcentagem.

FETOS G2
(N2 14)
PLACENTAS CEREBROS ORGAOS
N@ positivos / N2 total 07/14 02/14 04/14
Porcentagem 50% 14,2% 28,5%

O G3 incluiu 3 camundongos gestantes infectadas com 10 UFP de MAYV no E5.5
e mantidas até o parto natural. Nasceram 16 filhotes, sendo 3 natimortos (18,75%) e 13
vivos (81,25%), como mostra a Figura 7. Os recém-nascidos sobreviventes foram
observados até a vida adulta. Dos natimortos, foram coletados cérebros e outros 6rgaos.
Também, em 2 animais nascidos vivos, coletou-se sangue com 2 semanas. Os materiais
foram submetidos a RT-qPCR. Em 2 dos 3 fetos natimortos encontrou-se RNA de MAYV
em cérebro (66,6%). Os dois filhotes nascidos vivos, também estavam infectados com
MAYYV ap6s 2 semanas. Uma fémea MOCK teve 8 filhotes, sem mortes apds o

nascimento.
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FIGURA 7: Representacdo numérica G3. Representacdo numeérica de natimortos, nativivos e nimero
total de nascidos nos grupos onde a mae foi infectada com o virus Mayaro (MAYV+) e quando nao foi
(MOCK).
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O G4 difere dos demais grupos de camundongos citados anteriormente. Neste grupo,
dois camundongos gestantes foram infectadas com 107 UFP de MAYV no dia E8.5 e a
coleta de amostras foi realizada no dia E13.5, como mostra a Figura 2. Escolheu-se esse
periodo gestacional considerando a formacdo do labirinto, fase crucial com funcgdes de
nutricdo e oxigenacgdo para a placenta e feto. Na F1, detectou-se genoma de MAY'V por
RT-gPCR em coracdo, pulméo, baco, rins e cérebro. E na F2 apenas no coracdo como

mostra a Tabela 5.

TABELA 5: RT-gPCR em amostras maternas do grupo G4. Presenca de MAYYV confirmada por RT-
gPCR em diferentes 0rgdos maternos, sendo + representativo de positividade e — de negatividade no teste
RTQPCR. F1: fémea 1 e F2: Fémea 2. MOCK: fémea controle negativo.

FEMEAS G4
RT-qPCR
ORGAOS F1 F2 MOCK
CORACAO + + -
FIGADO - - -
PULMAO + - -
BACO + - -
RINS + - -

+
'
'

CEREBRO
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Dos 12 filhotes do G4 coletados, todas as suas placentas e os fetos estavam
infectados por MAYYV, as porcentagens de positividade dos fetos estdo representadas na
Tabela 6.

Observou-se que as diferentes positividades entre placentas e fetos foram significantes
(P<0,0034) como mostra a Figura 8A. Neste grupo foram coletados fetos inteiros devido
ao mindsculo tamanho dos mesmos, Figura 8C. Da fémea MOCK foram coletados 10

fetos representados na Figura 8B, todos negativos para RT-gPCR MAYV.

TABELA 6: Infec¢do por MAYYV nos fetos do G4. Analisada por RT-qgPCR em amostras de 14 fetos do
G2, separados segundo placentas, cérebros e drgéos, representados em nimero real (n°) de positividades e
porcentagem.

FETOS G4 (N2 12)

PLACENTAS FETO
N@ positivos / N2 total 12/12 12/12
Porcentagem 100% 100%

FIGURA 8: Quantificacdo de MAYYV por RT-gPCR e fotografias dos fetos do G4. A) Andlise realizada
por ndmero (N°) de cdpias de RNA por 500ng de RNA, em placentas e fetos. Estdo plotadas no gréfico a
média das triplicatas das amostras testadas. O MOCK esta representando em conjunto Unico todas as
amostras de placenta e feto. B) Fotografia do Utero da MOCK e de um feto. C) Fotografia do Utero da
MAYV+ e de dois fetos.
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No G5, camundongos fémeas foram infectadas no E8.5 e aguardou-se por seus partos
naturais. Assim, enguanto no grupo controle negativo, a fémea inoculada (apenas com o
meio de cultivo celular-L15), teve 10 filhotes saudaveis, as fémeas infectadas com
MAYYV comeram seus filhotes antes que pudessem ser coletados, em 2 tentativas.
Portanto ndo foi possivel conhecer a quantidade de filhotes, nativivos ou natimortos no
Gb5.

