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Introducgao e Estado da arte

O virus Mayaro (MAYV), pertencente ao género Alphavirus, e o virus Oropouche (OROV), do
género Orthobunyavirus, sdo arbovirus que provocam quadros clinicos semelhantes aos de
outras arboviroses, caracterizados por febre, vémitos, mialgia e artralgia’. Ambos sao
prevalentes na regido Norte do Brasil, com distribuigdo predominante em areas rurais e de
floresta?®. Embora o MAYV circule em regides proximas as do OROV, sua ocorréncia ainda é
subnotificada, permanecendo restrita a territorios historicamente negligenciados em
termos de vigilancia epidemiolégica*. O OROV, por outro lado, tem ganhado destaque desde
2024 devido a um aumento expressivo no numero de casos confirmados: foram notificados
13.791 casos naquele ano, em contraste com os 832 registros de 2023. Essa tendéncia de
crescimento persiste em 2025, com 7.320 casos ja confirmados até a décima semana
epidemiologica, o que representa cerca de 53% do total do ano anterior. Esse surto tem sido
associado a emergéncia de uma nova variante, a AM0088, que, pela primeira vez, foi
diretamente relacionada a eventos de mortalidade em seres humanos®.

A cocirculagao desses virus em uma mesma regiao pode resultar na infecgao do hospedeiro
humano por mais de um agente viral, seja de forma simultanea (coinfecgdo) ou em momentos
distintos (superinfecgao). Nesses cenarios, trés desfechos principais podem ser observados: (1)
uma interagao antagonista, com inibi¢gao parcial ou completa da replicagao de um ou mais virus;
(2) umainteracao sinérgica, que potencializa a replicag&o viral e pode agravar o quadro clinico;
ou (3) uma coexisténcia neutra, sem alteragdes significativas na atividade viral de cada agente.
Esse risco € intensificado pelo avango da urbanizagao e pelas mudangas nas condi¢gdes
ambientais, como o desmatamento e as alteragdes climaticas, que favorecem a proliferagdo dos
vetores, dificultam o controle da transmissao e ampliam a possibilidade de surtos em novas areas
geograficas®.

Alteragbes na dindmica intra-hospedeiro durante eventos de coinfecgéo ou superinfecgdo podem
influenciar diretamente a replicagao viral e os desfechos epidemiologicos. Estudos indicam que
o MAYYV pode inibir a replicagao do ZIKV em células de vertebrados, enquanto sua coinfecgédo
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com o CHIKV n&o demonstrou interferéncia significativa na replicagdo de ambos os virus’®. No
entanto, a interacao entre MAYV e OROV permanece desconhecida. Compreender essa
relagdo € essencial para antecipar possiveis consequéncias clinicas, melhorar estratégias
diagnosticas e fortalecer as agdes de saude publica frente a arboviroses emergentes.

Objetivos
a. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da coinfecgdo e superinfecgao entre os virus Oropouche (OROV) e
Mayaro (MAYV) em condicdes in vitro.

b. Especificos

1. Investigar a interferéncia entre os virus OROV e MAYV durante coinfecgées em células
VERO.

2. Analisar a expressao diferencial de genes virais associados a replicagdo de OROV e
MAYYV durante a coinfecgao, por meio de qPCR.

3. Comparar a cinética de replicagao viral em coinfecgdes com aquela observada em
infecgbes individuais.

Metodologia
a. Cultivo celular e linhagens virais

Serao utilizadas células da linhagem VERO, conhecidas por sua permissividade a
infecgao por ambos os virus. As culturas serdao mantidas em meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina, em incubadora a
37 °C com 5% de CO..

Sera utilizada a nova linhagem do virus OROV (AMO0088) devido a sua crescente
distribuigdo no territorio brasileiro. Para o MAYV, sera utilizada uma linhagem 1QT
modificada com a inser¢ao de um gene de proteina fluorescente verde (GFP), com o
objetivo de avaliar mudangas na produgao da progénie desse virus nos eventos de co-
infecgao e superinfecgdo mencionados.

b. Infeccgoes e co-infecgoes

Serdo realizados ensaios de infecgao simples e coinfecgdo em diferentes condigdes
experimentais, com o objetivo de avaliar as interagdes entre os virus OROV e MAYV:

. Infecgdo individual com o virus OROV;
. Infecgdo individual com o virus MAYV;
. Coinfecgdo simultdnea com ambos 0s virus;
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. Coinfecgao sequencial, com pré-infecgao por um dos virus seguida da infecgao pelo
segundo, em diferentes intervalos de tempo.

c. Analise Molecular
A expressao de genes virais sera quantificada por RT-qPCR utilizando primers
especificos para OROV e MAYV.

d. Analise de particulas infectivas
Devido a utilizagao de uma linhagem de MAYV recombinante expressando proteina GFP
durante o seu processo de replicagdo, iremos também avaliar se 0s eventos de
coinfecgdo e superinfecgdo podem determinar em uma modificagdo na replicagdo do
virus MAYV por meio da contagem do numero de focos de GFP produzidos nas culturas
infectadas.

Cronograma de atividades

Atividade 12 Semestre 22 Semestre 32 Semestre 492 Semestre
Revisiao X X
Bibliografica
Preparacdo de X
Culturas
Ensaios de X X
Infeccao
Ensaios de RT- X X X
gPCR
Andlise por X
focos de GFP
Analise de X
Dados e
Relatério
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