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RESUMO 

O Mayaro virus (MAYV; gênero Alphavirus, família Togaviridae) é o agente etiológico 

causador da febre do Mayaro, uma doença caracterizada por sinais clínicos como febre, dor nas 

articulações e exantema. O MAYV é transmitido a primatas não humanos (PNH) pela picada 

de fêmeas de mosquitos do gênero Haemagogus spp. que, por sua vez, também podem 

transmitir o vírus a humanos, que se tornam hospedeiros acidentais num fenômeno conhecido 

como spillover. No Brasil, o MAYV e o yellow fever virus (YFV), causador da febre amarela 

(FA), compartilham vetores e hospedeiros, além de apresentarem sobreposição de áreas onde 

circulam. Nesse contexto, este trabalho visa a investigar a presença do genoma de MAYV em 

amostras de PNH coletadas durante os recentes surtos de febre amarela no estado de Minas 

Gerais e otimizar um ensaio de neutralização viral (PRNT) com a utilização de amostras de 

fígado de animais experimentais substituindo soro para investigar a infecção por MAYV. Para 

a investigação molecular, foram testadas, pelo método de reação em cadeia da polimerase 

(PCR), 732 amostras de fígado de PNH de vida livre para detecção de região do genoma de 

MAYV. Para a padronização do teste de neutralização, foram utilizadas amostras de fígado de 

animais experimentais em substituição ao soro em protocolo adaptado de PRNT. Não foi 

possível detectar a presença do genoma de MAYV nas amostras de fígado de PNH. Foi 

observada neutralização em amostras de animais experimentais infectados, o que não foi 

observado, na mesma proporção, em animais não infectados. A técnica de neutralização viral 

adaptada nesse trabalho se mostrou promissora para uso na investigação da presença de 

anticorpos neutralizantes em amostras de fígado obtidas de carcaças, e poderá ser de grande 

valia para os esforços de vigilância epidemiológica de arbovírus no país. A não detecção de 

genoma de MAYV nas amostras de fígado de PNH não exclui a possibilidade de circulação, ou 

mesmo de introdução futura do vírus em MG, sendo necessário um trabalho de vigilância 

continuado para monitoramento de eventuais surtos. 

Palavras-chave: Mayaro virus; primatas não humanos; PRNT; sorologia; epidemiologia; 

arbovírus; neutralização viral.  
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ABSTRACT 

Mayaro virus (MAYV; genus Alphavirus, family Togaviridae) is the etiologic agent causing 

Mayaro fever, a disease characterized by clinical signs such as fever, joint pain, and exanthema. 

MAYV is transmitted to non-human primates (NHP) by the bite of female mosquitoes of the 

genus Haemagogus spp. which, in turn, can also transmit the virus to humans, who become 

accidental hosts in a phenomenon known as spillover. In Brazil, MAYV and yellow fever virus 

(YFV), which causes yellow fever (YF), share vectors and hosts, besides presenting 

overlapping areas where they circulate. In this context, this work aims to investigate the 

presence of MAYV genome in samples of NHP collected during recent outbreaks of yellow 

fever in the state of Minas Gerais and to optimize a viral neutralization assay (PRNT) using 

liver samples from experimental animals as a serum substitute to investigate MAYV infection. 

For the molecular investigation, 732 liver samples from free-living NHP were tested by 

polymerase chain reaction (PCR) for the detection of a MAYV genome region. For the 

standardization of the neutralization test, liver samples from experimental animals were used 

in place of serum in an adapted PRNT protocol. The presence of the MAYV genome could not 

be detected in NHP liver samples. Neutralization was observed in samples from experimental 

animals, which was not observed to the same extent in uninfected animals. The viral 

neutralization technique adapted in this work showed promise for use in the investigation of the 

presence of neutralizing antibodies in liver samples obtained from carcasses and may be of 

great value for epidemiological surveillance efforts of arboviruses in the country. The non-

detection of MAYV genome in liver samples from PNH does not exclude the possibility of 

circulation, or even future introduction of the virus in MG, requiring continued surveillance 

work to monitor any outbreaks. 

Keywords: Mayaro virus; non-human primates; PRNT; serology; epidemiology; arboviruses; 

viral neutralization. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Gênero Alphavirus 

O gênero Alphavirus (família Togaviridae) é composto por mais de 30 espécies de vírus 

(CHEN et al., 2018) de importância médica e veterinária, entre os quais estão o Mayaro virus 

(MAYV), o chikungunya virus (CHIKV), o vírus da encefalite equina do leste (EEEV), o vírus 

da encefalite equina do oeste (WEEV) e o vírus da encefalite equina venezuelana (VEEV), 

sendo todos estes encontrados no Brasil (FORSHEY et al., 2010; GRIFFIN, 2013). Os alfavírus 

são transmitidos, majoritariamente, por mosquitos hematófagos, e apresentam ampla gama de 

hospedeiros, que varia entre peixes, aves e mamíferos. Os alfavírus que causam doenças em 

humanos podem ser divididos entre aqueles que provocam exantema e artralgia, como CHIKV, 

MAYV e O’nyong-nyong virus (ONNV), e aqueles responsáveis por causar encefalite, como o 

VEEV, EEEV e WEEV (BESSAUD et al., 2006; GRIFFIN, 2013; WEAVER; REISEN, 2010). 

 

1.2 Estrutura e organização do genoma 

O vírion, de aproximadamente 70 nm de diâmetro, é composto por um nucleocapsídeo 

icosaédrico, constituído da proteína C, que contém uma única molécula de RNA genômico 

(figura 1). O nucleocapsídeo é envolto por uma bicamada lipídica derivada do hospedeiro que 

contém colesterol e esfingolipídios importantes para a penetração e montagem e, em associação 

com glicoproteínas transmembrana E1 e E2, formam o envelope viral. Pequenas quantidades 

das proteínas 6K – que funcionam como peptídeo-líder da proteína E1 e intensifica a liberação 

de partículas virais – e da proteína TF – que aumenta a infectividade das partículas virais e 

previne a síntese de E1 – também podem ser encontradas no vírion (KUHN, 2013). 

As características filogenéticas do MAYV são baseadas em estudos com o gene E1 ou 

com o genoma completo, e o agrupam no clado do vírus Semliki Forest, sendo que o MAYV 

apresenta reatividade cruzada com outros vírus desse clado (HASSING et al., 2010).  O genoma 

viral dos alfavírus consiste de uma fita simples de RNA, de polaridade positiva, formado por, 

aproximadamente, 11,7 kb. Ele apresenta duas janelas de leitura aberta (ORFs) (figura 2[A]), 

que codificam quatro proteínas não estruturais (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) (figura 2[D]) e seis 

proteínas estruturais (C, E1, E2, E3, 6K, transframe - TF) (figura 2[F]). As proteínas não 

estruturais são codificadas pelo RNA genômico, enquanto as proteínas estruturais são 
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codificadas por um RNA subgenômico (figura 2[C]), de polaridade positiva, denominado RNA 

26S (STRAUSS; STRAUSS, 1994).  

  

 

FIGURA 1: ESTRUTURA DO VÍRION DOS ALFAVÍRUS. Esquema demonstrando o genoma do MAYV, as 

proteínas que formam o nucleocapsídeo, o envelope lipídico viral e os receptores de superfície do vírion. FONTE: 

VIRALZONE, 2017. 
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FIGURA 2: ORGANIZAÇÃO DO GENOMA E PROTEÍNAS DOS ALFAVÍRUS. O genoma apresenta duas 

ORFs que codificam quatro proteínas não estruturais e seis proteínas estruturais. FONTE: adaptado de ACOSTA-

AMPUDIA et al., 2018. 

 

A proteína E1 é responsável pela fusão do envelope viral com o endossomo da célula 

hospedeira. Essa interação se dá por meio de um peptídeo localizado no domínio hidrofóbico 

altamente conservado da proteína, que está presente nos membros do gênero Alphavirus 

(BOGGS et al., 1989; OMAR; KOBLET, 1988). A glicoproteína E2 é necessária no processo 

de ligação entre os ligantes virais e receptores celulares (GAROFF et al., 1980; SMITH et al., 

1995), enquanto a proteína E3, mesmo não tendo papel estrutural bem definido, serve de 

sequência-sinal para a inserção das partes não processadas da poliproteína no retículo 

endoplasmático. Em seguida, a peptidase sinal do hospedeiro realiza o processamento da 

poliproteína estrutural (figura 2[E]) (LOBIGS; ZHAO; GAROFF, 1990; MELANCON; 

GAROFF, 1987). 

Acredita-se que a proteína nsP1 esteja envolvida em mecanismos de iniciação e 

manutenção das fitas de RNA de polaridade negativa intermediárias, durante o processo de 

replicação do genoma, além de desempenharem também um papel na interação entre o 

complexo de replicação viral, formado pelas quatro proteínas não estruturais, e as membranas 

citoplasmáticas. Essa proteína possui atividade de capping e metilação de RNAs genômicos e 

subgenômicos recém-sintetizados (BOURAÏ et al., 2012; SREEJITH et al., 2012).  

A proteína nsP2 possui uma região N-terminal com diferentes funções enzimáticas, 

incluindo a atividade de helicase, e uma região C-terminal que codifica uma protease viral 

necessária para o processamento da poliproteína não-estrutural (SAISAWANG et al., 2015; 

VASILJEVA et al., 2001).  

As funções da proteína nsP3 ainda não estão bem elucidadas, mas sabe-se que ela 

apresenta um domínio N-terminal altamente conservado e um domínio C-terminal com grandes 

variações, que apresenta pouca homologia com outros alfavírus. O domínio N-terminal é 

necessário para a replicação do RNA viral, cujo intermediário de dupla-fita está presente em 

associação com a proteína nsP3 durante o ciclo de multiplicação viral (FOY et al., 2013; SHIN 

et al., 2012).  

Acredita-se que a proteína nsP4 atue como um scaffold para outras proteínas não 

estruturais e que seu domínio C-terminal possui atividade de RNA polimerase dependente de 

RNA (JONES et al., 2013). 
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1.3 Ciclo de multiplicação viral 

O ciclo de multiplicação do MAYV é conhecido a partir de estudos realizados com 

outros alfavírus. Ele tem início com a adsorção das partículas virais às células hospedeiras 

(figura 3[1]), o que acontece pela interação entre a proteína E2 do envelope viral e receptores 

celulares ainda não conhecidos (DE OLIVEIRA MOTA et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: CICLO DE MULTIPLICAÇÃO VIRAL DOS ALFAVÍRUS. O ciclo tem início com a adsorção e 

penetração, por endocitose mediada por clatrina, dos vírions. Depois da liberação e desnudamento do 

nucleocapsídeo no citoplasma, o genoma viral é replicado e traduzido. Os vírions são liberados por brotamento 

pela membrana citoplasmática. FONTE: DE OLIVEIRA MOTA et al., 2015. 

 

Após a adsorção, os vírus penetram na célula por meio de endocitose mediada por 

clatrina (figura 3[2]). A redução de pH no interior do endossomo causa a dissociação do 

heterodímero das proteínas E1 e E2, expondo o peptídeo de fusão da proteína E1, que se insere 

na membrana do endossomo. Este processo, que é dependente de colesterol, leva a uma grande 

mudança conformacional em E1, o que possibilita a fusão das membranas e subsequente 

formação de um poro, por onde o nucleocapsídeo é liberado no citoplasma (figura 3[4]) 

(KUHN, 2013). Depois de sua liberação no citoplasma, o nucleocapsídeo passa pelo processo 

de desnudamento (figura 3[5]), que parece ocorrer por meio de interações com ribossomos, 

promovendo a liberação do genoma viral. Tem início, então, o processo de replicação do 

genoma viral (MARSH; HELENIUS, 2006). 
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Em seguida, ocorre a tradução de duas poliproteínas, precursoras de proteínas não 

estruturais, a partir do genoma. A poliproteína P123 (figura 3[6a]) é mais curta e abundante, 

enquanto a poliproteína P1234 (figura 3[6b]) é maior, sendo produzida em menores quantidades 

(KUHN, 2013). A poliproteína P1234 é clivada para produzir P123 e nsP4 (SHIN et al., 2012), 

que, juntas, formam um complexo de replicação temporário (figura 3[7]) que apresenta certa 

instabilidade, mas é responsável pela produção de uma fita de RNA de senso negativo 

intermediário, que, por sua vez, serve de molde para a síntese de RNA genômico e subgenômico 

(LULLA; LULLA; MERITS, 2012). 

Esse complexo se localiza associado a pequenas estruturas vesiculares, denominadas 

esférulas, que se formam na membrana plasmática. Nelas, ocorre a síntese de RNA dupla-fita 

intermediário, que fica protegido da degradação e de receptores de reconhecimento de padrões 

moleculares da célula (SILVA; DERMODY, 2017). À medida em que a infecção avança, as 

esférulas são internalizadas em grandes vesículas derivadas do endossomo (CPV I), que são 

direcionadas à periferia do núcleo celular, onde a maturação do CPV I é concluída (SPUUL et 

al., 2010). O acúmulo de p123 promove, então, o processamento dessa poliproteína em outras 

proteínas não estruturais, que interagem para formar um complexo de replicação estável, cuja 

mudança de conformação induz uma afinidade pela fita de polaridade negativa, o que 

interrompe sua síntese e inicia a produção de RNA genômico e subgenômico (KUHN, 2013). 

A tradução do RNA subgenômico (figura 3[10]) leva à síntese de uma poliproteína 

estrutural, que sofre autoclivagem (figura 3[11]) para liberação da proteína C, seguida de 

clivagem das proteínas 6K e E1 por sinalases do hospedeiro (SOLIGNAT et al., 2009). A 

poliproteína restante, chamada pE2, é levada com a glicoproteína E1 para o retículo 

endoplasmático, por onde acessam o complexo de Golgi (figura 3[12]) e interagem para formar 

o complexo pE2-E1. Este, por sua vez, é transportado em vesículas secretórias em direção à 

membrana plasmática (figura 3[13]) e, ao final do processo, pE2 sofre clivagem, originando E2 

e E3, no interior de vesículas trans-Golgi (GAROFF; SJÖBERG; CHENG, 2004). A formação 

do CPV II, que contém glicoproteínas E1 e E2, além de nucleocapsídeos, em seu interior, 

permite o transporte dessas proteínas pelo complexo de Golgi até a membrana plasmática 

(JOSE; TAYLOR; KUHN, 2017; MENDONÇA et al., 2023).  

A montagem dos vírions ocorre pela interação da proteína C com ribossomos e com o 

RNA genômico (figura 3[14]), o que promove o acúmulo de partículas constituídas desses 

componentes no citoplasma da célula. Então, glicoproteínas do envelope associadas à 

membrana são recrutadas e glicosiladas durante seu transporte entre o citoplasma e a membrana 



19 

 

plasmática (figura 3[15]). Essas glicoproteínas, ao se ligarem aos nucleocapsídeos, auxiliam na 

fusão entre membranas e no posterior brotamento (figura 3[16]) dos vírions nascentes 

(GAROFF; SJÖBERG; CHENG, 2004). 

 

1.4 Patogênese da febre do Mayaro 

As arboviroses (doenças causadas por vírus transmitidos por vetores artrópodes) são 

doenças que apresentam manifestações clínicas semelhantes entre diferentes arbovírus 

(PANIZ-MONDOLFI et al., 2016). O MAYV faz parte de um grupo de alfavírus conhecidos 

como artritogênicos, que são responsáveis por causar uma doença aguda caracterizada por 

artrite, artralgia, febre, exantema, dores de cabeça e musculares (MEJÍA; LÓPEZ-VÉLEZ, 

2018). Em humanos, os principais sinais clínicos de infecção por MAYV em humanos incluem, 

também, calafrios, dor nos olhos e manifestações gastrointestinais, e são muito semelhantes ao 

que pode ser observado em outras arboviroses, como febre chikungunya e dengue (AGUILAR-

LUIS et al., 2020; MOURÃO et al., 2012), o que causa dificuldades no diagnóstico e aumenta 

as chances de possíveis erros. O vírus também pode causar complicações severas, como 

miocardite, hemorragias e problemas neurológicos (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018). Os 

sinais clínicos podem ser observados de três a 10 dias pós-infecção, com um período de viremia 

curto, que varia entre quatro e sete dias. O mais prevalente entre eles é a artrite, cuja duração 

pode ser de dias, meses e até anos (ASSUNÇÃO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; DA POIAN, 

2013). 