5.3. Teste por RT-gPCR MAYYV das amostras dos grupos com infeccdo no periodo
mediano (E10.5) da gestacéo (G6 e G7)

Nos grupos G6 e G7, a infeccdo por MAYV ocorreu em meados da gestacdo dos
camundongos fémeas (E10.5). No G6 fez-se cirurgia poOs-eutanasia para coleta de
amostras, no dia E15.5. As maes infectadas apresentaram RNA de MAYYV apenas no
coracdo, como mostraa Tabela 7. JA no G7 as mées foram infectadas no E10.5 e mantidas

até o parto natural.

TABELA 7: RT-gPCR em amostras maternas do grupo G6. Presenca de MAYYV confirmada por RT-
gPCR em diferentes 6rgdos maternos, sendo + representativo de positividade e — de negatividade no teste
RTQPCR. F1: fémea 1 e F2: Fémea 2 e MOCK fémea do controle negativo.

FEMEAS G6
RT-qPCR

ORGAOS F1 F2 MOCK
CORACAO + +

FIGADO

PULMAO

BACO

RINS

CEREBRO
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No G6 os 13 filhotes retirados pos-eutanasia. Ao testar as amostras das 13 placentas,
observou-se 100% de positividade, 38,4% em cérebro e 15,3% no macerado de outros

Orgaos, como mostra a Tabela 8.

TABELA 8: Infeccdo materna por MAYYV em camundonga G6, confirmada por RT-gPCR. Nos 13
fetos G6, analisaram-se as positividades em placentas, cérebros e outros 6rgaos. Os dados sdo mostrados
em namero real (n°) e porcentagem.

FETOS G6
(N2 13)
PLACENTAS CEREBRO  ORGAOS
N2 positivos / N2 total 13/13 05/13 02/13
Porcentagem 100% 38,4% 15,3%

Observou-se diferenca significante de positividades em placentas e nos outros 6rgaos
dos fetos do G6 (P<0,0038 para placenta/cérebro, e P<0,0037 para placenta e outros

Orgdos), como mostra a Figura 9.

FIGURA 9: Quantificacdo de MAYV por RT-gPCR em placentas e érgéos fetais do G6. Analise
realizada por nimero (N°) de cépias de RNA por 500ng de RNA, em placentas, cérebros e érgios fetais.
Estdo plotadas no grafico a média das triplicatas das amostras testadas. O MOCK esta representando em
conjunto Unico todas as amostras de placenta, cérebro e 6rgdos testadas. Observou-se diferenca significante
P<0,0038 entre placentas e cérebros e P<0,0037 entre placenta e outros 6rgaos.

%* %
P<0,0037

* %k

3040_ P<0,0038

2040 o
g
¥ 1040=
A [
g 40+ OOXP
2 20 T
S
O (o]
S i o o
oo & ©

PLACENTA CEREBRO ORGAOS MOCK

G6



39

No G7, 2 fémeas infectadas com 107 UFP de MAYV no dia E10.5 foram mantidas
até o parto natural, para avaliacdo dos filhotes. Nasceram 14 filhotes, 9 vivos e 5
natimortos, totalizando 35,7% de taxa de natimortos, como mostra a Figura 10. Dos 9
filhotes foram analisadas amostras de 4 animais ap0s 2 semanas do nascimento, dessas
amostras encontrou-se RNA de MAYV em 1 (25%) foi positiva pelo RT-gPCR MAYV
e dos 5 fetos natimortos, em 1 (20%) foi encontrado genoma viral em cérebro e no seu

macerado de outros 6rgaos.