A literatura sobre patogênese do MAYV em PNH é escassa, sendo prevalentes os 

trabalhos que descrevem o curso da infecção em humanos. O MAYV infecta o hospedeiro pelo 

repasto sanguíneo de um mosquito infectado (TESH et al., 1999). Ocorre, então, a multiplicação 

viral no local da inoculação, o que estimula o recrutamento de monócitos e consequente 

infecção deles pelos vírus (DIAGNE et al., 2020). Por meio dos monócitos infectados e via 

sistema linfático, o MAYV acessa a corrente sanguínea, por onde alcança os principais sítios 

de multiplicação, nos quais ocorre a produção consistente e profusa de partículas virais. A partir 

deles, o vírus se dissemina para articulações, músculos e ossos (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 

2012). Estudos anteriores apontaram que a infecção por MAYV induz a produção TNF-α em 

macrófagos que, associada a um aumento de espécies reativas de oxigênio em células humanas 

e murinas na fase aguda de multiplicação viral, parece causar um quadro inflamatório 

característico de artrite (CAMINI et al., 2017; CAVALHEIRO et al., 2016). Em estudos 
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realizados em PNH para avaliar a infecção por CHIKV, foram observadas três fases de infecção, 

nas quais houve sinais clínicos como febre, exantema, linfopenia (baixo nível de linfócitos no 

sangue), monocitopenia (redução da contagem de monócitos no sangue) e granulocitose 

(quantidade anormalmente elevada de granulócitos no sangue ou nos tecidos), bem como a 

persistência do CHIKV em macrófagos, órgãos linfoides e no fígado (HIGGS; ZIEGLER, 

2010). 

Até então, não foram reportados óbitos em humanos causados pela febre do Mayaro e, 

apesar de a doença apresentar manifestações clínicas geralmente mais leves que outras 

arboviroses, o MAYV tem potencial de causar efeitos prejudiciais e duradouros à saúde 

humana, como a artralgia que, quando presente, pode durar meses, causando impactos tanto na 

saúde do indivíduo, quanto no coletivo, por aumentar a procura por serviços médicos e reduzir 

a produtividade no trabalho (THEILACKER et al., 2013). 

 

1.6 Ciclo de Transmissão 

Os alfavírus são transmitidos por vetores artrópodes, geralmente insetos, que se 

infectam ao fazer o repasto sanguíneo em hospedeiros vertebrados infectados, tornando-se 

capazes de transmitir as partículas virais a outro hospedeiro num período de quatro a dez dias. 

Sendo assim, é importante que os hospedeiros vertebrados apresentem viremia suficiente para 

promover a infecção dos vetores, de modo a manter o ciclo de transmissão entre vetores e 

hospedeiros (GRIFFIN, 2013). 

A transmissão do MAYV (figura 4) envolve mosquitos hematófagos do gênero 

Haemagogus sp., principalmente Haemagogus janthinomys, e hospedeiros vertebrados, 

incluindo PNH, que são infectados em ambiente silvestre. Os mosquitos são infectados ao fazer 

repasto sanguíneo, podendo transmitir o vírus a novos hospedeiros (DE THOISY et al., 2003; 

PERALTA; MONTGOMERY; SEYMOUR, 1983). Em mosquitos, também já foi demonstrada 

a possibilidade de transmissão vertical (da fêmea para a prole) do MAYV (MAIA et al., 2019). 

Acredita-se que o ser humano é infectado ao entrar em contato com áreas de mata, onde os 

vetores estão presentes, num fenômeno conhecido como spillover (ABAD-FRANCH et al., 

2012; WEAVER; REISEN, 2010). Apesar de não haver descrição de ocorrência de um ciclo 

urbano do MAYV, uma vez que os vetores artrópodes descritos para o vírus são encontrados 

apenas em ambientes silvestres, e que não foi demonstrada a participação de vetores urbanos 

naturalmente infectados na transmissão do MAYV (DE OLIVEIRA MOTA et al., 2015; 



21 

 

LEDUC et al., 1981; TESH et al., 1999), surtos recentes de febre do Mayaro foram registrados 

em grandes centros urbanos no Norte e Centro-Oeste do país (DA COSTA et al., 2017; DE 

PAULA SILVEIRA-LACERDA et al., 2021; DOS SANTOS SOUZA MARINHO et al., 2022; 

ZUCHI et al., 2014).  

Além disso, estudos anteriores demonstraram, em laboratório, a competência de 

mosquitos experimentalmente infectados do gênero Aedes sp., altamente antropofílicos (vivem 

próximo ao ser humano) e adaptados ao ambiente urbano, de transmitirem o MAYV (LONG et 

al., 2011), o que também foi observado em mosquitos do gênero Anopheles spp. (BRUSTOLIN 

et al., 2018). Isso constitui um cenário preocupante quanto à possibilidade de ocorrência de 

surtos de febre do Mayaro em áreas urbanas, além do possível estabelecimento de um ciclo de 

transmissão urbana do vírus. A crescente degradação ambiental também é causa de 

preocupação, pois as mudanças cada vez maiores em ambientes silvestres provocam a 

aproximação entre vetores hematófagos, originalmente sem hábitos antropofílicos, com o ser 

humano, o que pode se tornar outro fator que contribui com o maior risco de emergência de 

novas doenças, entre elas a febre do Mayaro, em áreas densamente povoadas (EL-SAYED; 

KAMEL, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4: DINÂMICA DE TRANSMISSÃO DO MAYV. A transmissão das diferentes linhagens de MAYV 

ocorre, principalmente, na região amazônica, mas acomete também outras partes da América do Sul. A presença 

de hospedeiros vertebrados e de mosquitos hematófagos antropofílicos, como Aedes spp., capazes de transmitir o 

vírus experimentalmente, em áreas urbanas, constitui um potencial problema de saúde pública. FONTE: 

ACOSTA-AMPUDIA et al, 2018. 
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1.7 Primatas não humanos: características e papel como hospedeiros de arbovírus 

Os animais pertencentes ao grupo taxonômico Platyrrhini, conhecidos como primatas 

do Novo Mundo ou neotropicais, são PNH endêmicos das Américas Central e do Sul. Nesse 

grupo, estão inseridas as famílias Atelidae, Aotidae, Callithrichidae, Cebidae e Pitheciidae, 

cujos membros podem ser encontrados em diferentes áreas do território brasileiro (PAGLIA et 

al., 2012). Indivíduos das famílias Atelidae, Callitrichidae e Cebidae podem ser encontrados 

mesmo em áreas urbanas densamente povoadas e, por serem potenciais hospedeiros de 

diferentes arbovírus, esses animais são utilizados como ferramentas de vigilância 

epidemiológica, contribuindo com o monitoramento da circulação desses vírus e com o controle 

de epidemias (BICCA-MARQUES; DE FREITAS, 2010; KUNO et al., 2017).  

 

 

FIGURA 5: PRIMATAS DO NOVO MUNDO. As imagens ilustram representantes das famílias Aotidae (macaco-

coruja), Atelidae (bugio), Callithrichidae (sagui) e Cebidae (macaco-prego). FONTE: adaptado de DUNN; 

CRISTÓBAL-AZKARATE, 2016. 

 

Os PNH neotropicais que habitam as matas brasileiras são animais de hábitos diurnos e 

majoritariamente arborícolas, havendo grande variação no tamanho, peso e comportamento de 

cada espécie (DUNN; CRISTÓBAL-AZKARATE, 2016). Essas características os tornam 

susceptíveis a mosquitos hematófagos, como Haemagogus sp. (BICCA-MARQUES; DE 

FREITAS, 2010; DE ABREU et al., 2019). Os PNH estão envolvidos nos ciclos de transmissão 

de diferentes arbovírus, atuando como hospedeiros. Entre eles, estão o vírus da dengue, o vírus 

da Zika e o YFV, membros do gênero Flavivirus, que apresentam PNH como hospedeiros em 

seus ciclos de transmissão silvestre na Ásia, África e Brasil, respectivamente (VALENTINE; 

MURDOCK; KELLY, 2019; WEAVER et al., 2018). O CHIKV, que é um alfavírus, assim 

como o MAYV, também se mantém num ciclo de transmissão silvestre no continente africano 
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ao infectar PNH (WEAVER; LECUIT, 2015). Esses vírus são ameaças à saúde pública no 

Brasil, uma vez que eles circulam no país em áreas onde há ocorrência de PNH vivendo próximo 

a populações humanas, podendo se multiplicar nesses animais e causar surtos de doenças graves 

em pessoas por meio de eventos de spillover (FIGUEIREDO, 2007; GUBLER, 2002).  

Os PNH são encontrados, majoritariamente, em ambiente silvestre. Porém, alguns 

gêneros apresentam a capacidade de sobreviver em ambientes altamente urbanizados (BICCA-

MARQUES; DE FREITAS, 2010; DUARTE; GOULART; YOUNG, 2012). Isso os torna 

objetos de estudo de interesse para a saúde pública (MACKAY; ARDEN, 2016), uma vez que 

patógenos emergentes são, em sua maioria, parasitas de animais silvestres que, ao infectarem 

seres humanos a partir do contato com esses animais, provocam doenças que podem ocasionar 

cenários preocupantes, como epidemias (JONES et al., 2008). No caso dos PNH, que são 

evolutivamente mais proximamente relacionados ao ser humano que a outros animais, as 

chances de ocorrer spillover de patógenos, como os arbovírus, de PNH infectados para pessoas 

é ainda maior, dadas as semelhanças fisiológicas entre ambos os grupos (WOLFE et al., 1998). 

Trabalhos anteriores revelaram a presença de anticorpos contra MAYV em PNH 

capturados em áreas de mata próximas a centros urbanos (BATISTA et al., 2012, 2013). 

Considerando que esses animais são considerados os principais hospedeiros do vírus, esses 

estudos demonstram a ocorrência de infecção natural por MAYV em PNH no Brasil (DE 

OLIVEIRA MOTA et al., 2015; FREITAS et al., 1981). Considerando a possibilidade de 

infecção de PNH, incluindo espécies encontradas em áreas urbanas, e o potencial de 

transmissão do MAYV por mosquitos hematófagos antropofílicos, são necessários mais estudos 

sobre a circulação do vírus nessas populações animais, de modo continuado, para que seja 

possível avaliar o risco de emergência do MAYV em cidades do país. 

No caso da vigilância epidemiológica em PNH, os mesmos métodos sorológicos são 

utilizados, sendo necessário realizar a captura e coleta de sangue desses animais (BATISTA et 

al., 2012, 2013). Porém, não é possível coletar o sangue de animais encontrados mortos, o que 

prejudica tanto a realização de ensaios sorológicos, quanto a detecção por métodos moleculares, 

considerando a rápida degradação de moléculas de RNA em cadáveres (SAMPAIO-SILVA et 

al., 2013). Considerando que, muitas vezes, a vigilância é feita com amostras provenientes de 

animais mortos (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2005), é importante que haja métodos alternativos que possibilitem a detecção do MAYV e 

outros arbovírus nessas amostras. 
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1.8 Epidemiologia 

O MAYV foi isolado pela primeira vez em 1954, em amostras de sangue de quatro 

homens que trabalhavam em área de mata e de uma mulher que residia em área urbana no 

condado de Mayaro, em Trinidad e Tobago (ANDERSON et al., 1957). Entretanto, houve 

detecção de anticorpos para o vírus em amostras de soro obtidas de pessoas que trabalharam na 

construção do Canal do Panamá, entre 1904 e 1914 (SRIHONGSE; STACY; GAULD, 1973).  

Desde a primeira descrição de um caso de infecção por MAYV, diversos casos foram 

reportados, em diferentes países, ao longo do continente americano, o que aponta para a 

capacidade de disseminação do MAYV e seu potencial como patógeno reemergente 

(GANJIAN; RIVIERE-CINNAMOND, 2020). Entre os casos confirmados de infecção pelo 

vírus em humanos, estão 24 registrados na Bolívia, entre os anos de 2000 e 2007 (FORSHEY 

et al., 2010); um no Equador, entre 2000 e 2007, e cinco em 2019 (FORSHEY et al., 2010; 

PAHO; WHO, 2019); 14 na Guiana Francesa (PAHO; WHO, 2019; TALARMIN et al., 1998), 

cinco no Haiti entre 2014 e 2015 (BLOHM et al., 2019; LEDNICKY et al., 2016), dois no 

México em 2001 (NAVARRETE-ESPINOSA; GÓMEZ-DANTÉS, 2006), um no Panamá 

(SRIHONGSE; STACY; GAULD, 1973) e 23 casos na Venezuela (AUGUSTE et al., 2015; 

TORRES et al., 2004). 

O Brasil apresenta o maior número de casos registrados de infecção por MAYV em 

humanos nas Américas (figura 6), tendo sido identificados diversos casos nas regiões Norte e 

Centro-Oeste (DA COSTA et al., 2017; DE CURCIO et al., 2022; DE PAULA SILVEIRA-

LACERDA et al., 2021; DOS SANTOS SOUZA MARINHO et al., 2022; ESPOSITO; 

FONSECA, 2017). O primeiro caso de infecção por MAYV no país foi descrito em 1955, no 

estado do Pará, quando seis linhagens do vírus foram isoladas do soro de seis pacientes, sendo 

descrito, pela primeira vez, o genótipo L (do inglês, limited), comumente identificado no norte 

do Brasil (BLOHM et al., 2019; CAUSEY; MAROJA, 1957; ESPOSITO; FONSECA, 2017). 

Neste estudo, também foram testadas, por sorologia, amostras provenientes de pacientes 

residentes da mesma área para detecção de anticorpos neutralizantes contra o Semliki Forest 

virus (SFV). O SFV é um alfavírus restrito ao continente africano, mas que pode apresentar 

reação cruzada com o MAYV devido ao fato de esses vírus serem proximamente relacionados 

(ESPOSITO; FONSECA, 2017; HASSING et al., 2010). Das amostras testadas, 18,9% foram 

positivas, sendo estas consideradas casos de infecção por MAYV devido ao desconhecimento 

da circulação do SFV no país (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; CAUSEY et al, 1957).  
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No final da década de 1970, na cidade de Belterra, também no estado do Pará, houve 

um surto de febre do Mayaro em que se constatou, por testes sorológicos, que aproximadamente 

20% da população local foi acometida, sendo possível observar, inclusive, grande proporção de 

casos de infecção sintomática (LEDUC et al., 1981). Depois de sua introdução no Brasil, o 

MAYV se tornou endêmico na região amazônica, circulando entre vetores e hospedeiros 

silvestres, e causando surtos esporádicos em populações humanas locais, havendo também a 

ocorrência de casos em humanos fora da região (ESPOSITO; FONSECA, 2017).  

Nos últimos anos, casos de infecção por MAYV vêm sendo confirmados nas regiões 

Norte e Centro-Oeste do Brasil. Em 2008, ocorreu um surto de febre do Mayaro no estado do 

Pará em que foram confirmados, por sorologia, 36 casos humanos (AZEVEDO et al., 2009). 

No mesmo período, entre 2007 e 2008, houve confirmação, por sorologia e reação em cadeia 

da polimerase (PCR), de 33 casos de infecção por MAYV em pacientes na cidade de Manaus, 

durante um surto de doença febril aguda (MOURÃO et al., 2012). Em um surto de dengue 

ocorrido entre 2011 e 2012 no estado de Mato Grosso, 604 amostras de pacientes que 

apresentavam sinais clínicos de doença febril aguda foram submetidas a reações de PCR para 

detecção de alfavírus. Do total, 15 amostras foram positivas para a detecção do genoma do 

MAYV (ZUCHI et al., 2014). Recentemente, entre os anos de 2017 e 2022, outros estudos 

confirmaram a presença do genoma do vírus em mosquitos Aedes aegypti (DE CURCIO et al., 

2022), por meio de testes moleculares, e em amostras obtidas de pacientes que apresentavam 

sintomatologia suspeita, por meio de testes moleculares e sorológicos (DA COSTA et al., 2017; 

DE PAULA SILVEIRA-LACERDA et al., 2021; DOS SANTOS SOUZA MARINHO et al., 

2022) nas regiões Norte e Centro-Oeste. 
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FIGURA 6: DISTRIBUIÇÃO DE CASOS DE DETECÇÃO DO MAYV NA AMÉRICA LATINA. O mapa indica 

os países da América Latina em que houve detecção de MAYV, de 1954 a 2019. Foram considerados apenas casos 

autóctones. FONTE: GANJIAN; CINNAMOND, 2020. 

 

1.9 Ensaios para detecção de infecção por MAYV 

A detecção do MAYV pode ser feita por meio de PCR e ensaios sorológicos, como 

PRNT, inibição da hemaglutinação e ELISA (DIAGNE et al., 2020; LEDUC et al., 1981; 

NAVECA et al., 2017). Para a realização de ensaios sorológicos, é necessário que haja amostras 

de soro disponíveis, uma vez que esses testes foram padronizados com a utilização desse 

material (BEWLEY et al., 2021; RUSSELL et al., 1967). A realização de isolamento viral, 

apesar de ser o método mais eficiente de detecção, é dificultada no caso do MAYV devido à 

viremia curta (AZEVEDO et al., 2009; DIAGNE et al., 2020), o que também constitui um 

empecilho para a detecção por PCR.  
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No caso do MAYV, é necessário que sejam feitos esforços no sentido de estimular os 

trabalhos de investigação molecular e sorológica do vírus no Brasil, uma vez que são escassas 

as informações providas por órgãos públicos de saúde sobre o MAYV, além de também haver 

menos trabalhos publicados sobre ele, quando comparado a outros vírus (DE OLIVEIRA 

MOTA et al., 2015; SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2023a). Como forma de aprimorar a vigilância epidemiológica do MAYV, que 

atualmente é feita por meio da coleta de soro de pacientes e de animais (BATISTA et al., 2012, 

2013; BRUNINI et al., 2017; DOS SANTOS SOUZA MARINHO et al., 2022), seria 

interessante a utilização de amostras de órgãos provenientes de carcaças, o que já é feito na 

vigilância do YFV (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2005). Entretanto, devido à impossibilidade de coletar soro de carcaças, seria preciso 

que outros tipos de amostra fossem utilizados. Estudos prévios (GAMBLE; PATRASCU, 1996) 

tiveram êxito na realização de ensaios imunoenzimáticos com a utilização de amostras de tecido 

maceradas, o que aponta para a possibilidade de uso desse tipo de material. 

Antes da realização desse projeto, a Dra. Natalia da Silva executou, durante seu 

doutorado, ensaios de neutralização preliminares que visavam a determinar a viabilidade, a 

priori, do uso de amostras de fígado de PNH maceradas em substituição a amostras de soro 

nesses experimentos. Para isso, foram selecionados animais PCR-positivos para YFV. 

Paralelamente, também foi utilizado um teste rápido de detecção de IgM (EcoDiagnóstica, 

Brasil). Os resultados observados por ela apontaram para a viabilidade do uso de macerados de 

fígado, além de ter sido observada uma possível neutralização de uma das amostras no ensaio 

de neutralização, sendo que a mesma amostra também apresentou resultado IgM positivo no 

teste rápido. 

Sendo assim, amostras de fígado de animais experimentais (descrito em detalhe na seção 

Anexos) foram utilizadas em ensaios de citotoxicidade para confirmação da viabilidade do uso 

desse tipo de material em testes de neutralização. Para tal, o Dr. Erik Reis, durante o 

desenvolvimento de suas atividades de pós-doutorado, preparou e inoculou diferentes diluições 

de amostras de fígado macerado em placas contendo células Vero (ATCC, EUA), seguido do 

uso de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT), dimetilsulfóxido 

(DMSO) e espectrofotômetro para leitura do resultado. Os resultados obtidos demonstraram 

que houve viabilidade celular superior a 80% na menor diluição utilizada (1:20), com aumento 

progressivo de viabilidade, alcançando 100% na maior diluição (1:640). 
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Considerando os resultados obtidos anteriormente, a utilização de amostras de fígado 

provenientes de carcaças em testes sorológicos mostra-se viável, o que possibilita a adaptação 

de ensaios de neutralização viral para padronizar o uso desse tipo de material. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

A crescente degradação ambiental, impulsionada pelo uso da terra para cultivo de 

plantações e criação de gado, e o aumento da urbanização expõem populações humanas a 

patógenos, vetores e hospedeiros presentes em áreas de mata. Isso é causado pela escassez de 

recursos, que força a aproximação entre animais silvestres, em busca de alimento e abrigo, e 

ambientes rurais e urbanos. No caso de viroses reemergentes, como a febre do Mayaro, existem 

fatores preocupantes, como a presença de mosquitos hematófagos com potencial de se tornarem 

vetores urbanos do MAYV, e também a cocirculação de outros arbovírus. O fato de a febre do 

Mayaro provocar, muitas vezes, um quadro clínico semelhante a outras arboviroses, pode 

mascarar a circulação deste e de outros vírus emergentes, causando um problema de saúde 

pública ao dificultar a correta identificação do patógeno e, portanto, o correto manejo clínico e 

epidemiológico de eventuais surtos. 

O MAYV compartilha vetores e hospedeiros com outros arbovírus, como o yellow fever 

virus (YFV) e o chikungunya virus (CHIKV), além de circular em áreas sobrepostas àquelas 

em que comumente ocorre detecção deles. Além disso, a depender da gravidade da doença 

causada por esses vírus, sinais clínicos semelhantes podem ser observados. Desse modo, existe 

a possibilidade de circulação concomitante do MAYV e de outros arbovírus nas mesmas áreas, 

por meio dos mesmos vetores e afetando os mesmos hospedeiros, causando surtos de doenças 

clinicamente semelhantes, em certos casos. Ademais, esses fatores dificultam a detecção do 

MAYV, que pode ser confundido e tratado como outra arbovirose, o que oculta, acidentalmente, 

dados epidemiológicos importantes para a vigilância do vírus no país. 

Esse cenário, somado à quantidade limitada de trabalhos que investigam a dinâmica de 

circulação do MAYV no Brasil, aponta para a necessidade de melhor elucidar as lacunas do 

conhecimento sobre a epidemiologia do vírus, de modo a fornecer ferramentas que viabilizem 

a vigilância epidemiológica e a prevenção e controle de possíveis epidemias futuras. Sendo 

assim, esse trabalho se propõe a: (1) investigar a presença do genoma viral, por meio de testes 

moleculares, que indiquem infecção por MAYV em amostras de PNH obtidas durante o período 

de 2017 a 2020, no estado de Minas Gerais; (2) otimizar um teste de neutralização viral, baseado 
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na técnica clássica de PRNT, com utilização de amostras de fígado ao invés de soro. Isso foi 

feito para que se obtivesse uma técnica sorológica de diagnóstico para complementar o uso da 

PCR, para auxiliar na confirmação de infecção em carcaças de animais, das quais não é possível 

obter amostras de soro. Com isso, visamos a dar suporte a estudos paralelos que buscam 

entender a dinâmica de circulação, epidemiologia, diversidade e evolução do YFV na região, 

baseando-se na hipótese de que diferentes arbovírus podem ter circulado concomitantemente, 

pela ação de mosquitos vetores, nas áreas acometidas pelo recente surto de febre amarela no 

estado. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Investigar a circulação de MAYV em PNH no estado de Minas Gerais e padronizar um 

ensaio de neutralização viral que possibilite a utilização de amostras provenientes de carcaças 

em substituição a amostras de soro. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Realizar a investigação molecular da presença do genoma de MAYV em amostras de 

fígado de PNH coletadas em Minas Gerais, de 2017 a 2020, por RT-qPCR. 

Otimizar um ensaio de neutralização viral para utilização de amostras de fígado, 

substituindo amostras de soro, para investigação de anticorpos neutralizantes anti-MAYV em 

animais experimentais. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

O trabalho foi desenvolvido seguindo o seguinte fluxograma de trabalho (figura 7): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7: Fluxograma de trabalho. 

 

4.1 Amostras biológicas 

As amostras biológicas dos PNH utilizadas neste trabalho foram obtidas do Laboratório 

de Zoonoses da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON). Carcaças de PNH foram coletadas 

durante vigilância de febre amarela no estado de Minas Gerais (MG), sem que fossem 

estabelecidos critérios que determinassem a representação de diferentes grupos ou espécies 

(amostragem de conveniência). No total, amostras de fígado de 732 PNH dos gêneros Alouatta 

sp. (n=53), Callicebus sp. (n=41), Sapajus sp. (n=4) e Callithrix sp. (n=540), provenientes de 

áreas rurais (n=182) e urbanas (n=456) de cada uma das 12 mesorregiões do estado (Norte de 

Minas, Noroeste de Minas, Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce, Central Mineira, 

Metropolitana de Belo Horizonte, Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba, Oeste de Minas, Zona 

da Mata, Campo das Vertentes, Sul e Sudoeste de Minas), foram recebidas entre 2017 e 2021. 

Alguns animais não tiveram o gênero/espécie determinado (n=94). As carcaças foram 

classificadas pelo estado de conservação, sendo divididos em bom (n=492), intermediário 

(n=147) e ruim (n=93), a depender do estágio de decomposição, que foi determinado levando 

em consideração fatores como o aspecto (brilhoso ou opaco), cor, cheiro, consistência e 

presença de parasitas nas carcaças (SACCHETTO et al., 2020). As amostras de fígado foram 
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armazenadas em microtubos com e sem RNA later™ Stabilization Solution (Invitrogen, EUA) 

- solução que preserva as moléculas de RNA presentes na amostra. Em seguida, as amostras 

foram encaminhadas ao Laboratório de Vírus (nível de biossegurança 2) da UFMG, onde foram 

armazenadas a -70°C. O total (n=732) de amostras foi utilizado nesse trabalho para investigação 

da presença do genoma de MAYV (tabela 1). 

 

Tabela 1: Primatas não humanos testados por RT-qPCR para detecção do genoma de MAYV 

                 Área de procedência 

Ano Espécie/gênero Urbana Rural         Sem 

informação 

 

TOTAL 

 

2017 

Callithrix sp.  

Callicebus sp.  

Alouatta sp. 

Sapajus sp. 

 

195 

 

78 

 

3 

 

276 

 

 

2018 

Callithrix sp. 

 Callicebus sp.  

Alouatta sp. 

 

 

164 

 

75 

 

52 

 

291 

 

2019 

Callithrix sp.  

Callicebus sp.  

 

68 

 

19 

 

38 

 

125 

 

2020 

Callithrix sp.  

Callicebus sp.  

Alouatta sp. 

 

29 

 

10 

 

1 

 

40 

 TOTAL 456 182 94 732 

 

As amostras, preservadas em RNA later™ Stabilization Solution, são oriundas de animais dos gêneros Alouatta, 

Callicebus, Sapajus e Callithrix.   

 

Esta parte do projeto foi submetida à Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) e aprovada para recebimento e 

armazenamento de amostras biológicas de PNH (protocolo CEUA: 98/2017), conforme 
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determina a Lei 11.794/2008 e o Decreto 6.899/2009 do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) (Anexo B).  

 

4.1.2 Cultivo de células Vero  

Neste trabalho, foram utilizadas células Vero CCL81 (ATCC/EUA), que são uma 

linhagem celular contínua, oriundas de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops). 

As células foram usadas para a produção de estoques virais, titulações de amostras de vírus e 

realização de testes de neutralização baseados na técnica clássica de neutralização viral por 

redução de placas. As células foram mantidas em meio MEM (Meio essencial mínimo Eagle – 

Cultilab, Brasil) contendo 5% de soro fetal bovino (SFB – Cultilab, Brasil) suplementado com 

bicarbonato, 1% de glutamina (2 mM) e antibióticos (100 U/mL de penicilina, 50 µg/mL de 

estreptomicina e 2 µg/mL de anfotericina B), e incubadas em estufa para cultivo de células a 

uma temperatura de 37°C e a uma concentração de 5% de dióxido de carbono (CO2) 

(FRESHNEY, 2010). 

 

4.1.3 Amostras de vírus 

Amostras de isolados de MAYV (BeAr20290; genótipo L), gentilmente cedidas pelo 

Dr. Maurício Lacerda Nogueira (Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto, São Paulo) 

foram utilizadas neste estudo para infectar células Vero, com diferentes objetivos. Entre eles, 

estão: obter controles positivos, a partir do sobrenadante, para utilização em PCR e produzir 

vírus (pools semente e trabalho) para utilização na infecção de animais experimentais e na 

realização de testes de neutralização. Os estoques virais foram produzidos e titulados de acordo 

com metodologia descrita anteriormente (BAER; KEHN-HALL, 2014), e o título viral obtido 

foi de 5,4 x 107 PFU/mL. A amostra de vírus utilizada nesse trabalho foi registrada no Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado 

(SisGen) sob o código de cadastro A144135. 

 

4.1.4 Amostras de fígado de animais experimentais 

Para a realização dos ensaios de neutralização foram usadas amostras de fígado de 

camundongos C57BL/6 anteriormente infectados com 2x105 unidades formadoras de placas 
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(PFU) de MAYV (seis animais), ou inoculados com sobrenadante de células Vero não 

infectadas (mock – seis animais), por via intraplantar. Após a infecção, os animais foram 

observados por 21 dias, quando foram eutanasiados e os fígados foram coletados e armazenados 

em microtubos de 1,5 mL, a -20ºC. A manutenção e infecção dos animais foi executada em 

colaboração com o Dr. Erik Reis e a aluna de mestrado Thaís Costa. Além disso, foram obtidas 

amostras de animais que haviam sido submetidos a punção cardíaca para extração de sangue, 

em estudo anterior ao presente trabalho. O soro obtido de animais infectados foi utilizado como 

controle positivo, e as amostras de fígado foram armazenadas para posterior utilização em 

ensaios de neutralização para determinar a presença ou ausência de anticorpos. A metodologia 

completa pode ser encontrada na seção Anexos (Anexo A). 

Esta parte do projeto foi submetida à Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) e aprovada para utilização de animais 

em experimentação (protocolos CEUA: 33/2021; 176/2021), conforme determina a Lei 

11.794/2008 e o Decreto 6.899/2009 do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 

 

4.2 Investigação molecular da infecção por MAYV 

Para investigar a presença do genoma viral do MAYV nas amostras de fígado, 

incialmente realizou-se extração de RNA total. O RNA viral foi obtido a partir de fragmentos 

de fígado (20 a 30 mg) que foram acondicionados em microtubos de 1,5 mL contendo 600 µL 

de tampão de lise (Buffer RLT – QIAGEN, EUA) e quatro esferas (beads) de borossilicato de 

2 mm cada (Sigma-Aldrich, Alemanha). Os microtubos foram, então, colocados em um batedor 

de beads (Mini-Beadbeater-16, BioSpec Products, EUA) para maceração das amostras. Os 

macerados obtidos foram utilizados para extração de RNA total seguindo o protocolo do kit de 

extração de ácidos nucleicos (Purification of Total RNA from Animal Tissues, RNeasy® Mini 

Handbook, 4th edition, 2012) de acordo com a recomendação do fabricante (RNeasy® Mini 

Kit, QIAGEN, EUA). Ao final do processo, o RNA total foi eluído com 65 µL de RNase-free 

water provida pelo fabricante, e o eluato obtido foi armazenado em ultrafreezers a -70°C. Todas 

as etapas de extrações foram realizadas utilizando-se um controle negativo, que consiste da 

realização do processo de extração sem utilizar amostra, para garantir que não haja 

contaminação cruzada durante a extração. 



34 

 

As amostras de RNA total foram submetidas a PCR em tempo real (RT-PCR) one step. 

A reação one step envolve o uso de transcriptase reversa para síntese de cDNA a partir de RNA 

em uma única etapa. Os testes foram realizados em duplicata, em aparelho StepOne™ Real-

Time PCR Systems (Applied Biosystems, EUA), utilizando o kit GoTaq® Probe 1-Step RT-

qPCR (Promega, EUA). Para determinar se houve êxito na extração de RNA total, foram 

realizadas reações de RT-PCR utilizando iniciadores específicos para amplificar parte do gene 

que codifica a proteína β-actina (REZENDE et al., 2019) (tabela 2), uma proteína altamente 

conservada nos hospedeiros, que estão envolvidas na motilidade, estrutura e integridade celular.  

Nesse trabalho, foram extraídas e testadas, por RT-qPCR, 732 amostras de fígado de 

PNH. Aquelas que apresentaram temperatura de melting (Tm) diferente do esperado 

(Tm=82°C±1) para o fragmento do gene de β-actina foram testadas novamente por RT-PCR. 

Em caso de nova divergência de Tm, outra extração de RNA total foi realizada. Assim que as 

amostras testadas para β-actina apresentaram Tm esperado, elas foram utilizadas em reações de 

RT-PCR para amplificação de uma região do genoma de MAYV, sendo testadas em duplicata. 

Para detecção do genoma de MAYV, foi utilizada a metodologia descrita por Naveca e 

colaboradores (2017) (NAVECA et al., 2017), que consiste da utilização de iniciadores e sonda 

específicos para a amplificação da região genômica correspondente à proteína não estrutural 1 

(nsP1) do MAYV, gerando um fragmento de 59 bases (tabela 3). Foram utilizados um controle 

positivo, obtido a partir da extração de RNA total do sobrenadante de células infectadas com 

MAYV, e controles negativos, sendo um controle de extração, um controle obtido da extração 

de RNA total do sobrenadante de células não infectadas, e um controle contendo apenas água 

livre de nucleases (non-template control). 

  

Tabela 2: Iniciadores para detecção do gene β-actina por RT-PCR  

Iniciadores  Sequência  

β-ACT_FWD 5’- CCAACCGCGAGAAGATGA -3’ 

β-ACT_REV 5’- CCAGAGGCGTACAGGGATAG -3’ 

FWD: iniciador forward (senso); REV: iniciador reverse (antissenso). Fonte: REZENDE et al., 2019. 
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Tabela 3: Iniciadores e sonda para detecção de MAYV por RT-PCR 

Iniciadores e sonda Sequência  

MAYV_FNF 5’-CACGGACMTTTTGCCTTCA-3’ 

MAYV_FNR 5’-AGACTGCCACCTCTGCTKGAG-3’ 

MAYV_FNP 5’-HEX-ACAGATCAGACATGCAGG-3’ 

FNF: iniciador forward (senso); FNR: iniciador reverse (antissenso); FNP: sonda. Fonte: NAVECA et al., 2017. 