FIGURA 10: Representacdo numérica G7. Representacdo numérica de natimortos, nativivos e nimero
total de nascidos nos grupos com infeccdo materna pelo virus Mayaro (MAYV+) e quando ndo foi
(MOCK).
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5.4. Avaliagdo por RT-gPCR MAYYV das amostras do grupo G8 com infec¢ido no
periodo final da gestacéo (E15.5)

Por fim, em um ultimo grupo de 3 animais gestantes (G8), buscou-se avaliar a
infeccdo por MAY'V no final da gestacdo (E15.5), considerando a infec¢éo perinatal ou
pos-natal. Os camundongos fémeas gestantes foram infectadas com 107 UFP de MAYV
no dia E15.5 e foram mantidas até o parto natural, para avaliacdo dos filhotes. Nasceram
12 filhotes em 2 fémeas, sendo 4 natimortos e 8 nativivos, como mostra a Figura 11. Ao
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avaliar por RT-gPCR nos natimortos, uma das quatro amostras do cérebro (25%) mostrou
presenca de RNA viral do MAYYV e nenhuma delas apresentou RNA em outros 6rgaos.

FIGURA 11: Representacdo numérica G8. Representacdo numérica de natimortos, nativivos e nimero
total de nascidos nos grupos com infeccdo materna pelo virus Mayaro (MAYV+) e quando ndo foi
(MOCK).
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Uma dentre as trés fémeas gestantes apresentou sinais de complicacdo durante o
parto, sendo necessaria a realizacdo de eutanasia, seguida de cesariana para a retirada dos
fetos. Imagens dos fetos coletados e a analise por RT-gPCR MAY'V estédo representados
na figura 12. A figura 12A é o representativo da analise por RT-gPCR mostrando
positividade de 100% das placentas coletadas e 44% de positividade nos cérebros dos
fetos, os outros 6rgdos dos fetos ndo apresentou positividade para RNA viral, quando
realizada anélise os valores de deteccdo viral foram estatisticamente significativos entre
0 grupo placenta e cérebro com P<0,0008. Na figura 12B, foi possivel observar em um
dos fetos coletados alteragdo anatémica na regido cranioencefalica e quando seus 6rgéos
internos foram expostos, ndo foi possivel diferencia-los. Essa segunda intercorréncia foi

observada em outros fetos.
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FIGURA 12: Quantificacdo de MAYV por RT-gPCR e fotografias dos fetos do G8. A) Anélise
realizada por nimero (N°) de cdpias de RNA por 500ng de RNA, em placentas, cérebros e outros érgéos.
B) Fotografia do Utero da MAYV+ e dos fetos coletados.
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Também, criou-se a Figura 13, evidenciando as quantidades de natimortos e

nativivos nos 3 grupos em que o parto ocorreu de forma natural.
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FIGURA 13: Comparacdo entre os grupos G3, G7 e G8. Representacdo comparativa dos nimeros e
porcentagens de fetos natimortos e nativivos de camundongos fémeas infectadas com MAY'V observados
em G3, G7 e G8.
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Para fins comparativos, juntou-se os resultados do g°PCR MAYYV entre as mesmas
amostras dos diferentes grupos, estes resultados estao representados na Figura 14A, B e
C. Na Figura 14A encontrou-se diferenca significativa entre as placentas do G4 e todos
0s outros grupos ali plotados. Na Figura 14B, encontrou-se diferenca significativa entre
0s macerados de 6rgao do grupo G1 e G8 (P<0,0133), G1 e G4 (P<0,0178), G4 e G6
(P<0,0166) e G4 e G8 (P<0,0442). Na Figura 14C, quando comparados 0s cérebros, nao
obteve nenhum grupo com diferenca estatistica significativa se comparado com o0s

demais.
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FIGURA 14: Quantificacdo de MAYV por RT-gPCR nas mesmas amostras de diferentes grupos.
Analise realizada por nimero (N°) de copias de RNA por 500ng de RNA, em diferentes grupos das
placentas, cérebros e 6rgios fetais. Estdo plotadas no grafico a média das triplicatas das amostras testadas.
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6. DISCUSSAO