 

4.3 Investigação sorológica da infecção por MAYV 

Além da investigação molecular, ensaios sorológicos são importantes para a 

investigação da exposição de animais ao MAYV. Contudo, dada a indisponibilidade de soro 

nas carcaças coletadas pelo LZOON, foi proposta uma adaptação de teste de neutralização, 

visando a uma futura aplicação na investigação da infecção por MAYV nos PNH. Em uma 

etapa inicial, foram utilizados animais experimentais (infectados com MAYV ou não infectados 

– mock) para padronização de um teste de neutralização viral adaptado, no qual foram utilizadas 

amostras de homogenato de fígado macerado em vez de soro. A padronização de baseou em 

metodologias descritas anteriormente (BEWLEY et al., 2021; GAMBLE; PATRASCU, 1996; 

PAUVOLID-CORRÊA et al., 2015). 

Para o preparo de amostras a serem utilizadas na padronização do teste de neutralização, 

fragmentos de 50 mg de fígado foram depositados, cada um, em microtubos de 1,5 mL contendo 

200 µL de meio MEM (meio essencial mínimo Eagle – Cultilab, Brasil) e quatro esferas (beads) 

de borossilicato de 2 mm cada (Sigma-Aldrich, Alemanha). Esses tubos foram levados a um 

batedor de beads (Mini-Beadbeater-16, BioSpec Products, EUA), por dois minutos, para 

maceração. Em seguida, o macerado foi centrifugado a 8000 x g, por dez minutos (Microfuge 

16, Beckman Coulter, EUA), e o sobrenadante foi coletado. Cinco novas centrifugações foram 

feitas, nas mesmas condições, para obtenção de sobrenadante livre de debris celulares 

(homogenato). O homogenato coletado foi aquecido a 56°C em termobloco (Thermomixer 

Comfort, Eppendorf, Alemanha), por 30 minutos, para inativação do sistema do complemento, 

e utilizado nas etapas seguintes do PRNT. 

Inicialmente, 80 µL de homogenato foram adicionados a 720 µL de MEM 1% SFB 1% 

HEPES (ácido 4 – (2-hidroxietil) -1-piperazin etanol sulfônico; agente tamponante), com um 

volume final de 800 µL, gerando uma diluição de 1:10. Este material foi centrifugado a 16000 

x g, por três minutos, e um volume de, aproximadamente, 750 µL foi transferido para uma placa 
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de 96 poços. Posteriormente, foram feitas diluições seriadas do homogenato na base 2, em placa 

de 96 poços, por meio da transferência de 350 µL das diluições 1:10 para poços contendo 350 

µL de MEM, de modo a obter uma diluição 1:20, e assim por diante, até a diluição 1:160. 

Em paralelo, diluições do MAYV foram feitas, a partir do título viral, com meio MEM 

suplementado com 1% de SFB e 1% de HEPES, para se obter uma concentração de 100 a 150 

PFU/poço. Após a realização das diluições, 300 µL de vírus foram adicionados a 300 µL dos 

homogenatos diluídos (diluições 1:20 a 1:160), como descrito acima, e incubados a 37°C por 

uma hora, de modo a possibilitar a ligação vírus-anticorpo e consequente neutralização pela 

ação dos anticorpos na amostra. 

Um volume de 180 µL da mistura vírus-homogenato de cada diluição foi adicionado, 

em triplicata, em cada poço das placas de 12 poços. Estas foram incubadas por uma hora, com 

intervalos de 10 minutos, a 37°C e 5% de CO2, para ocorrer adsorção das partículas virais à 

monocamada celular. Após a adsorção, foi adicionada solução de carboximetilcelulose 3% e 

meio 199 2x (Gibco-Life Technologies, EUA) com 2% de SFB a cada poço, e as placas foram 

incubadas, nas mesmas condições de temperatura e pressão, por dois dias. Decorrido esse 

tempo, as células foram fixadas com solução de formalina 3,7%, por uma hora, e coradas com 

solução de cristal violeta 1%, por 30 minutos. 

Para cada um dos experimentos foram incluídos controles. Em cada placa de 12 poços, 

foram incluídos dois poços destinados ao controle de vírus, e um poço controle de células não 

infectadas. Para análise dos resultados, foram consideradas apenas as placas de 12 poços que 

não apresentaram placas de lise no controle de células, e que apresentaram placas de lise 

suficientes nos controles de vírus. Para cada placa, foi calculada a média do número de PFU 

dos dois poços de controle de vírus e essa média foi usada para calcular a porcentagem de 

neutralização viral em cada poço teste.  

Durante a realização dos experimentos, foram feitos testes com controles positivos ou 

negativos. Homogenatos de fígado de camundongos não infectados com MAYV foram usados 

como controle negativo. Soro de camundongos experimentalmente infectados com MAYV 

foram usados como controle positivo (controle positivo 1). Um segundo controle positivo, 

consistindo de uma mistura, em igual proporção, de soro positivo de animal infectado com 

MAYV e homogenato de fígado de animal não infectado com MAYV (controle positivo 2), foi 

também usado, para verificar uma possível interferência do homogenato de fígado no processo 

de neutralização.  
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Antes da realização das análises estatísticas, foram estabelecidos critérios para 

selecionar os experimentos que não apresentassem resultados que sugerissem erros de técnica. 

Para isso, levou-se em consideração a quantidade de PFU nos controles de vírus, que deveriam 

apresentar em torno de 100 PFU, com variação máxima de 50%. Também foram consideradas 

as porcentagens de neutralização observadas nos controles positivo 1, positivo 2 e negativo, 

além do padrão de neutralização geral de cada diluição das amostras. Também foi considerado 

um coeficiente de variação entre as replicatas dos três experimentos (para cada grupo – 

infectados e mock) menor ou igual a 25%, sendo desconsiderados aqueles em que fosse 

observada variação acima desse valor (BEWLEY et al., 2021). 

Para verificar a normalidade da distribuição dos dados, optou-se pela utilização de 

análise gráfica (Q-Q plot) e pelo teste estatístico de Shapiro-Wilk. A verificação de normalidade 

por dois métodos foi escolhida para aumentar a precisão do resultado, uma vez que um n 

amostral pequeno pode enviesar o resultado do teste de Sharpiro-Wilk. Considerando-se o 

tamanho amostral e a distribuição dos dados, foi escolhido o teste de Wilcoxon/Mann-Whitney, 

que é um teste estatístico não-paramétrico usado para comparar tendências centrais de duas 

amostras independentes de tamanhos iguais, quando os requisitos para aplicação do teste t de 

Student não são cumpridos (RICHARDSON; OVERBAUGH, 2005). Foram feitas 

comparações entre o grupo infectado e o grupo mock para cada uma das diluições de 

homogenato, de modo a determinar se havia diferença significativa entre elas (nível de 

significância p=0.05).  

As medianas das porcentagens de neutralização (considerando as triplicatas das três 

réplicas experimentais, n=9) observadas em cada diluição (1;20, 1:40, 1:80 ou 1:160), dos 

animais infectados (n=6) foram comparadas com as medianas das porcentagens de 

neutralização observadas em cada diluição dos animais mock (n=6) (por exemplo: medianas de 

neutralização observadas na diluição 1:20 do grupo infectado foram comparadas com as 

medianas de neutralização na diluição 1:20 do grupo mock). As análises estatísticas foram feitas 

com o programa  R (versão 4.2.3) e o pacote ggpubr versão 0.6.0 (KASSAMBARA, 2023).  

 



38 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Investigação de MAYV em PNH 

O surto de febre amarela que teve início em 2016 possibilitou ao nosso grupo de pesquisa 

a montagem de um banco de amostras biológicas proveniente de carcaças de PNH. Essas 

amostras foram encaminhadas ao nosso grupo no contexto de vigilância de febre amarela, para 

que contribuíssemos com os esforços de detecção do YFV no estado de MG. A disponibilidade 

de amostras possibilitou a investigação da presença de outros vírus nesses animais, o que nos 

levou a testar, por meio de RT-PCR, as amostras para a presença do genoma de MAYV. Não 

foi possível detectar o genoma de MAYV em nenhuma das 732 amostras testadas nesse 

trabalho. 

A ausência de amostras com resultado detectável para o genoma de MAYV nesse 

trabalho pode indicar a ausência de circulação do vírus em MG, considerando que o método de 

RT-PCR é muito sensível, sendo possível detectar poucas cópias de RNA viral presente na 

amostra (NAVECA et al., 2017). Por outro lado, fatores como a rápida degradação do RNA em 

um organismo após sua morte, atrelado ao fato de que o fígado é um dos primeiros órgãos onde 

se inicia o processo de decomposição, podem ocasionar uma perda significativa de material 

genético viral após a morte do hospedeiro (JAVAN et al., 2019; SAMPAIO-SILVA et al., 

2013). Somado a isso, a viremia em infecções por MAYV é frequentemente baixa e curta, com 

dois a três dias de duração (ALTO et al., 2020; BINN; HARRISON; RANDALL, 1967; 

VASCONCELOS et al., 1998), o que pode representar outro fator que dificulta a detecção do 

genoma viral por métodos moleculares. 

Sendo assim, considerando que as amostras de fígado utilizadas nesse trabalho são 

provenientes de carcaças, a não detecção de RNA nas amostras não significa, necessariamente, 

que os animais não haviam sido infectados antes da morte (DIAGNE et al., 2020). Além disso, 

o tempo de viremia curto observado nas infecções por MAYV pode, também, dificultar a 

detecção do genoma do vírus. Somado a isso, há o fato de que pode ter ocorrido uma infecção 

não letal em um animal em algum momento de sua vida, o que somente poderia ser avaliado 

por meio de um teste sorológico (BATISTA et al., 2012, 2013). Anticorpos apresentam uma 

durabilidade maior que o RNA no organismo, podendo ser encontrados, inclusive, por algum 

tempo após a morte, o que demonstra, mais uma vez, a importância de se considerar abordagens 

sorológicas no diagnóstico a partir de carcaças de animais (DIAS et al., 2022; SAMPAIO-

SILVA et al., 2013; TRYLAND et al., 2006) .  
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Outro ponto a se considerar ao analisar a ausência de amostras positivas nesse trabalho 

é o viés causado pelo método de amostragem das carcaças. A maioria (n=456) dos animais 

testados foram coletados em áreas urbanas, principalmente na mesorregião Metropolitana de 

Belo Horizonte (BH). Isso ocorreu devido ao fato de os animais serem, muitas vezes, 

encontrados pela população local, que comunica o fato às autoridades de saúde, que, por sua 

vez, fazem a coleta (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2005). Como a região metropolitana de BH possui uma maior malha urbana, quando 

comparada a outras regiões do estado, e como a quantidade de pessoas circulando em diferentes 

locais é maior, a probabilidade de um animal ser encontrado é maior que em áreas de outras 

regiões, em que a carcaça poderia estar em local de difícil acesso ou menos frequentado pela 

população, onde provavelmente não seria encontrada (IBGE, 2021a, 2021b). 

Esse viés de amostragem pode indicar que os animais testados poderiam, de fato, não 

estar infectados pelo MAYV no momento da morte. Além disso, o histórico de circulação do 

vírus no Brasil, que ocorre nas regiões Norte e Centro-Oeste (DOS SANTOS SOUZA 

MARINHO et al., 2022; ESPOSITO; FONSECA, 2017; ZUCHI et al., 2014), reforça a ideia 

de que, no caso de uma possível detecção de PNH infectado com MAYV em MG, a 

probabilidade de que esta ocorra em amostra de animal advindo de uma área geograficamente 

mais próxima da região Centro-Oeste do país, em especial o estado de Goiás, é maior. Também 

é preciso considerar que a maioria das amostras testadas (n=540) são provenientes de animais 

do gênero Callithrix sp., e que esse gênero de PNH não possui representantes cujas amostras 

foram positivas em testes moleculares e sorológicos em estudos recentes (BATISTA et al., 

2012, 2013). 

 Como demonstrado por Lorenz e colaboradores (2019) (LORENZ; FREITAS 

RIBEIRO; CHIARAVALLOTI-NETO, 2019), por meio de modelagens estatísticas que 

consideraram fatores como bioma, pluviosidade e densidade populacional, MG é uma área de 

risco para exposição ao MAYV, uma vez que o estado apresenta condições ambientais e 

antrópicas favoráveis à circulação do vírus. Somado a isso, está o fato de que grandes centros 

urbanos do estado possuem populações de PNH vivendo próximas a pessoas, além da presença 

de mosquitos hematófagos antropofílicos, como as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus 

que apresentam competência vetorial para transmitir o MAYV quando experimentalmente 

infectados (PEREIRA et al., 2020).  

Ademais, estudos prévios descreveram a detecção da infecção por MAYV em larvas e 

mosquitos adultos (DE CURCIO et al., 2022) na região Centro-Oeste do país, demonstrando 



40 

 

que ela ocorre naturalmente. Sendo assim, ao considerarmos a crescente degradação ambiental, 

surge a possibilidade de maior contato entre hospedeiros silvestres e vetores que circulem em 

áreas rurais, o que poderia promover a disseminação do MAYV para populações humanas. O 

contato entre pessoas infectadas em ambientes rurais e habitantes de áreas urbanas criaria, 

então, o risco de estabelecimento de um ciclo de transmissão urbano do vírus. 

Considerando o histórico da circulação do MAYV em regiões próximas ao estado de 

MG (BRUNINI et al., 2017; DE CURCIO et al., 2022), somado ao potencial risco da ocorrência 

de surtos do vírus devido a fatores ambientais e antrópicos, é possível que o MAYV já tenha 

sido introduzido e circule em MG, mas que, possivelmente, não tenha havido circulação 

concomitante dele e do YFV durante o recente surto de FA. Por outro lado, há que se considerar 

também a possibilidade de o MAYV não ter sido introduzido no estado de MG, uma vez que a 

detecção do vírus não foi descrita na região até então (LIMA et al., 2021; LORENZ; FREITAS 

RIBEIRO; CHIARAVALLOTI-NETO, 2019). Sendo assim, a vigilância epidemiológica em 

PNH se torna ainda mais importante, para que uma eventual introdução do vírus em MG possa 

ser detectada, de modo a fornecer informações às autoridades de saúde para melhor manejo de 

casos. Também é importante que esse acompanhamento seja feito no atual contexto de surtos 

de CHIKV em MG, já que as infecções por ambos os vírus podem apresentar sinais clínicos 

semelhantes (IZURIETA et al., 2018; SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023b).  

 

5.2 Adaptação de ensaio de neutralização viral  

A partir dos homogenatos preparados com amostras de fígado coletadas dos 

camundongos experimentais, foram realizados ensaios de neutralização baseados na técnica 

clássica de ensaio de neutralização por redução de placas (PRNT).  

Durante os testes preliminares de neutralização, diferentes condições foram testadas. 

Inicialmente, foram realizados testes em placas de seis poços (dados não apresentados). Essa 

metodologia limitava o número de diluições e replicatas por placa. Sendo assim, optou-se por 

utilizar placas de 12 poços, que possibilitariam o uso de menos placas para testar mais diluições, 

além de ser possível acondicionar mais replicatas da mesma diluição em uma placa.  

Optou-se por utilizar fígados provenientes de animais que não passaram por punção 

cardíaca, de modo a melhor mimetizar o que ocorreria num cenário em que amostras de carcaças 
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de animais encontrados no ambiente fossem testadas. Sendo assim, os fígados de animais 

submetidos a punção cardíaca foram usados em controles negativos. Nas amostras de animais 

mock observou-se, num primeiro momento, porcentagens de neutralização significativas, o que 

estimulou a introdução de mais etapas de centrifugação das amostras (dados não apresentados). 

Isso se mostrou efetivo, uma vez que os níveis de neutralização em animais mock foram 

reduzidos, sem prejuízo do padrão observado em animais infectados. 

Os ensaios de neutralização foram realizados, inicialmente, utilizando-se diluições de 

amostras de homogenato na base 2, a saber: 1:20 a 1:1280. Desse modo, a cada diluição, a 

quantidade de anticorpos hipotéticos presentes nas amostras seria reduzida pela metade. Após 

a realização de alguns testes (dados não apresentados), observou-se que, a partir da diluição 

1:160, não se observava mais atividade neutralizante nos homogenatos de animais infectados, 

o que levou ao abandono das diluições subsequentes a essa.  

Nos experimentos de neutralização viral pela redução de placas usando homogenatos de 

fígados de animais infectados e mock, foram observados padrões diferentes de redução de PFU 

nos controles virais. Assim, optou-se pelo uso de solução tamponante (HEPES) em uma 

tentativa de solucionar o problema, e isto surtiu o efeito esperado. 

Usando as condições pré-estabelecidas, conforme descrito acima, foram feitos três 

experimentos independentes, e em cada um destes, as amostras foram testadas em triplicata. 

Em um caso, houve perda de monocamada em poços referentes às diluições 1:20, 1:40 e 1:80 

do animal 2 (mock) durante um experimento. Sendo assim, para este animal foram considerados 

os dados provenientes de dois experimentos (três triplicatas de duas réplicas experimentais). 

Para os demais animais, foram considerados resultados de todos experimentos (três triplicatas 

de três réplicas experimentais). 

Para visualizar os perfis de redução de placas de lise, foram feitos gráficos de densidade, 

para cada diluição, comparando animais infectados e mock (figura 8). Para a construção dos 

gráficos, foram considerados os valores percentuais de neutralização observados em cada poço 

dos três experimentos realizados para cada grupo de animal (infectado e mock). Assim, cada 

animal representado apresenta 36 valores, correspondentes a nove poços (três poços por 

diluição por experimento), referentes a cada diluição (exceto animal 2 mock). Os perfis de 

distribuição de porcentagens de neutralização em cada poço apontam para uma maior 

neutralização em amostras provenientes de animais infectados, quando comparados aos mock. 
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No entanto, pode-se observar algumas áreas onde nota-se uma sobreposição da 

distribuição dos valores de neutralização quando comparados testes feitos com homogenato de 

animais infectados e mock. Estas áreas de sobreposição vão aumentando à medida que a 

diluição aumenta. Foi feita, então, análise da dispersão dos valores de neutralização de cada 

animal individualmente, por diluição (figura 9).  
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FIGURA 8: DISTRIBUIÇÃO DOS PERCENTUAIS DE NEUTRALIZAÇÃO PARA CADA DILUIÇÃO 

(INFECTADOS E MOCK). Representação gráfica da densidade dos percentuais de neutralização para cada poço 

de cada diluição, comparando animais infectados (azul) e mock (amarelo), nas diluições 1:20 (A), 1:40 (B), 1:80 

(C) e 1:160 (D). Linhas tracejadas representam as medianas. É possível observar maiores percentuais de 

neutralização nos poços em que foram inoculadas amostras de homogenato de fígado infectado incubadas com 

vírus. Para o animal 2 (mock), foram considerados dados de dois experimentos (três replicatas de duas réplicas 

experimentais). O aumento progressivo da área de sobreposição das distribuições, relacionado diretamente ao 

aumento da diluição, demonstra um aumento na ocorrência de poços com percentuais de neutralização similares 

entre infectados e mock. O percentual de neutralização parece estar relacionado à diluição. 
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FIGURA 9:  DISPERSÃO DOS VALORES DE NEUTRALIZAÇÃO. A figura ilustra a dispersão dos percentuais de neutralização por animal. Estão representados animais 

infectados (A), mock (B) e controles (ambos os gráficos; três últimos grupos de boxplot, à direita). É possível observar que os valores medianos de neutralização ficaram acima 

de 50 % (linha tracejada) nos seis animais infectados, na diluição 1:20, e acima de 50% na diluição 1:40 de três animais. Todas as medianas dos animais mock foram abaixo de 

50%. Para o animal 2 (mock), foram considerados dados de dois experimentos (três replicatas de duas réplicas experimentais).
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Nos animais mock, não foram observados valores medianos de neutralização acima de 

25%, na diluição 1:20, na maioria dos animais (n=5). A exceção foi o animal 5, que apresentou 

uma mediana de neutralização de 34% na diluição 1:20 (figura 9). Já nos animais infectados, 

observou-se valores medianos de neutralização superiores a 60%, com exceção do animal 2, na 

diluição 1:20. Na diluição 1:20, cinco animais infectados apresentaram valores que variaram 

entre 64% e 78% de neutralização, enquanto o animal 2 apresentou uma mediana de 

neutralização de 49,6%. 

No geral, observa-se uma heterogeneidade de percentuais de neutralização quando se 

compara as triplicatas de duas ou três réplicas experimentais (considerando cada diluição de 

cada animal) (figuras 8 e 9). As diferenças observadas podem estar relacionadas à própria 

técnica, que é muito sensível a pequenas variações de execução, ou mesmo ao tipo de material 

utilizado, que não é o convencional para esse ensaio. Portanto, é esperado que o padrão de 

neutralização apresente variações em relação ao que é observado em ensaios de neutralização 

virais tradicionais (LINDSEY; CALISHER; MATHEWS, 1976). 

Na comparação entre as amostras do grupo de animais infectados e do grupo mock 

(figura 10), na diluição 1:20, observou-se diferença estatística significativa (W = 36, p = 

0.002165) entre as medianas de neutralização viral. Também foi possível observar diferenças 

significativas entre as porcentagens de neutralização obtidas para animais infectados, quando 

comparados aos mock, na diluição 1:40 (W = 36, p = 0.004998), na diluição 1:80 (W = 36, p = 

0.002165) e na diluição 1:160 (W = 34, p = 0.008658). 
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FIGURA 10: COMPARAÇÃO DOS PERCENTUAIS DE NEUTRALIZAÇÃO POR DILUIÇÃO. Gráfico 

ilustrando as porcentagens de neutralização observadas nos animais infectados e mock. Valores obtidos pela 

mediana de todos os poços correspondentes a cada diluição. Para um animal infectado, foram considerados os 

valores obtidos em dois experimentos ao invés de três. Teste Wilcoxon/Mann-Whitney. Nível de significância p < 

0,05. Para o animal 2 (mock), foram considerados dados de dois experimentos (três replicatas de duas réplicas 

experimentais). 

 

Ao se plotar a neutralização mediana por animal e por diluição, foram observados, entre 

os testes feitos com amostras de animais mock e infectados (figura 11), perfis de curva que 

pareciam ter inclinações diferentes. Foi feita então uma análise de regressão linear para verificar 

se havia uma correlação entre a diluição e a porcentagem de neutralização observada, e se eram 

distintas entre animais infectados e mock.  
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FIGURA 11: CURVAS DE NEUTRALIZAÇÃO VIRAL. O gráfico representa as medianas dos percentuais de 

neutralização, por animal e por diluição. É possível perceber uma inclinação nas curvas do gráfico, o que sugere 

uma correlação entre neutralização e diluição. Para o animal 2 (mock), foram considerados dados de dois 

experimentos (três replicatas de duas réplicas experimentais). 

 

Usando os dados de animais infectados, foi feita uma regressão linear (figura 12), por 

meio da qual foi possível observar que 85% da neutralização viral nos animais infectados é 

explicada pela diluição (R2 = 0,85; p=1.084e-10), enquanto que, para os animais mock, 70% da 

neturalização viral foi explicada pelas diluições (R2 = 0,70; p= 3.505e-07).  Esses dados 

sugerem a presença de componentes com atividade neutralizante nas amostras dos animais 

infectados, comparados aos mock. Levando em consideração que as amostras são advindas de 

animais infectados com MAYV, e que o fígado é um órgão altamente vascularizado 

(LORENTE; HAUTEFEUILLE; SANCHEZ-CEDILLO, 2020), fortalece-se a hipótese de que 

esses componentes poderiam ser anticorpos neutralizantes.  

Considerando a porcentagem de neutralização inespecífica observada em animais mock 

nas menores diluições, levantou-se a hipótese de que deve haver algum componente presente 

no próprio órgão, como debris celulares e teciduais, que não foram removidos durante o 

processo de centrifugação, representando matéria orgânica que adsorve a partículas virais, de 

modo a desempenhar uma atividade, mais facilmente observada nas menores diluições, que 

poderia ser erroneamente interpretada como neutralização viral por anticorpos. Essa hipótese é 

reforçada pelo estudo de Holland e McLaren (1959) (HOLLAND; MCLAREN, 1959), que 

constataram que a presença de células lisadas reduz a contagem de PFU observada em poços 

contendo monocamada infectada. Isso explica, portanto, a menor contagem de placas de lise e 

consequente aumento do percentual de neutralização em menores diluições dos homogenatos 
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de animais mock. Em nossos ensaios de neutralização, porém, esse efeito foi reduzido à medida 

em que as amostras foram diluídas, podendo ser observada redução expressiva na neutralização, 

em animais mock, da menor diluição (1:20) para a diluição subsequente (1:40). Entre os 

próximos passos deste projeto, está a utilização de filtros para filtrar as amostras de homogenato 

de animais infectados, de modo a determinar, por meio de novos testes, se será possível observar 

diminuição na neutralização inespecífica, usando amostras de animais mock e infectados. 

Os resultados dos ensaios de neutralização viral demonstram a viabilidade do uso de 

amostras de fígado em substituição ao soro, uma vez que se observou significativa neutralização 

pelas amostras de animais infectados, em diferentes diluições das replicatas biológicas, sendo 

proporcional à diluição da amostra, com destaque para as diluições 1:20 e 1:40, que 

apresentaram maiores valor de neutralização. Isso sugere a presença de anticorpos 

neutralizantes em amostras de fígado provenientes de carcaças preservadas a baixas 

temperaturas, o que configura uma importante constatação.  

Os valores de percentual de neutralização comumente utilizados para considerar uma 

amostra como positiva (possui anticorpos neutralizantes) em ensaios que utilizam soro são 

iguais a ou maiores que 50% (cutoff) (RASULOVA et al., 2022; SIMÕES et al., 2012). Com 

base nos resultados obtidos, sugere-se cutoff de ao menos 60%, além da realização do teste com 

diluições seriadas, para se averiguar se a redução da neutralização é proporcional à diluição, 

como observado no presente trabalho. 

É importante ressaltar, porém, que resultados negativos nesses ensaios podem ser 

atribuídos, em certos casos, a diferenças na resposta imune de um animal (GARTNER, 2012; 

VIDAL, 2017), que pode ter produzido menos anticorpos após a infecção, ou mesmo pode ter 

tido contato com menores quantidades de partículas virais. Esses fatores poderiam interferir no 

perfil de neutralização, fazendo com que um animal previamente exposto ao vírus tenha um 

resultado negativo no teste. 

Para a padronização desse ensaio, animais experimentais foram infectados durante a 

execução desse projeto para que se obtivesse órgãos que pudessem ser potenciais locais de 

maior concentração de anticorpos. Para tal, levantou-se a hipótese de que o fígado seria um 

bom candidato, levando em conta que o órgão é muito vascularizado e que é um sítio de 

replicação primário do MAYV (DIAGNE et al., 2020; LORENTE; HAUTEFEUILLE; 

SANCHEZ-CEDILLO, 2020), o que faria dele um bom candidato a conter anticorpos. Também 

foi levada em consideração, para a escolha do fígado, a maior disponibilidade de amostras desse 
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órgão, provenientes de PNH, entre as que possuímos para serem estudadas, sendo que também 

temos como perspectiva a utilização de homogenatos de amostras de fígado de PNH para a 

realização dos ensaios de neutralização adaptados.  

Nossos resultados de detecção de atividade neutralizante viral, usando amostras de 

tecido sólido são corroborados por estudo prévio. O uso de amostras de tecidos advindos de 

carcaças foi feito em estudo anterior, que avaliou a eficácia do uso de tecidos de porcos 

infectados na realização de ensaios imunoenzimáticos (ELISA) (GAMBLE; PATRASCU, 

1996). No estudo, foram utilizadas amostras de soro de porcos experimentalmente infectados, 

coletadas periodicamente, e amostras de língua e músculo maceradas em kits comerciais de 

ELISA. Os resultados obtidos demonstraram a viabilidade do uso de tecidos sólidos, em 

comparação ao soro, nesses ensaios. Similarmente, outro trabalho avaliou a viabilidade do uso 

de líquido secretado por amostras de diafragma de porcos naturalmente infectados em ELISA. 

O líquido, obtido após congelamento e descongelamento das amostras, se mostrou um material 

útil para detecção de anticorpos contra Trichinella spiralis por ELISA (BECK et al., 2005). 

Ainda, estudos anteriores demonstraram a possibilidade de detecção de anticorpos por ELISA 

em amostras de fluidos corporais obtidos de carcaças de animais mantidas sob refrigeração 

(10°C) por até nove dias (TRYLAND et al., 2006). 

Estes dados em conjunto abrem perpectivas para o uso de homogenato de fígado 

também em ELISA, o que ainda deverá ser avaliado. Neste trabalho, optamos por avaliar a 

presença de anticorpos contra o MAYV, pelo teste de neutralização, porque este avalia a 

presença de anticorpos neutralizantes, e não anticorpos totais, como no ELISA, possibilitando 

não somente a detecção dos anticorpos, mas também a visualização do efeito biológico (redução 

de placas). Sendo assim, a técnica de neutralização adaptada nesse trabalho poderá ser de grande 

valia para a vigilância epidemiológica de arbovírus, especialmente como uma complementação 

laboratorial, nos programas baseados em vigilância passiva e a análise de carcaças de animais, 

como o programa de vigilância de FA.  na vigilância passiva,  o que se baseia, em grande parte, 

no uso de carcaças de animais encontradas pela população (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA 

EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005).  
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FIGURA 12: REGRESSÃO LINEAR DOS PERCENTUAIS DE NEUTRALIZAÇÃO POR DILUIÇÃO.                                                                                                                       

Gráficos de regressão linear das diluições das amostras de animais infectados (A) e mock (B). É possível observar 

um aumento gradual no percentual de neutralização das maiores diluições (amostra mais diluída) para as menores 

diluições (amostra menos diluída), indicando uma correlação entre diluição e neutralização. Valores para (A): (R2 

= 0,85; p=1.084e-10; neutralização = 11 + 1162 x diluição). Diluições representadas em decimais (1:20 = 0.05; 

1:40 = 0.025; 1:80 = 0.0125; 1:160 = 0.00625). Valores para (B): (R2 = 0,70; p= 3.505e-07; neutralização = 3.4+ 

419 x diluição). Para o animal 2 (mock), foram considerados dados de dois experimentos (três replicatas de duas 

réplicas experimentais). 
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6. CONCLUSÃO 

Esse trabalho demonstrou a ausência de fragmentos de genoma de MAYV detectáveis 

nas amostras de PNH, o que poderia indicar a não circulação do vírus no estado de MG, e o 

desenvolvimento de uma técnica adaptada do ensaio de neutralização viral (PRNT) clássico, 

que utiliza amostras de órgãos no lugar de soro. Os resultados aqui descritos são importantes 

para o trabalho de vigilância epidemiológica, que deve ser contínuo, e fornecem novos meios 

de detecção que poderão ser de grande valia para o manejo de eventuais surtos de febre do 

Mayaro e outras arboviroses. 
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9. ANEXOS 

ANEXO A - Infecção de animais experimentais 

Camundongos C57 black (C57BL/6) foram adquiridos, com permissão do 

CEUA/UFMG, e acondicionados em gaiolas próprias para manejo desses animais, com 

condições ambientais apropriadas, bem como com disponibilidade de alimento e água 

periodicamente trocados. A manutenção e infecção dos animais foi executada em colaboração 

com o Dr. Erik Reis e a aluna de mestrado Thais Costa. 

Esses animais foram infectados, em coortes de seis, com sobrenadante de células Vero 

contendo 2x105 unidades formadoras de placas (PFU) de MAYV, por via intraplantar. Para tal, 

foram utilizadas seringas de 0,3 mL (BD Ultra-Fine™, EUA), sendo aplicado o equivalente a 

10 ul na área intraplantar dos animais. Também foram utilizados animais mock, divididos em 

grupos de seis, que foram inoculados com sobrenadante de células Vero não infectadas, 

seguindo os mesmos parâmetros utilizados para os animais infectados. 

Os animais foram monitorados periodicamente por 21 dias, a partir do momento da 

infecção, com o intuito de observar eventuais sinais clínicos graves que provocassem 

sofrimento desnecessário aos animais. Ao final desse período, os animais infectados, bem como 

os animais mock, foram eutanasiados mediante administração de aproximadamente, 0,2 mL 

(para cada 20 g de peso do animal) de uma solução elaborada a partir de: 1,0mL de Cetamina 

10% (100mg/kg); 0,5 mL de Cloridrato de Xilazina 2% (10 mg/kg) e 8,5 mL de água para 

injeção. Após confirmação de que cada animal estava completamente sedado, foi executado 

deslocamento cervical com auxílio de pinça cirúrgica posicionada na base do crânio, por tração 

da cauda.  

Então, para um dos grupos de animais infectados, foi feita punção cardíaca, seguida de 

centrifugação a 1300g por dez minutos, para obtenção de soro contendo anticorpos, que foram 

utilizados como controles nos experimentos de neutralização. Em seguida, o fígado de cada um 

foi coletado e armazenado em microtubos de 1,5 mL, a -20ºC. Para o outro grupo de animais 

infectados, o fígado foi coletado sem que houvesse coleta de sangue por meio de punção 

cardíaca prévia, sendo os órgãos armazenados nas mesmas condições, até processamento. Nos 

animais mock, foi feita coleta de fígado sem que houvesse coleta de sangue. Não foi feita punção 

cardíaca nos animais para mimetizar as condições em que uma carcaça é encontrada. 
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COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
 
 
 
 

CERTIFICADO 

Certificamos que o projeto intitulado "INVESTIGAÇÃO DE VÍRUS EM ANIMAIS SILVESTRES E DOMÉSTICOS EM 

MINAS GERAIS", protocolo do CEUA: 98/2017 sob a responsabilidade de Betania Paiva Drumond que envolve a 

produção, manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) 

para fins de pesquisa científica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro 

de 2008, do Decreto nº 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle 

da Experimentação Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunião de 26/09/2022. 