Infecgdes virais transmitidas verticalmente em humanos sdo amplamente descritas
na literatura e podem causar diversos problemas tanto no desenvolvimento fetal quanto
para a gestante (AURITI et al., 2021; CALVET etal., 2016; CAUCHEMEZ et al., 2016;
GERARDIN et al., 2014; NEELAM et al., 2023; PAIXAO et al., 2018; RASMUSSEN;
JAMIESON, 2022; TIEN DAT et al., 2018; VODUSEK et al., 2016; WOODWORTH,
2020). Um trabalho usando modelo murino para outros Alphavirus demonstrou que a
infecgdo de camundongos prenhes com os virus Ross River e Getah resultou em infeccéo
fetal por esses virus. No entanto, apenas o virus Ross River causou morte fetal
significativa. Observou-se mortalidade pds-parto significante em camundongos
infectados com o Ross River, mas ndo com o virus Getah (AASKOV et al., 1981). Esses
resultados evidenciam que infecgdes por Alphavirus, podem provocar complicagdes
graves neurologicas e consequentemente elevada taxa de natimortos. Importa ressaltar
que a transmissdo vertical pode variar entre as diferentes espécies de virus e entre as
populagdes hospedeiras.

Dentre os Alphavirus ja conhecidos como causadores de infec¢do durante o periodo
gestacional humano, podemos citar o virus Chikungunya, virus O'nyong-nyong. O virus
Chikungunya, o mais estudado, possui alta taxa de transmissao vertical ocorrendo em até
metade das maes que sdo virémicas durante o trabalho de parto. Os sintomas neonatais
desenvolvem-se entre 3 e 7 dias de vida, variando desde apresentacdo leve (43%) até
infeccdo grave por encefalite (53%), que requer cuidados intensivos (CHARLIER et al.,
2017). Entretanto, até o presente momento, ndo ha muitos relatos na literatura sobre a
transmissdo vertical humana causada pelo Alphavirus Mayaro. Trata-se de um virus
emergente que ganha importancia crescente no Brasil pois comeca a ocorrer na regido
mais povoada do Sudeste do pais. Recentes estudos observaram amostras soroldgicas
positivas para MAYYV vindas de pacientes saudaveis doadores de sangue no interior do
estado de Sao Paulo (ROMEIRO et al., 2020). Esta situacdo podera expor gestantes a
infeccdo por MAYV. Os resultados apresentados nesta Tese mostram, pela primeira vez,
a transmissdo vertical pelo virus Mayaro em modelo experimental murino nos diferentes
periodos gestacionais.

Sabe-se que as infec¢Oes pelo alphavirus Mayaro podem produzir alta viremia em
seres humanos (MUNOZ; NAVARRO, 2012), em mosquitos Aedes aegypti, o titulo viral
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pode variar entre 3,4 log10 e 7.3 log10 (TESH et al., 2011) e em camundongos, também
apresentam alta viremia variando entre 2,5x108 e 2,5x10° (KROKOVSKY et al., 2023).
Neste trabalho, buscamos causar infec¢do aguda com sinais clinicos evidentes no modelo
experimental murino e considerando o curto periodo gestacional de camundongos. Para
tanto, inoculamos os camundongos fémeas gestantes com 10’ UFP em 100uL de MAYV
pela veia caudal (ROSA et al., 2023).

A via de liberacdo do virus pds-inoculacdo exerce uma influéncia crucial sobre os
efeitos espaciais e temporais do virus no hospedeiro animal. A inoculacdo intravenosa
(1.V.), no modelo experimental deve simular a refei¢cdo de sangue com a qual 0 mosquito
vetor transmite virus ao ser humano. Além disso, a administracdo 1.V. possibilita uma
disseminacéo sistémica mais rapida do virus, o que provavelmente resultara em doenca
no camundongo, especialmente quando ndo sao utilizados animais imunossuprimidos (LI;
KIM; SHRESTA, 2023; REGLA-NAVA et al., 2018). Portanto, a inoculacdo de MAYV
em alta dose por via 1.V., na veia caudal dos camundongos fémeas gestantes, foi a via
escolhida para infeccdo para este trabalho.

Neste estudo de transmissdo viral vertical, estudamos a placenta dos animais. Trata-
se de oOrgao vital na gravidez, pois fornece nutrientes e oxigénio ao feto em
desenvolvimento e por ela pode passar o patdogeno ao feto. Por outro lado, um
funcionamento placentario adequado é essencial para o crescimento e desenvolvimento
fetal (BAUER et al., 1998; WOODS; PEREZ-GARCIA; HEMBERGER, 2018).