 

Vigência da Autorização 26/06/2022 a 25/06/2024 

Finalidade Pesquisa 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 540 

Peso/Idade 234mg / 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de peça (amostra biológica) 

coletadas na rotina (sangue, swab oral, swab anal) por 

veterinários do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas não humanos, gambás e outros mamíferos e 

roedores 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 200 

Peso/Idade 2kg / 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de amostras (sangue, swab 

oral e anal) coletados na rotina do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Aves 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Primata não-humano / --- 
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Nº de animais 490 

Peso/Idade 5kg / 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças recebidas no Laboratório de Zoonoses da da 

Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON-BH) 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 
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Atividade(s) Recebimento de carcaça ou peça (amostra biológica de 

tecidos coletada de carcaças- fragmentos de vísceras e 

órgaos, swab oral e anal) coletados na rotina do CCZ-BH 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas nao hurmanos 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do interior de Minas Gerais 

*Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

Nº de animais 100 

Peso/Idade 33mg / 4(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais usados no Laboratório de Zoonoses 

da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON- BH) 

*Espécie/linhagem Morcego / Não definida 

Nº de animais 300 

Peso/Idade 100g / 12(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais recebidas do CCZ-BH 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Coleta de carcaças recebidas no CCZ 

Espécie/Grupos Taxonômicos Mamífero/morcego 

Local(is) Grande Belo Horizonte 

 

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)  

*Espécie/linhagem Morcego / Não definida 

Nº de animais 300 

Idade 12(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais recebidas do CCZ-BH 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Coleta de carcaças recebidas no CCZ 

Espécie/Grupos Taxonômicos Mamífero/morcego 

Local(is) Grande Belo Horizonte 

*Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

Nº de animais 100 

Idade 4(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais usados no Laboratório de Zoonoses 

da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON- BH) 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 200 

Idade 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de amostras (sangue, swab 

oral e anal) coletados na rotina do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Aves 
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Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 540 

Idade 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de peça (amostra 

biológica) coletadas na rotina (sangue, swab oral, 

swab anal) por veterinários do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas não humanos, gambás e outros 

mamíferos e roedores 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Primata não-humano / --- 

Nº de animais 490 

Idade 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças recebidas no Laboratório de Zoonoses 

da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON-BH) 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de carcaça ou peça (amostra biológica 

de tecidos coletada de carcaças- fragmentos de 

vísceras e órgaos, swab oral e anal) coletados na 

rotina do CCZ-BH 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas nao hurmanos 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do interior de Minas 
Gerais 

 

Considerações posteriores: 

26/09/2022 Pedido de Prorrogação Aprovado na reunião 

ordinária on-line do dia 26/09/2022. Validade: 

26/06/2022 à 25/06/2024. 

26/06/2017 Aprovado na reunião do dia 26/06/2017. Validade: 

26/06/2017 à 25/06/2022 

 
Belo Horizonte, 11/04/2023. 

Atenciosamente, 

Sistema Solicite CEUA UFMG 

https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/ 

 
 

 
Universidade Federal de Minas Gerais 

Avenida Antônio Carlos, 6627 – Campus Pampulha 

Unidade Administrativa II – 2º Andar, Sala 2005 

31270-901 – Belo Horizonte, MG – Brasil 

Telefone: (31) 3409-4516 
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www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br 

 

 

 

 

 

 

 

  

https://www.ufmg.br/bioetica/ceua
mailto:cetea@prpq.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

 
CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
 
 
 
 

CERTIFICADO 

Certificamos que o projeto intitulado "INVESTIGAÇÃO DE VÍRUS EM ANIMAIS SILVESTRES E DOMÉSTICOS EM 

MINAS GERAIS", protocolo do CEUA: 98/2017 sob a responsabilidade de Betania Paiva Drumond que envolve a 

produção, manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) 

para fins de pesquisa científica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro 

de 2008, do Decreto nº 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle 

da Experimentação Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunião de 26/09/2022. 

 

Vigência da Autorização 26/06/2022 a 25/06/2024 

Finalidade Pesquisa 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 540 

Peso/Idade 234mg / 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de peça (amostra biológica) 

coletadas na rotina (sangue, swab oral, swab anal) por 

veterinários do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas não humanos, gambás e outros mamíferos e 

roedores 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 200 

Peso/Idade 2kg / 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de amostras (sangue, swab 

oral e anal) coletados na rotina do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Aves 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Primata não-humano / --- 

Nº de animais 490 

Peso/Idade 5kg / 2(anos) 

Sexo indiferente 
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Origem Carcaças recebidas no Laboratório de Zoonoses da da 

Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON-BH) 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 
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Atividade(s) Recebimento de carcaça ou peça (amostra biológica de 

tecidos coletada de carcaças- fragmentos de vísceras e 

órgaos, swab oral e anal) coletados na rotina do CCZ-BH 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas nao hurmanos 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do interior de Minas Gerais 

*Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

Nº de animais 100 

Peso/Idade 33mg / 4(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais usados no Laboratório de Zoonoses 

da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON- BH) 

*Espécie/linhagem Morcego / Não definida 

Nº de animais 300 

Peso/Idade 100g / 12(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais recebidas do CCZ-BH 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Coleta de carcaças recebidas no CCZ 

Espécie/Grupos Taxonômicos Mamífero/morcego 

Local(is) Grande Belo Horizonte 

 

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)  

*Espécie/linhagem Morcego / Não definida 

Nº de animais 300 

Idade 12(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais recebidas do CCZ-BH 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Coleta de carcaças recebidas no CCZ 

Espécie/Grupos Taxonômicos Mamífero/morcego 

Local(is) Grande Belo Horizonte 

*Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

Nº de animais 100 

Idade 4(meses) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças de animais usados no Laboratório de Zoonoses 

da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON- BH) 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 200 

Idade 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de amostras (sangue, swab 

oral e anal) coletados na rotina do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Aves 
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Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Espécie silvestre brasileira / ---- 

Nº de animais 540 

Idade 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de alíquota de peça (amostra 

biológica) coletadas na rotina (sangue, swab oral, 

swab anal) por veterinários do CETAS-IBAMA 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas não humanos, gambás e outros 

mamíferos e roedores 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do entorno 

*Espécie/linhagem Primata não-humano / --- 

Nº de animais 490 

Idade 2(anos) 

Sexo indiferente 

Origem Carcaças recebidas no Laboratório de Zoonoses 

da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON-BH) 

Número da Solicitação ou Autorização SISBIO 1 

Atividade(s) Recebimento de carcaça ou peça (amostra 

biológica de tecidos coletada de carcaças- 

fragmentos de vísceras e órgaos, swab oral e anal) 

coletados na rotina do CCZ-BH 

Espécie/Grupos Taxonômicos Primatas nao hurmanos 

Local(is) Belo Horizonte e cidades do interior de Minas 
Gerais 

 

Considerações posteriores: 

26/09/2022 Pedido de Prorrogação Aprovado na reunião 

ordinária on-line do dia 26/09/2022. Validade: 

26/06/2022 à 25/06/2024. 

26/06/2017 Aprovado na reunião do dia 26/06/2017. 

Validade: 26/06/2017 à 25/06/2022 

 
Belo Horizonte, 11/04/2023. 

Atenciosamente, 

Sistema Solicite CEUA UFMG 

https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/ 

 
 

 
Universidade Federal de Minas Gerais 

Avenida Antônio Carlos, 6627 – Campus Pampulha 

Unidade Administrativa II – 2º Andar, Sala 2005 

31270-901 – Belo Horizonte, MG – Brasil 

Telefone: (31) 3409-4516 

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br 

https://www.ufmg.br/bioetica/ceua
mailto:cetea@prpq.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

 
CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
 
 
 
 

CERTIFICADO 

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliação de um teste serológico, ensaio de neutralização viral (PRNT), utilizando 

órgãos sólidos de animais", protocolo do CEUA: 33/2021 sob a responsabilidade de Betania Paiva Drumond que 

envolve a produção, manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto 

o homem) para fins de pesquisa científica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 

8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional 

de Controle da Experimentação Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunião de 08/03/2021. 

 

Vigência da Autorização 08/03/2021 a 07/03/2026 

Finalidade Pesquisa 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / A129 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Microbiologia ICB 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / A129 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Microbiologia ICB 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / A129 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Microbiologia ICB 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / A129 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Microbiologia ICB 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / C57BL/6 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 
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Origem Bioterio Central 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / C57BL/6 

Nº de animais 6 
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Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / C57BL/6 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / C57BL/6 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 20g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central 

 

Dados dos animais agrupados (uso do 
biotério) 

 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / A129 

Nº de animais 12 

Idade 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Microbiologia ICB 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / A129 

Nº de animais 12 

Idade 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Microbiologia ICB 

*Espécie/linhagem Banco de amostras / C57BL/6 

Nº de animais 24 

Idade 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central 

 

Considerações posteriores: 

08/03/2021 Aprovado na reunião on-line do dia 08/03/2021. 

Validade: 08/03/2021 à 07/03/2026 

 
Belo Horizonte, 11/04/2023. 

Atenciosamente, 

Sistema Solicite CEUA UFMG 

https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/ 

 
 

 
Universidade Federal de Minas Gerais 

Avenida Antônio Carlos, 6627 – Campus Pampulha 

Unidade Administrativa II – 2º Andar, Sala 2005 
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31270-901 – Belo Horizonte, MG – Brasil 

Telefone: (31) 3409-4516 

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br 
  

https://www.ufmg.br/bioetica/ceua
mailto:cetea@prpq.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

 
CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
 
 
 
 

CERTIFICADO 

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliação de um teste sorológico, ensaio de neutralização viral (PRNT), utilizando 

órgãos sólidos de animais e comparação com teste padrão usando soro", protocolo do CEUA: 176/2021 sob a 

responsabilidade de Betania Paiva Drumond que envolve a produção, manutenção e/ou utilização de animais 

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa científica (ou ensino) - 

encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899 de 15 de julho 

de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA), e foi 

aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE 

MINAS GERAIS, em reunião de 23/08/2021. 

 

Vigência da Autorização 23/08/2021 a 22/08/2026 

Finalidade Pesquisa 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (a129) 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (a129) 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (a129) 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (a129) 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / C57BL/6 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central UFMG 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / C57BL/6 
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Nº de animais 6 
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Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central UFMG 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / C57BL/6 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central UFMG 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / C57BL/6 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central UFMG 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (C57Bl6) 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (C57Bl6) 

Nº de animais 6 

Peso/Idade 25g / 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

 

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)  

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / C57BL/6 

Nº de animais 24 

Idade 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Bioterio Central UFMG 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (a129) 

Nº de animais 24 

Idade 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IFNAR-/- (C57Bl6) 

Nº de animais 12 

Idade 3(semanas) 

Sexo indiferente 

Origem Biotério de Imunologia das Doenças Infecciosas 

 

Considerações posteriores: 

23/08/2021 Aprovado na reunião ordinária on-line do dia 

23/08/2021. Validade: 23/08/2021 à 22/08/2026. 

 
Belo Horizonte, 11/04/2023. 

Atenciosamente, 
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Sistema Solicite 

CEUA UFMG 

https://aplicativos.uf

mg.br/solicite_ceua/ 

 
 

 
Universidade Federal de 

Minas Gerais Avenida Antônio 

Carlos, 6627 – Campus Pampulha 

Unidade Administrativa II – 2º 

Andar, Sala 2005 31270-901 – 

Belo Horizonte, MG – Brasil 

Telefone: (31) 3409-4516 

www.ufmg.br/bioetica/ceua - 

cetea@prpq.ufmg.br 

  

https://www.ufmg.br/bioetica/ceua
mailto:cetea@prpq.ufmg.br
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Anexo C – Publicações em periódicos 

Title  

Ecological drivers of sustained enzootic yellow fever virus transmission in Brazil, 2017-2021 

 

Short title: Ecological drivers of enzootic yellow fever in Brazil 

 

Authors: Natalia Ingrid Oliveira Silva1,#*, Gregory F Albery2a,2b*, Matheus Soares 

Arruda1**, Gabriela Garcia Oliveira1**, Thaís Alkifeles Costa1, Érica Munhoz de Mello1,3, 

Gabriel Dias Moreira1, Erik Vinicius Reis1, Simone Agostinho da Silva3, Marlise Costa 

Silva3, Munique Guimarães de Almeida3, Daniel J. Becker4, Colin J. Carlson5,2a, Nikos 

Vasilakis6-8, Kathryn Hanley9, Betânia Paiva Drumond1 

 

1Department of Microbiology, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil  

2aDepartment of Biology, Georgetown University, Washington, DC 

2bLeibniz Institute of Freshwater Ecology and Inland Fisheries, Berlin, Germany 
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Abstract: 

Beginning December 2016, sylvatic yellow fever (YF) outbreaks spread into 

southeastern Brazil, and Minas Gerais state experienced two sylvatic YF waves (2017 and 

2018). Following these massive YF waves, we screened 187 free-living non-human primate 

(NHPs) carcasses collected throughout the state between January 2019 and June 2021 for YF 

virus (YFV) using qPCR. One sample belonging to a Callithrix, collected in June 2020, was 

positive for YFV. The viral strain belonged to the same lineage associated with 2017-2018 

outbreaks, showing the continued enzootic circulation of YFV in the state.  Next, using data 

from 781 NHPs carcasses collected in 2017-18, we used generalized additive mixed models 

(GAMMs) to identify the spatiotemporal and host-level drivers of YFV infection and intensity 

(an estimation of genomic viral load in the liver of infected NHP). Our GAMMs explained 

65% and 68% of variation in virus infection and intensity, respectively, and uncovered strong 

temporal and spatial patterns for YFV infection and intensity. NHP infection was higher in 

the eastern part of Minas Gerais state, where 2017-2018 outbreaks affecting humans and 

NHPs were concentrated. The odds of YFV infection were significantly lower in NHPs from 

urban areas than from urban-rural or rural areas, while infection intensity was significantly 

lower in NHPs from urban areas or the urban-rural interface relative to rural areas. Both YFV 

infection and intensity were higher during the warm/rainy season compared to the cold/dry 

season. The higher YFV intensity in NHPs in warm/rainy periods could be a result of higher 

exposure to vectors and/or higher virus titers in vectors during this time resulting in the 

delivery of a higher virus dose and higher viral replication levels within NHPs. Further 

studies are needed to better test this hypothesis and further compare the dynamics of YFV 

enzootic cycles between different seasons. 
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Author Summary 

In 2017 and 2018 massive sylvatic yellow fever (YF) outbreaks took place in Minas 

Gerais Brazil. To investigate yellow fever virus (YFV) circulation following these massive 

outbreaks, we investigated samples from 187 free-living non-human primate (NHPs) collected 

between January 2019 and June 2021. One sample belonging to a Callithrix, collected in June 

2020 was positive for YFV. This virus was closely related to YFV from previous outbreaks 

(2017-2018) showing the continued enzootic circulation of YFV in the state.  Next, we 

investigated the drivers of YFV infection and intensity (an estimation of viral load in each 

infected NHP) during the 2017-18 outbreaks. The odds of YFV infection in NHPs were lower 

in urban areas compared to rural ones as expected in sylvatic cycles. There were strong 

temporal and spatial patterns were observed for YFV infection and intensity, especially in the 

eastern part of Minas Gerais state. The higher YFV infection and intensity observed during 

the warm/rainy season (as opposed to the cold/dry one) could be related to higher exposure to 

vectors and/or higher virus titers in vectors during this time. The possible delivery of a higher 

virus dose in NHPs could lead to higher viral replication levels within NHPs explaining the 

higher intensity of infection during warm/rainy season. Further studies are needed to better 

test this hypothesis and further compare the dynamics of YFV enzootic cycles between 

different seasons. 

 

 

Keywords:  

Arbovirus, flavivirus, yellow fever virus, epizootics, non-human primates, monkeys, 

zoonosis, surveillance, enzootic cycle, sylvatic yellow fever, Generalized additive mixed 

models, GAMMs  
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Introduction: 

Mosquito-borne yellow fever virus (YFV; family Flaviviridae, genus Flavivirus) 

originated in tropical and subtropical areas of Africa and was introduced to South America 

after European colonization (1). YFV was almost certainly transported to the Americas via 

infected humans or Aedes aegypti mosquitoes, and while the urban cycle of yellow fever (YF) 

in South America continued to be maintained by Ae. aegypti (2–4), the virus also spilled back 

into non-human primates (NHPs) and arboreal, hematophagous, primatophilic mosquitoes of 

the genera Haemagogus and Sabethes (3). In Brazil, the urban cycle of YF has not been 

documented in Brazil since 1942 (3,4). However, sylvatic YF cycles have persisted within the 

Brazilian Amazon Basin (2–4) with periodic expansions towards the Central and Southern 

regions of the country during the warm and rainy seasons (December to May in Southeast 

Brazil) (3–5). The YF surveillance program in Brazil focuses on the investigation of 

suspected human cases, NHP epizootics, and entomological surveillance (6), with annual 

reports spanning the typical transmission seasons of the disease (July to June of the following 

year).  