Os tempos de infeccdo no estudo foram minuciosamente escolhidos considerando
eventos importantes do desenvolvimento placentario e fetal-embrionario. No dia de
gestacdo 6.5 (estudado no grupo de animais E6.5), a placenta murina encontra-se em fase
de implantacdo. As vilosidades coribnicas estdo se desenvolvendo rapidamente e
comecando a se conectar aos vasos sanguineos uterinos. Nesta fase, a placenta comega a
produzir hormdnios, como o estrogénio e a progesterona. Estes hormonios desempenham
fungdes importantes, incluindo a manutengédo da gravidez, desenvolvimento do feto e
preparam o corpo materno para o parto (CHENG et al., 2023). Para estudar este periodo,
foram criados os grupos G1, G2 e G3. Nos camundongos fémeas do grupo G1 (infeccéo
no dia E5.5 e eutanasia no dia E10.5), a infeccdo viral foi bem-sucedida, com encontro
de genomas virais em diferentes 6érgdos de um animal e apenas o0 cora¢ao no outro. Nos
camundongos fémeas do grupo G2 (infec¢do no dia E5.5 e eutanasia no dia E15.5), a

disseminacdo viral foi maior, entretanto uma camundonga mostrou-se negativa para
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MAYYV no coragdo. Os resultados observados comparativamente entre os camundongos
fémeas de G1 e G2 mostram uma infeccdo bem sucedida por MAYV em todos 0s casos
e também que a infeccdo progrediu com a evolucdo da infeccdo (LI; KIM; SHRESTA,
2023; REGLA-NAVA et al., 2018).

Quanto as placentas dos camundongos fémeas do grupo G1, estas mostraram alta
taxa de infecgdo viral por MAYV, com positividade acima de 90%. Comparando as
placentas dos camundongos fémeas do grupo G1 com aquelas do grupo G2, observamos
reducdo no numero de infeccBes para 50%. Acreditamos que nas placentas mais
desenvolvidas dos camundongos fémeas do G2 as células locais de defesa, como 0s
trofoblastos e organdides da decidua, produzindo citocinas, conseguiriam combater o
virus de forma mais eficaz. Essa resposta imune pode ajudar a reduzir a replicacdo viral,
como observado nas placentas dos camundongos fémeas do grupo G2. Entretanto, mesmo
nesta fase, a infeccdo por MAYV pode causar danos a placenta e interferir no
desenvolvimento fetal (YANG et al., [s.d.]). Os teores de MAY'V placentérios, com base
no ndmero de copias amplificadas nos grupos G1 e G2, nao exibiram diferencas
significantes.

Quanto aos fetos dos grupos G1 e G2 de camundongos fémeas com MAYV,
observou-se uma reducao no nimero de infectados com o decorrer dos dias pds-infeccao,
60% dos fetos do grupo G1 encontravam-se infectados e 28,5% nos do G2. Também, nos
fetos do grupo G2, mais desenvolvidos, foi possivel coletar os cérebros e 7,14% deles
encontravam-se infectados. Portanto, indiscutivelmente, o alphavirus Mayaro foi capaz
de atravessar a barreira placentéaria e infectar os fetos, inclusive seus cérebros em
formacdo. Esta é a primeira vez em que se descreve a transmissado vertical de MAYV em
camundongos com detec¢do viral no cérebro dos fetos. Para ressaltar a importancia do
achado, sabe-se que MAYYV ¢é capaz de infectar células do sistema nervoso central
humano (BENGUE et al., 2021).

No grupo G3, em que os camundongos fémeas infectadas com MAYYV puderam
completar a gestacdo, observou-se que 18,75% das proles eram natimortas. Dois dos trés
fetos natimortos tinham infeccdo por MAYV no cérebro e isto ndo foi observado em
outros Orgdos fetais. Tais dados sdo similares aos encontrados em fetos humanos
natimortos do surto de virus Chikungunya, relacionado filogeneticamente ao MAYV,
ocorrido na llha da Reunido, em 2006, onde descreveram 2 de 3 fetos infectados no

cérebro com aquele virus. Neste caso, todos os fetos humanos natimortos foram abortados
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antes de 12 semanas de gestacdo (TOURET et al., 2006). VVoltando aos camundongos
recém-nascidos do G3, os animais encontravam-se aparentemente normais e tiveram bom
desenvolvimento até a vida adulta. Entretanto, destes animais, 2 dos quais foi possivel
coletar sangue, apresentavam viremia por MAYV em 2 semanas ap6s 0 nascimento. E
possivel que imunoglobulinas transferidas com o aleitamento materno tenham protegidos
estes animais infectados de manifestaces mais graves (CHU; ENGLUND, 2014).