In recent decades, many experts have warned that new urban outbreaks could arise 

from sylvatic YFV cycles in South America and deplete the limited supply of YFV vaccine 

(1,7–10). Although these fears have not yet been realized in their entirety, between 2016 and 

2018 Brazil faced the largest sylvatic YF outbreak since the eradication of urban YF. The 

virus spread rapidly in the Southeast region of the country, reaching densely populated areas, 

causing thousands of cases and deaths in both NHPs and humans, and raising the specter of 

full-blown urban transmission mediated by Ae. aegypti (3,4,11–15). Between 2016 - 2019, 

2,251 YF human cases were confirmed in the Southeast region of Brazil, with 772 deaths 

reported (3,4,16). Additionally, during this period, approximately 15,000 NHPs deaths were 

reported in the country, with the confirmation of at least 1,500 cases linked to YFV (3). 
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Although YF waned in Minas Gerais state during 2018,  YF cases were confirmed in  humans 

or NHPs in São Paulo, Paraná and Santa Catarina states in 2019(3,16–18). YF epizootics have 

been confirmed outside the Brazilian Amazon Basin during the YF monitoring periods of Jul 

2020/Jun 2021 (Midwest: Goiás state and Federal District; Southeast: São Paulo state, and 

South region: Paraná, Santa Catarina, and Rio Grande do Sul states) (19), and Jul 2021/Jun 

2022 (South: Santa Catarina, and Rio Grande do Sul states, and Southeast region: Minas 

Gerais state) (20).  

YF epizootics in NHPs often precede and overlap the occurrence of human cases 

(3,21), as was observed in the recent outbreaks in Brazil (22,23). Although neotropical NHPs 

are highly susceptible to YFV infection and sentinels for viral circulation, the susceptibility of 

different NHP genera and species to YFV infection is still poorly characterized (3). Some 

insights have been provided by investigations of NHPs during the recent epizootics in Brazil. 

Callithrix spp. (marmoset) specimens showed lower genomic viral loads (estimated by the 

threshold for cycle quantification value (Cq) in RT-PCR assays) compared to Alouatta spp. 

(howler monkey), Callicebus spp. (titi monkey) (11,24–26), and Sapajus spp. (capuchin 

monkey) specimens (24–26). Histopathological and immunohistochemical analyses also 

suggested differences among NHP genera in susceptibility to YFV infection (24,26) and 

mortality rates to the virus (26). Alouatta was the most affected group of NHP, with the 

highest proportional YF-related mortality rate. Callicebus, Alouatta, and Sapajus had similar 

genomic YFV loads, but the highest proportional mortality rate was observed in Alouatta 

infections. Callithrix had the lowest genomic viral loads and proportionally lowest mortality 

rates (26). 

  NHP population dynamics and susceptibility to viral infection play key roles in viral 

transmission and spillover (27), as do the ecological dynamics and interactions between YFV 

and its vectors, hosts, and abiotic factors (4,28). Not surprisingly, previous studies have 
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demonstrated that NHP immunity to YFV and infection prevalence are key missing variables 

in predictive models, representing a significant gap in our understanding of YFV transmission 

that impairs our ability to forecast spillover (28). The recent reemergence of sylvatic YF in 

Brazil into highly densely populated regions with low vaccination coverage in Southern 

Brazil clearly exposes the inadequate monitoring of YFV circulation in mosquitoes and NHPs 

and the underestimation of the risk of YF beyond the endemic areas. Although the seasonality 

of YF is well defined, little is known about the environmental, climatic, vector, and host 

drivers involved (29). Some studies have already shown that some abiotic variables such as 

vegetation, rainfall, temperature, and human population size are important drivers in the 

transmission of YFV (29). Coupled field surveillance and modeling approaches could provide 

crucial advances in containing, and possibly averting, future YFV outbreaks (2,4).  

Here, we investigated the occurrence of YFV in NHPs from Minas Gerais state 

between 2019-2021, following the outbreaks in 2017 and 2018. We used generalized additive 

mixed models (GAMMs) to identify the spatiotemporal drivers of YF infection and intensity 

in NHPs, specifically testing the hypotheses that: (i) NHP and human YFV infection 

prevalence would be synchronized, with peaks in NHP infections preceding those in humans, 

as transmission from NHP to humans is thought to occur but the reverse is not; and (ii) that 

YFV infections of NHP would show spatial structure across the state of Minas Gerais and 

among different land cover types.  

 

 

Materials and Methods 

Study area and samples 

  The samples and data analyzed in this study were collected from Minas Gerais, the 

epicenter of the YF outbreak in 2017 and 2018 in Brazil, with records of 1,002 cases and 340 
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deaths of humans, between July 2016 – June 2018 (30). Minas Gerais borders the states of 

São Paulo, Rio de Janeiro, and Espírito Santo in Southeast Brazil (Fig 1a). It has a total 

population of 21,168,791 inhabitants, with approximately 85% living in urban areas and the 

remaining population living in rural areas (31). The state is mainly covered by three biomes: 

Atlantic Forest, Cerrado (Brazilian Savana), and Caatinga, where different genera of NHPs 

can be found, including Alouatta, Callithrix, Sapajus, Callicebus, and Brachyteles (woolly 

spider monkeys) (32–34).  

From January 2019 to July 2021, a total of 543 carcasses of free-living NHPs were 

collected in Minas Gerais by health surveillance agents as part of the YF surveillance program 

(mean of 30 carcasses/month). The number of NHP carcasses sampled was 3.8 times lower 

compared to December 2016 up to December 2018 (mean of 86 carcasses/month), when YF 

outbreaks were reported in the region. The NHP carcasses were frozen (-20 °C) and 

forwarded to the Laboratory of Zoonosis of Belo Horizonte/Minas Gerais (LZOON-MG). At 

LZOON-MG, it was only possible to harvest biological specimens (liver and lungs) from 187 

individuals (2019: n=123; 2020: n=41; 2021: n=23), due to the carcasses’ preservation status. 

In 2019, only liver samples were harvested from carcasses. Starting in 2020 lung samples 

were also harvested from some carcasses, with the parallel purpose of investigating infection 

by SARS-CoV-2 (35); lung samples were also tested for YFV whenever available. Liver and 

lung samples were sent to the Virus Laboratory at Universidade Federal de Minas Gerais and 

fragments of each tissue were preserved in the presence (at -20°C) or absence (-80°C) of 

RNAlater solution (Ambion/USA) until further use. The study was approved by the 

Institutional Animal Care and Use Committee of Universidade Federal de Minas Gerais under 

protocol CEUA: 98/2017 (approval date: June 26th, 2017). 

NHP carcasses were identified to the genus level by the veterinary team at LZOON-

MG using morphological criteria. Each carcass was georeferenced by the location of sampling 
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and geographically classified by land use (urban, rural, urban-rural interface). Land use was 

classified using satellite imagery (36) as i) urban areas (built-up areas, cities, towns, villages, 

or isolated areas with intense human occupation and urban development); ii) urban-rural 

interface (transition between urban and rural areas delimited by 2.0 kilometers on the outskirts 

of urban areas towards the rural/sylvatic environment); and iii) rural area (sylvatic areas that 

covered areas located outside the urban and urban-rural transition areas) (11,37). 

 

Molecular screening for YFV in NHP samples 

Total RNA was extracted in batches of a maximum of 15 samples at a time (liver for 

all NHPs and lung samples as described above), plus one negative extraction control 

(nuclease-free water), using the RNeasy Minikit (Qiagen, USA). To determine the suitability 

of the RNA, samples were submitted to a one-step real-time polymerase chain reaction (RT-

qPCR), using the GoTaq 1-Step RT-qPCR System (Promega, USA) and primers targeting the 

gene coding for the endogenous control β-actin. All RNA samples were positive for the 

endogenous control (11,38). RNA samples and the negative extraction controls were screened 

in duplicate to investigate the presence of YFV RNA by RT-qPCR (GoTaq Probe 1-Step RT-

qPCR System -Promega, USA), with primers and probes targeting the 5’-noncoding regions 

of the YFV genome (39). Non-template, negative extraction, and positive controls (RNA from 

the YFV 17DD vaccine, provided by Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) were used in every assay. 

Samples were considered positive for YFV when they presented a threshold for cycle 

amplification (Cq) ≤ 37 in duplicate (11). Samples with Cqs >37 and ≤40 were considered 

indeterminate and retested, and samples with Cqs > 40 were considered negative. When YFV 

RNA was detected, the sample was retested without the presence of reverse transcriptase to 

exclude amplicon carryover. In the case of an YFV positive sample, the clarified supernatant 

from the macerated sample preserved at -80°C (without RNALater solution) was used to 
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infect C6/36 and Vero cells, followed by consecutive blind passages attempting viral isolation 

(38).  The supernatant of infected cells was used for RNA extraction (Qiamp Viral RNA Mini 

Kit, Qiagen) and tested by RTqPCR as described above. In addition, RNA from the positive 

sample was used as a template to generate amplicons covering part of the envelope gene of 

YFV using different primer combinations (YFV_500_3_left/right, YFV_500_4_left/right, 

YFV_500_5_left/right, and YFV_500_6_left/right) as previously described (22) using the 

GoTaq Probe Master Mix (Promega, USA). The amplicons were purified and sequenced with 

the ABI3130 platform (Applied Biosystems, USA). The consensus sequences were generated 

(Chromas software version 2.6.6), aligned with MAFFT (mafft.cbrc.jp/alignment/server/) and 

used for phylogenetic reconstruction, using the maximum likelihood method, using the  

nucleotide substitution model that best fitted the data (TN93 +I), with 1000 bootstrap 

replicates, using PhyML (40). The final tree was edited and visualized using iTOL (41). 

 

Generalized additive mixed models  

Generalized additive mixed models (GAMMs) were used to identify the drivers of 

YFV infection and intensity because these models allow for non-linear trends with time, 

space, and abiotic drivers. All models were fitted in R version 4.1.1 (42), using the `mgcv` 

package (43). Response variables included binary qualitative liver RTqPCR results, denoting 

the presence or absence of infection (“infection”), and RTqPCR Cq threshold values 

(inversely proportional to genomic YFV load in the liver of NHPs) that represent the intensity 

of YFV in infected individuals (“intensity”).  

To conduct the analysis, we initially combined our data from 2019-2020 with 

previously published data from molecular YFV screening in 781 NHP carcasses from 2017 to 

2018 in Minas Gerais (11,38). However, given the extreme low positive rate for YFV in 

2019-2021 (see Results), our models only used data from 2017 and 2018 (11,38). Intensity 

https://chromas.software.informer.com/
https://chromas.software.informer.com/
https://chromas.software.informer.com/
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models (i.e., RTqPCR Cq values) only included samples that were positive for YFV. 

RTqPCR Cqs threshold values were inverted so that larger values denoted greater intensity, 

with values then scaled to have a mean of 0 and a standard deviation of 1. Infection and 

intensity models used a binomial and Gaussian specification for the response, respectively.  

GAMMs were used to investigate several key hypotheses about the drivers of YFV 

infection and intensity in NHPs outlined above. First, the epizootics were divided into two 

periods pre- and post-day 220 (corresponding to Aug 8th 2017, which was the nadir of 

prevalence through the cold/dry season), and an interaction between the spatial effect and the 

epizootics (first or second) was fitted to examine whether they differed in their geographic 

distributions. Finally, temporal patterns and changes in infection and intensity in our sample 

of NHPs were compared with total confirmed YF cases in human and NHPs in Minas Gerais 

state, using data from Information System for Notifiable Diseases (SINAN) the Brazilian 

Ministry of Health’s official yellow fever surveillance program. Data regarding confirmed YF 

cases in human and NHPs were received from SINAN (July 8th 2021) and date of epizootic 

occurrence for NHPs, or date of symptom onset for humans were used.  

  Explanatory variables in our models included: a smoothed effect of Julian date with an 

adaptive smooth to examine temporal patterns; a latitude-by-longitude smoothing term to 

examine spatial patterns; a three-level factor to denote sample land use (urban, urban-rural 

interface, and rural); a three-level factor to denote carcass preservation quality (good, 

intermediate, and bad, as previously described (11) based on the visual inspection of carcasses 

taking into account the brightness; color,  consistency of the tissues, the smell and presence or 

absence of parasites in the carcasses); and a three-level factor to denote the genus of NHP 

sampled (Alouatta, Callicebus, and Callithrix). We also attempted to fit the effects of local 

population density and gross domestic product (data from Brazilian Institute for Geography 

and Statistics – Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística/IBGE), but neither improved the 
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model fit or showed significant effects, and both required a substantial reduction in sample 

size due to missing data, so we opted not to include them in our final models.  

For each effect in the GAMMs, contribution to model fit was calculated by examining their 

effect on the Spearman rank correlation between the models’ observed and predicted values 

(which we call R). This calculation involved removing a variable from the model’s 

predictions and calculating the correlation of the new predictions with the observed data. 

Removing more important variables has a greater effect on the model’s fit than other, less 

important ones. These are then expressed as a proportion of the model’s overall fit to give a 

representation of each variable’s importance in the model. All code associated with this 

analysis is available at https://github.com/viralemergence/minas-gerais-yfv" 

 

 

Results and Discussion 

 

YFV enzootic circulation in NHP from Minas Gerais between 2019-2021 

From January 2019 to July 2021, we screened 187 free-living NHP carcasses collected 

during the warm/rainy (December to May) and cool/dry periods (June to November) of 2019 - 

2021. Both lungs and liver were screened for YFV where available; liver was available for all 

carcasses, and for 44 carcasses lung specimens were also available. Carcasses were collected 

from 70 municipalities throughout the state but mostly originated from three regions, the 

Metropolitan (n=101, 54.0%), Zona da Mata (n= 21, 11.2%), and Triângulo/Alto Paranaíba 

(n=20, 10,7%). The great majority of these carcasses (93.6%) were Callithrix from urban 

areas (Table 1). 

 

https://github.com/viralemergence/minas-gerais-yfv
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Table 1. Non-human primate carcasses collected from 2019 to 2021 in Minas Gerais and 

screened for yellow fever virus 

Non-Human Primate  

year 

Total 

2019 2020 2021 

Period* 

warm/rainy 51 20 12 82 (43.8%) 

cool/dry 73 21 11 105 (56.2%) 

Area 

Urban 95 31 23 148 (78.7%) 

Urban-rural 

interface 

5 2 0 7 (4.2%) 

Rural 24 8 0 32 (17.1%) 

Taxon 

Callithrix spp. 114 39 22 175 (93.6%) 

Alouatta spp. 0 1 1 2 (1.1%) 

Cebidae spp. 9 1 0 10 (5.3%) 

Samples** 

liver 124 41 23 187 

lung 0 21 23 44 

* warm/rainy period: from December to May, cool/dry period: June to November.  

Samples**: Liver samples were available and analyzed for all non-human primates’ 

carcasses. For all carcasses (n=187) liver samples were analyzed, but in some cases (n=44), 

besides liver, lung was available and also analyzed.  

 

Between 2019 and 2020, one out of 44 lung samples tested positive for YFV. This 

positive sample was from a Callithrix specimen collected during the cold/dry season in June 
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2020, in the central area of Minas Gerais (Fig 1a). None of 187 liver samples tested positive 

during this period. Three independent RNA extraction and RT-PCR experiments were 

performed using lung and liver samples from the YFV positive carcass with similar results. 

DNA template carryover during experimental procedures was ruled out by running PCR 

without previous reverse transcription. Although the liver is one of the major sites for YFV 

replication in vertebrate hosts, it has higher decay and RNA degradation rates compared to 

lungs (44,45). In addition, a high Cq (= 38.8) value was observed in RTqPCR of the positive 

lung sample, indicating a low genomic load in the lungs. Given the higher RNA degradation 

in the liver, one could expect even lower YFV RNA levels in liver and consequently lower 

odds of detection by RTqPCR. Attempts at viral isolation from the positive lung sample (not 

preserved in RNALater solution) were not successful after five blind passages in C6/36 or 

Vero cells, since no YFV RNA was detected in supernatant from infected cells. The low YFV 

genomic load observed in lung samples (as indicated by high Cq in RTqPCR) would reflect a 

low viral load impairing viral isolation.    