Em um trabalho com camundongos fémeas C57BL/6J infectadas por MAYV, com
6.5 dias de gestacdo, as fémeas foram inoculadas pela via subcutdnea com 10? PFU de
CHIKV ou MAYYV e foram eutanasiadas no dia 13.5. Naquele estudo, concluiu-se que
MAYYV e CHIKV néao causam danos placentarios ou fetais substantivos, sem evidéncias
de morte ou lesdo fetal por estes virus, esses resultados, diferentes dos nossos, ndo
confirmam que MAYYV possa causar infeccdo vertical a partir de méaes infectadas.
Explicamos a divergéncia de resultados lembrando que a via de infecgéo foi diferente e a
quantidade de MAYYV inoculada. Naquele trabalho, embora a infec¢do por MAY'V tenha
ocorrido com 6.5 dias gestacionais a cesariana pos eutanasia ocorreu apenas com 13.5
dias de gestacdo o que, também, explicaria os resultados negativos (PLATT et al., 2018).

Sabendo que, entre 7.5 e 9.5 dias de gestacéo, a placenta dos camundongos fémeas
se desenvolve rapidamente. As vilosidades coridnicas se conectam aos vasos sanguineos
uterinos e a placenta comega a produzir hormonios, incluindo o estrogénio, a progesterona
e a gonadotrofina coriénica (mCG). Nesta fase, a placenta comeca a fornecer nutrientes e
oxigénio ao feto em quantidades adequadas ao seu crescimento e desenvolvimento.
Resumidamente, isto é chamado de labirinto murino, um marco importante na gravidez.
Por esta razdo, escolhemos, no grupo G4, o dia intermediario da gestacdo, E8.5, para
infectarmos os camundongos fémeas com MAYV. Em G4 observamos viremia materna
com base no coracdo removido no dia 13,5, de ambas as mées. Também, em 1 destes
camundongos fémeas observamos a infeccdo por MAYV em outros 6rgaos com pulmao,
baco, rim e cérebro. Nas placentas dos camundongos fémeas do G4 todas se apresentavam
infectadas e com altos teores virais (10° copias virais por 500ng do RNA de MAYV).
Acreditamos que a imunidade placentaria ndo tenha sido efetiva nesta fase inicial da
gestacéo.

Com relagéo aos camundongos fémeas do G4, os fetos infectados exibiam atraso no
desenvolvimento se comparados aos fetos do controle negativo. Os fetos infectados eram
muito menores e sem diferenciacdo de 6rgaos. Acreditamos que tenha havido restricao de
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crescimento intrauterino (RCIU) o que é frequentemente causado por mau funcionamento
placentario, em nosso caso devido a infeccdo. Na RCIU, ocorre hipertrofia dos
trofoblastos placentarios e remodelamento das artérias espirais maternas provocando
prejuizo ao feto em formacdo (WOODS; PEREZ-GARCIA; HEMBERGER, 2018).

O grupo 5 (G5) de camundongos fémeas infectadas com MAYV no dia 8,5 de
gestacéo, estas deram a luz a fetos doentes ou mortos, apesar de, visualmente, as fémeas
estarem com os fetos crescendo em suas barrigas, como nos demais grupos. Entretanto,
ndo conseguimos coletar filhotes doentes, porque as paricdes dos camundongos fémeas
costumam ser noturnas e as mdes, provavelmente, comeram logo os nascituros, para
limpeza do ambiente. Assim, ndo foi possivel avaliar estes animais. Em camundongos, a
mortalidade perinatal pode incluir a perda de toda a ninhada, e isto explicaria o
canibalismo das mées. Dentre os motivos do canibalismo a privacéo de alimento nédo foi
0 caso no G5, onde o alimento foi fornecido de forma livre aos animais. Entretanto, o
canibalismo também, ocorre para protecdo contra doencas, como virus. O canibalismo
ocorre quando o feto ja nasce morto ou quando a mée mata fetos doentes (BELLISARIO
etal., 2015; BRAJON et al., 2021; LANE-PETTER, 1968).