A nucleotide sequence of partial envelope gene (1113 nt, Genbank accession number 

OP589291) of YFV confirmed the detection of wild-type YFV RNA in the lung of the 

Callithrix specimen. Phylogenetic analyses demonstrated that this YFV strain clustered within 

a monophyletic clade of South America genotype I, together with other YFV isolates from the 

recent outbreaks (2016 to 2019) in Brazil (Fig 1b).  
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Figure 1: Circulation of yellow fever virus in Minas Gerais, 2016 to 2021. A: Map of 

Minas Gerais showing the location of Curvelo, where yellow fever virus was detected in a 

Callithrix sp specimen, in 2020 (purple), municipalities that had cases of yellow fever 

affecting human and or non-human primate, 2016-2018 (green), and municipalities that had 

yellow fever epizootics confirmed from Jul 2020 to Jun 2022 (grey). The inset map displays 

the location of Minas Gerais in Southern Brazil.  B: Phylogenetic tree reconstructed with 

A 

B 
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using partial envelope sequence of yellow fever virus (1000nt). The sequence of yellow fever 

virus detected in a Callithrix sp specimen (NHP1041), in 2020, from Curvelo is shown in 

purple. Some branches were collapsed for clarity. The phylogenetic tree was reconstructed 

using the maximum likelihood method, nucleotide substitution model TN93 +I, with 1000 

bootstrap replicates, using PhyML. The final tree was edited and visualized using iTOL.  

 

The YFV-positive Callithrix specimen was collected in the rural area of the 

municipality of Curvelo, central Minas Gerais state, an area that was heavily affected by YF 

in 2017 and 2018 and from which NHP epizootics have been reported since (46,47).  The 

molecular and epidemiological data point to the maintenance of YFV lineage related to 2017 

and 2018 outbreaks in the enzootic cycle in Minas Gerais state up to 2020. This lineage has 

been proven to have undergone cryptic circulation prior to the outbreak by the end of 2016 

(22,38,48), and to have persisted in Southern Brazil at least until 2021 (6,38,48–50).  

Despite the significant decrease in the magnitude of NHP epizootics from the 

first two YF waves (2016/2017 and 2017/2018) to subsequent warm/rainy seasons, our 

data and data from official surveillance systems reinforce the conclusion that YFV 

circulates continuously in an enzootic circulation in Minas Gerais. During the last YF 

surveillance period (July 2021-June 2022), eight municipalities in the state, located in 

areas covered by Cerrado biome (Brazilian Savana) confirmed epizootics caused by 

YFV (46,47,51). The very low prevalence of YFV in NHPs from 2019 to 2021 

observed here may reflect a real reduction in YF transmission or the use of a 

convenience sample provided by the YF surveillance system. After the two YF 

outbreaks in 2017 and 2018 during the warm/rainy season in Minas Gerais, and an 

intensification of the vaccination campaign, YF cases were no longer reported in 

humans from mid-2018 on in the state (30,52–54). Regarding the epizootics, a 
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significant decrease was observed since the last outbreak in Minas Gerais in 2018, 

according to bulletins of the surveillance system (55).  From January 2019 to July 2021, 

a total of 543 carcasses of free-living NHPs were forwarded to the Laboratory of 

Zoonosis – Belo Horizonte/Minas Gerais by health surveillance agents as part of the YF 

surveillance program (mean of 30 carcasses/month). The number of NHP carcasses 

sampled was 3.8 times lower compared to December 2016 up to December 2018 (mean 

of 86 carcasses/month), when YF outbreaks were reported in the region. The decrease in 

the number of epizootics throughout Minas Gerais state could be related to the decline 

of naïve NHP populations in the state following the massive YF epizootics of 2017-

2018 (due to massive death of NHP or immunity acquired by the survivors), decrease in 

YFV dissemination in the state (47,55-57) or even to eventual inadequacy on the 

passive surveillance system of epizootics. One of the arms of the YF surveillance 

system relies on the information provided by the population (especially some key social 

or professional groups given their activities and place of living) regarding the 

occurrence of sick or dead NHP in a region, followed by further epidemiological 

investigation (58). COVID-19 restrictions on social activities in 2020 and 2021 could 

have had an impact on this information system.  In addition, the majority of NHP 

carcasses studied here were collected in urban areas (78.73%) and were represented by 

Callithrix specimens (93.6%), likely because marmosets more tolerant of human-

impacted habitats, such as rural areas, forest fragments, and forest pockets in urban 

areas compared to specimens of Alouatta or Callicebus, (59,60) and therefore their 

carcasses are more likely to be spotted. Below we demonstrate that odds of YFV 

infection in NHPs from urban areas are significantly lower than rural-urban interface or 

rural areas and lower in Callithrix compared to Alouatta and Callicebus specimens. The 

shift in the distribution of submitted NHP carcasses from a more even spread across 
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land cover types to an almost exclusive representation of urban areas may be driven by 

the public concern about the recent circulation of YFV in densely populated areas in 

southeastern states of Brazil (11-15,30). The predominance of carcasses of Callithrix 

sampled (in urban or rural areas) may explain the fact that the only detection of YFV 

RNA, from 2019-2021 was in a rural Callithrix specimen, despite the lower estimated 

odds of infection for these genera. Our results coupled surveillance data suggests the 

establishment and continued circulation of YFV in the enzootic cycle, despite the fade-

out of human YF cases in the region. This is an important alert for public health and 

policy officials regarding the support of continuous surveillance efforts in this region of 

Brazil. 

 

Drivers of YFV infection and intensity during epizootics  

 

Although the low prevalence of YFV in NHPs observed in 2019-2021 did not allow 

the inclusion of this data on modeling analysis, the our GAMMs explained 65% and 

68% of variation in  YFV infection and intensity in NHP, respectively, during 2017-

2018 (11,38). The GAMMs allowed the fitting of adaptive nonlinear smooths to the 

spatial and temporal data to identify continuous patterns across the study period, while 

accounting for sampling and taxonomic biases as other fixed effects. Moreover, the 

use of qualitative and quantitative RTqPCR outputs as response variables, allowed us 

to  identify whether prevalence and intensity of infection were responding similarly to 

ecological factors. Model coefficients and associated p values for infection and 

intensity models are listed in Table 2 with pseudo-R2 values in Table 3 to illustrate 

model fit.  
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Table 2: Effect estimates and P values for each of the terms in our generalized additive mixed 

models  

Response Variable Estimate 

Lower95% 

CI 

Upper95% 

CI Sig edf Chi_or_F p 

Infection Intercept 0.805 -0.337 2.178 

   

0.204 

 Rural area1 0 

      
 Urban area1 -0.511 -0.948 -0.027 * 

  

0.030 

 Urban_rural_interface1 -0.499 -1.216 0.235 

   

0.166 

 Bad carcass quality 2 0 

      
 Good carcass quality 2 0.304 -0.342 0.952 

   

0.384 

 

Intermediate carcass 

quality 2 0.322 -0.478 0.941 

   

0.387 

 Alouatta3 0 

      
 Callicebus3 -0.993 -2.265 0.194 

   

0.122 

 Callithrix3 -2.09 -3.083 -1.083 * 

  

<0.001 

 Date 

   

* 6.299 39 <0.001 

 Longitude 

   

0.766 9 0.090 

 Latitude 

   

* 2.170 9 0.001 

 Long:Lat 

   

* 4.189 16 0.002 

Intensity Intercept 0.782 0.363 1.253 * 

  

0.001 

 Rural area1 0 

      
 Urban area1 -0.636 -0.863 -0.465 * 

  

<0.001 

 Urban_rural_interface1 -0.396 -0.77 -0.062 * 

  

0.028 

 Bad carcass quality 2 0 
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 Good carcass quality 2 0.325 -0.043 0.702 

   

0.079 

 

Intermediate carcass 

quality 2 0.195 -0.187 0.565 

   

0.307 

 Alouatta3 0 

      
 Callicebus3 -0.285 -0.71 0.157 

   

0.198 

 Callithrix3 -0.813 -1.138 -0.489 * 

  

<0.001 

 Date 

   

* 4.849 21 <0.001 

 Longitude 

   

0.576 9 0.15 

 Latitude 

   

* 1.784 9 0.001 

 Longitude:Latitude 

   

* 6.015 16 <0.001 

For each linear effect, we include the GAMM slope coefficient and the 95% confidence 

intervals on estimates. For these and all smooth terms, we include p values, effective degrees 

of freedom (edf), and the Chi square (for infection) or F value (for intensity). An asterisk in 

the column “Sig” denotes whether the variable was statistically significant (P<0.05). 

Categorical variables are presented as (1) areas of non-human primate sampling (urban, rural 

or urban-rural interface), (2) the preservation status of non-human primate carcasses (good, 

bad, intermediate), and (3) non-human primate taxa.  

 

 

Table 3: R values (correlations between predicted and observed values as a proportion of the 

model’s overall fit) for each of the fitted terms in our GAMMs. 

Response Variable R 

Infection Area1 0.0116 

 NHP carcass quality 2 0.0015 
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 Taxon3 0.0514 

 Date 0.5445 

 Spatial effect 0.0398 

Intensity Area1 0.1863 

 NHP carcass quality2 0.0175 

 Taxon3 0.1511 

 Date 0.2178 

 Spatial effect 0.1037 

NHP: non-human primate. Variables are presented as (1) areas of non-human primate 

sampling, (2) the preservation status of non-human primate carcasses, and (3) non-human 

primate taxa.   

 

First, we tested the hypothesis that the temporal pattern of the YFV epizootic in NHPs 

would mirror that of human cases, with peaks in NHPs preceding those of humans. However, 

the temporal patterns of total epizootics (Fig 2a) and human cases (Fig 2d) (based on data 

from the Ministry of Health) and the YFV infection in NHP studied here were roughly 

equivalent (Fig 2b), and the temporal smooth was both highly significant (P<0.001; Table 2) 

and accounted for a large proportion of the model deviance (R=0.54 and R=0.22; Table 3). 

We observed a strong temporal pattern in which YFV infection and intensity were higher 

during warm/rainy periods (Fig 2, Table 2), consistent with well-known seasonal patterns of 

YF (5). Broadly, both infection and mean intensity in our NHP samples were high at the start 

of 2017, and then dropped before increasing rapidly near the start of 2018. In NHP’s, both 

YFV infection and intensity peaked in early 2018, approximately the same time the human 

cases peaked, and then decreased extremely rapidly (Fig 2b-c). The penultimate positive NHP 
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carcass was identified on 18th March 2018, followed by a final positive carcass on April 13th 

2018 (Fig 2b). As noted above, one positive sample was identified on June 18th, 2020, but 

excluded from GAMM analyses.  

 

 

 

 

Figure 2: The temporal progression of (from top to bottom): (A) total epizootic cases, taken 

from the Brazilian Ministry of Health’s official yellow fever surveillance program; (B) 

predicted YFV infection in sampled primates (points indicating positive and negative 

samples); (C) intensity of YFV in infected primate samples and labeled in Panel B; and (D) 

total of human cases taken from Brazilian Ministry of Health’s official yellow fever 

surveillance program. Date is presented in “days after the start of 2017,” with the start of each 
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year signposted by grey dotted lines. The fitted line is the mean fit taken from our GAMMs, 

using an adaptive smooth; the shaded area represents the 95% confidence intervals. YFV 

intensity was scaled to have a mean of 0 and a standard deviation of 1. Note: the upturn to the 

right of the intensity curve (Panel C) is likely an artifact of the single high-intensity point that 

was the final collected sample, and should be disregarded. 

 

Second, we tested the hypothesis that the epizootic would be spatiotemporally 

structured and associated with particular land cover classes. There were strong, highly 

significant spatial patterns of YFV infection and intensity (p<0.001; Table 2) that accounted 

for substantial deviance (R=0.04 and R=0.1; Table 3). However, patterns for infection and 

intensity were less correlated in space than they were with time (Fig 3) and our GAMM 

model fits were not improved when we allowed the spatial patterns to vary between 

warm/rainy periods (ΔDIC<2), implying that spatial patterns were relatively similar in these 

periods. Spatial patterns of epizootics during the first (2017) and second wave of YFV (2018) 

were similar, implying that the drivers of these epidemics did not differ notably across 

epidemics. Although the intensity patterns were patchier and therefore more difficult to 

generalize, there was a band of low prevalence stretching across the central-west part of the 

state, with a relatively higher infection closer to the eastern part of Minas Gerais, where most 

human and NHPs cases had been reported during outbreaks prior to the 2017-2018 outbreak 

(11,23,30,46). However, in this latest epidemic, human YFV cases were more concentrated in 

the northeast (2017) or in the central/southeast parts of Minas Gerais (2018), thus diverging 

somewhat for the foci of NHP infection (23,30). 

With respect to land cover, our GAMMs revealed that monkeys collected from the 

urban-rural interface had lower intensity (p=0.028), but not lower odds of infection (p=0.17), 

than those taken from rural areas (Fig 4; Table 2); samples from fully urban areas had both 
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lower intensity (P<0.001) and probability of infection (p=0.03) than those taken from rural 

areas. The finding of higher YFV prevalence in rural areas is consistent with the sylvatic 

transmission cycle of the virus and likely reflects the distribution of key YFV vectors in the 

genera Haemagogus and Sabethes (3,11).  

Lastly, our GAMMs demonstrated that Callithrix had lower odds of infection and 

lower intensity than samples from the genera Alouatta and Callicebus (p<0.01). This pattern 

could be due to differential susceptibility to YFV infection (24–26), or to the higher 

percentage of Callithrix collected from urban areas, given that infection was shown to vary by 

land cover (3,11). 

 

 

Figure 3: The geographic distribution of non-human primate carcasses. (A); predicted YFV 

infection (B); and predicted mean YFV intensity (C). Panels B and C were taken from our 

GAMMs; darker colors represent greater predicted infection and intensity. The dark black line 

represents the coastline of Brazil. In panels B and C peripheral areas with very low or very 

high predicted intensity have been removed for plotting clarity (dark grey areas), due to a 

tendency for extreme estimates when extrapolating outside the limits of the data. 
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Figure 4: Fixed effect estimates taken from our GAMMs, for YFV infection (red) and 

intensity (blue), accounting for the nonlinear spatiotemporal variation seen in Fig 2-3. Dots 

represent the mean estimated effects; error bars are the 95% credibility intervals. Significant 

effects (p<0.05) are marked with an asterisk (*). “Rural”, “Carcass: Bad”, and “Taxon: 

Alouatta” were all the base levels for their factor; we display them as zero to allow 

comparison between these factor levels and the other factor levels in the effect.  

 

Concordance of YFV Infection Prevalence and Intensity 

We found a strong, positive association between the likelihood of infection 

(prevalence) and infection intensity (inverse Cq value representing concentration of viral 

genomes) in NHPs across time and space, with peak infection and intensity occurring in the 

warm/rainy season in eastern Brazil.  While such a relationship might be expected in an 

ectothermic mosquito vector, where susceptibility and virus replication are both coupled to 
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temperature (discussed below), it is not expected a priori in endothermic hosts. We 

hypothesize that this relationship may be driven by differences in the viral dose delivered to 

monkeys in the warm rainy season, either because NHPs receive more infectious bites during 

this season, or because individual mosquitoes deliver more virus per bite during this season, 

or both.  The rationale for this hypothesis comes from the documented effects of varying virus 

dose in experimental arbovirus infections.  Althouse and colleagues (61,62) as well as Fox 

and Penna (63) have reported that experimentally increasing the dose of arbovirus delivered to 

an NHP or other host species leads to a higher peak viremia.  Similarly, Hanley and 

colleagues (64) demonstrated that when mice were infected with different doses of Zika virus 

via different numbers of infectious mosquito bites, increasing dose resulted in higher peak 

viremia. Intriguingly, Hill and colleagues (65) observed that during the 2016 -2018 YFV 

outbreaks in Brazil, the rate of YFV evolution was higher during the warm/rainy season 

compared to the cold/dry season, a difference that they attributed to differences in virus 

infection dynamics within mosquitoes but that could also stem from variation in infection 

dynamics in NHP hosts.   

It is known that the warm/rainy season favors the reproduction of the sylvatic vectors 

of YFV (66,67) which in turn would result in higher vector-biting and therefore greater 

potential rates of NHP exposure to YFV.  Moreover, Chouin-Carneiro and colleagues (68) 

have shown that Zika virus infection and dissemination efficiency in Brazilian Ae. aegypti and 

Ae. albopictus is significantly greater in temperatures mimicking the Brazilian warm/wet 

season than temperatures mimicking the Brazilian cold/dry season. While the effects of 

temperature and humidity on vectorial capacity are quite complex (69), viral replication 

generally rises and extrinsic incubation period shrinks with increasing temperature up to some 

thermal limit. However, the conclusions above about the effects of temperature on virus 

infection, replication and dissemination are drawn from studies of Aedes mosquitoes, whereas 
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the YFV outbreak under consideration here was sustained by Haemagogus (70) and possibly 

Sabethes mosquitoes.  Unfortunately, the lack of colonized Haemagogus and the paucity of 

colonized Sabethes make it impossible to evaluate the impacts of temperature and humidity 

on the within-host dynamics of YFV replication in these genera.  In lieu of such experimental 

studies, longitudinal surveillance of these sylvatic mosquitoes to quantify virus carriage and 

titer across seasons is needed.  Moreover, our discovery of sustained, enzootic YFV 

transmission in Brazil likewise elevates the urgency of monitoring infection of sylvatic 

mosquitoes in this region.  
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