No grupo 6 (G6) de camundongos fémeas infectadas com MAY'V, estas infecgdes
ocorreram em periodo mediano, no dia 10,5 da gestacdo e os animais foram eutanasiados
com 15,5 dias de gestacdo. Nesta fase a placenta encontra-se completamente formada e
funcionando corretamente, fornecendo nutrientes e oxigénio ao feto e comecando a
produzir anticorpos (BAUER et al., 1998; LI; KIM; SHRESTA, 2023; WOODS; PEREZ-
GARCIA; HEMBERGER, 2018). No G6, os camundongos fémeas mostraram-se
infectadas por MAYV. Quanto as placentas, observou-se que 100% encontravam-se
infectadas de forma similar ao observado nos grupos G1 e G4 onde foi realizada eutanésia
e cesariana nos camundongos fémeas apds 5 dias de infeccdo independente do periodo
gestacional. Nestes 3 grupos, observou-se altas viremias nas placentas. Entretanto, quanto
aos fetos, os fetos do G6 38,4% exibiam altas viremias em cérebro e em outros 6rgéos,
15,3%. Estas positividades, comparando-se placenta e cérebro e placenta e 6rgaos
mostraram significantes diferencas de forma similar ao observado nos grupos G1 e G4.
Surpreendeu-nos ndo encontrar menor positividade de fetos infectados com MAYV no
G6, quando as placentas encontravam-se maduras. Mais experimentos seriam necessarios

para analisar esta fase da infecgdo gestacional em camundongos fémeas por MAYV.
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Para completar os estudos, fez-se a infec¢do dos camundongos fémeas por MAYV
no periodo mediano da gestacdo em G7. Nos camundongos fémeas infectadas do G7,
35,7% de natimortos foram observados. Nos 5 natimortos 1 apresentava infec¢do por
MAYYV no cérebro e nenhum os natimortos exibiu infecgdo por MAYV em outros 6rgéos.
Dos 9 filhotes que nasceram vivos, 4 foram analisados e 1 deles apresentava viremia.
Estes 9 filhotes, inclusive aquele com viremia, tiveram adequado desenvolvimento até a
vida adulta. Também, no caso do G7, o aleitamento materno deve ter colaborado na
protecdo imune dos nascituros (CHU; ENGLUND, 2014).

No grupo G8, de camundongos fémeas infectadas com MAYYV ao final da gestacéo,
dia 15,5 de gestacdo, analisaram-se o0s nascituros. Nesta fase a placenta esta
completamente desenvolvida e funcional. O feto esta em rapido crescimento com réapido
desenvolvimento do cérebro e da espinha dorsal. Também, outros 6rgdos internos estdo
comecando a funcionar. Os nascituros do G8 incluiram 12 animais sendo 4 deles
natimortos. Dentre os natimortos, 1 mostrou infeccdo cerebral por MAYV. Estes
resultados observados no G8 sdo similares aos do G7. Entretanto uma dos camundongos
fémeas do G8 nédo conseguiu parir e foi eutanasiada. As placentas de fetos oriundos desta
camundonga estavam todas infectada com MAYYV e 44% dos fetos exibiam infecgdo
cerebral por MAYV. Um dos natimortos exibia cabeca aumentada por hidrocefalia.

Comparando os nascituros do grupo G3, em que 0s animais eram infectados por
MAYYV no inicio, G7 no periodo mediano e G8 ao final da gestacdo observamos uma
frequéncia similar de natimortos, e o encontro de genomas do MAYYV apenas em
cerebros, tambeém, foi similar. Nossos achados de fetos infectados com MAY'V apenas
em cérebro e ndo em outros 6rgdos poderiam sugerir um tropismo deste virus pelo sistema
nervoso em formagéo destes animais. Um, estudo de 2021 mostrou que progenitores
neurais humanos (hNPCs), pericitos e astrdcitos sdo suscetiveis a infeccdo por MAYV,
resultando na producéo de particulas virais infecciosas. Os autores descrevem como 0
primeiro trabalho a avaliar o neurotropismo potencial do MAYV (BENGUE et al., 2021).
Também, evidéncias da infeccdo por MAY'V encontradas no sistema nervoso central dos
fetos e natimortos, corroboram achados descrevendo sobre infec¢bes por CHIKV
ocasionalmente associadas a complica¢des neuroldgicas graves (GERARDIN et al.,
2014).

Conclui-se, portanto, que a infeccéo pelo alphavirus Mayaro diferindo daquela por
CHIKV onde a maioria dos seus casos graves com os fetos infectados no periodo do
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periparto, nosso trabalho mostra que infec¢bes por MAYV ocorrem de forma grave em
toda a gestacdo (AL-QAHTANI et al., 2007; CAUCHEMEZ et al., 2016; GERARDIN et
al., 2014; VASANI et al., 2016).

Analisando as placentas dos grupos G1, G2 e G4 (com placenta em formacédo) em
que as infecgdes dos camundongos fémeas ocorreram no inicio da gestacdo, G6 no
periodo mediano e G8 ao final da gestacdo, observamos similaridade nos teores de
MAYYV entre todos os grupos que eram significantemente diferentes das placentas do G4
em que a viremia era mais elevada. Acreditamos que as placentas em formacdo no G4,
com atraso no desenvolvimento e formag&o do labirinto, facilitaram a infeccéo placentéria
grave por MAYYV com comprometimento no desenvolvimento fetal.

Analisando os 6rgdos fetais dos grupos G1, G2 e G4 (com placenta em formacéo)
em que as infec¢des dos camundongos fémeas ocorreram no inicio da gestacdo, G6 no
periodo mediano e G8 ao final da gestacdo, também, observamos similaridade nos teores
de MAYYV entre todos os grupos que eram significantemente diferentes daqueles 6rgdos
do G4 em que a viremia era mais elevada. Entretanto os teores de MAYV em 0rgaos
mostraram-se menos elevados quando comparados aos das placentas.

Em suma, neste trabalho, mostramos um modelo de infec¢do gestacional em
camundongos imunocompetentes que se mostrou vidvel e pode ser utilizado em estudos
com outros virus para estudos de fisiopatologia, rotas de infeccdo e outros como a
ocorréncia de efeitos teratogénicos nos neonatos. Este trabalho, também, alerta para um
possivel potencial neurotrépico do MAYYV. Ainda, o trabalho traz interrogacdes sobre
quais células da placenta séo susceptiveis a sua infeccdo e como virus migra pelo 6rgao
chegando ao feto em desenvolvimento embrionério. O trabalho estimula novos estudos
sobre a infeccdo congénita pelo Mayaro, um virus emergente que poderda vir a ter grande

importancia em saude publica no Brasil.



51

7. CONCLUSAO

O modelo experimental de infeccdo congénita por virus Mayaro em camundongos é

viavel e pode ser reproduzido em estudos com outros virus.

O virus Mayaro é transmitido por via transplacentaria em camundongos C57BL/6j

causando infec¢Bes congénitas graves.

O virus Mayaro infecta e por via transplacentaria acomete os fetos murinos em diferentes

fases da gestacdo.
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3 UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Séao Paulo, 29 de Agosto de 2023

limo(a)
Dr(a). Luiz Tadeu Moraes Figueiredo

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo da capacidade de transmissdo vertical pelo virus Mayaro em
modelo gestacional murino®, registrada com o n° 1191/2023, sob a responsabilidade de Luiz Tadeu Moraes
Figueiredo, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentag&o Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS do/a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, em reunido realizada em 29 de Agosto de 2023.

Vigéncia da Autorizacio: 1202/2023 a 12092025

Finalidade Pesquisa

Espécio Unhagem idade Peso Quantidade
~ F M+F

Camundongo Cs78LY 6 semanas 2809 10 a2 a2

Camundongo C57BLY 0 dias 10g 0 224 224

Origem: biotério - Instalaco Animal da Prefefura da USP do Campus de Ribeirdo Preto TOTAL 286
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Prof. Dr. Luiz Carlos Carvalho Navegantes
Coordenador/a da Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa
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Prof. Dra. Juliana Meola Lovato
Vice-Coordenador/a da Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa



