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RESUMO

No Brasil, em 2016, o virus da Zika se tornou um problema de saude publica,
pelo aumento vertiginoso no numero de infectados. A patogénese causada pela
infecc@o das cepas circulantes é pouco caracterizada e investigam-se mudancas na
viruléncia, visto que, complicacdes neuroldgicas foram constatadas, como a sindrome
de Guillain-Barré e a microcefalia. O uso de modelos animais para estudar a dindmica
da infeccdo pelo ZIKV é extremamente valioso. Camundongos neonatos
heterogénicos séo susceptiveis a infec¢éo pelo ZIKV, no entanto, ndo se sabe como
o modelo se comporta no desenvolvimento de testes pré-clinicos de compostos com
atividade antiviral. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
dindmica comportamental do virus da Zika. Para determinar a concentracao ideal para
0 estudo dos aspectos patoldgicos, camundongos (Mus musculus, Swiss webster)
neonatos com 3 dias de vida, foram inoculados intraperitonealmente com quatro
diferentes concentracées (102, 104, 10° e 10 PFU) das cepas asiaticas (AB e PE) e
da cepa africana (MR766) do virus Zika. O grupo 1 foi constituido de neonatos
inoculados com a cepa MR766 e controle (MOCK), o grupo 2 com a cepa AB e controle
(MOCK) e o grupo 3 com a cepa PE e controle. Foram determinadas as curvas de
peso e de sobrevivéncia, assim como a presenca de sinais clinicos. Os dados foram
analisados por teste estatistico Two Way ANOVA. As concentracdes de 10° e 106 PFU
de todas as cepas estudadas promoveram uma perda de peso significativa (p<0,001)
nos animais, quando comparados ao grupo controle e os grupos inoculados com 102
e 10 PFU, mas ndo apresentaram perda de peso significativa (p>0,05) quando
comparados entre si. Todos os animais inoculados com a cepa MR766 foram a ébito,
independente da concentracao utilizada. No grupo inoculado com a cepa AB, os
animais que receberam as menores concentragbes apresentaram taxa de
sobrevivéncia superior a 75%, enquanto os desafiados com as maiores concentragoes
foram a o6bito. A cepa PE ndao promoveu o6bitos nos animais inoculados com a
concentragdo de 103 PFU, enquanto os inoculados com 10* e 10° PFU apresentaram
taxa de sobrevivéncia de 80%, e os inoculados com a maior concentragdo foram a
Obito. As trés diferentes cepas (MR766, AB e PE) apresentaram sinais clinicos da
infeccdo condizentes com caracteristicas neurotrépicas para a espécie. Em
conclusdo, os animais infectados com as trés cepas na concentracdo de 104 PFU
apresentaram sinais clinicos, taxa de sobrevivéncia e curva de peso que
caracterizaram a infeccao viral pelo ZIKV, permitindo que essa concentracdo de
particulas virais seja usada para observacgao clinica em longo prazo em camundongos
da linhagem Swiss webster, enquanto que a concentragdo de 10° PFU parece ser
mais eficaz a aplicacdo de ensaios com farmacos, visto que os animais desenvolvem
a doencga de forma aguda.

Palavras chave: Camundongos; Virus da Zika; Modelo animal; Infecgéo viral;
Patogénese.



ABSTRACT

In Brazil, in 2016, the Zika virus became a public health problem, since the number of
infected had a vertiginous increase. The pathogenesis caused by infection of
circulating strains is poorly characterized and we investigate whether there were
changes in virulence, since neurological complications were observed, such as
Guillain-Barré syndrome and microcephaly. The use of animal models to study the
dynamics of ZIKV infection is extremely valuable. Heterogenic neonatal mice are
susceptible to ZIKV infection, however, it is not known how the model behaves in the
development of preclinical assays of compounds with antiviral activity. In this context,
the present work aimed to evaluate the behavioral dynamics of the Zika virus. In order
to determine the ideal concentration for the study of pathological aspects, 3-day-old
neonatal mice (Mus musculus, Swiss webster) were inoculated intraperitoneally with
four different concentrations (103, 104, 10° and 10® PFU) of Asian strains (AB and PE)
and the Zika virus African strain (MR766). Group 1 was composed of infants inoculated
with strain MR766 and control (MOCK), group 2 with strain AB and control (MOCK)
and group 3 with strain PE and control. Weight and survival curves were determined
as well as the presence of clinical signs. Assays were analyzed by Two Way ANOVA
statistical test. The concentrations of 10° and 10° PFU of all strains studied promoted
significant weight loss (p <0.001) in the animals, when compared to the control group
and the groups inoculated with 102 and 10* PFU, but did not present significant weight
loss (p > 0.05) when compared to each other. All animals inoculated with MR766 strain
died, regardless of the concentration used. Of the groups inoculated with the AB strain,
the animals that received the lowest concentrations presented survival rates higher
than 75%, while those challenged with the highest concentrations were all dead. The
PE strain did not promote deaths in the group inoculated with the concentration of 103
PFU, while the 10% and 10° PFU groups showed a survival rate of 80% and the animals
inoculated with the highest concentration were all dead. The three different strains
(MR766, AB and PE) presented clinical signs of infection consistent with neurotropic
characteristics for the species. In conclusion, the animals infected with the three strains
in the concentration of 10* PFU showed clinical signs, survival rate and weight curve
that characterized the viral infection by ZIKV, allowing this concentration of viral
particles to be used for long-term clinical observation in mice of the Swiss webster line,
whereas the concentration of 10° PFU appears to be more effective in the application
of drug assays, since the animals develop the chronic disease.

Keywords: Mouse; Zika virus; Animal model; Viral infection; Pathogenesis.
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1. INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) € um arbovirus pertencente ao género Flavivirus (familia
Flaviviridae) e foi descrito pela primeira vez em 1947 em Uganda, a partir da analise
do sangue de macacos Rhesus sentinelas para a Febre Amarela (DICK, 1952). Apos
o0 isolamento, a infecgdo em humanos foi descrita pela primeira vez na Nigéria, em
1954 (MACNAMARA, 1954). Desde entéo, o virus se espalhou da Africa para a Asia
(FAYE et al, 2014). Entre o inicio da década de 1950 a 1980, uma quantidade
crescente de evidéncias apontou para doencas humanas associadas a transmissao
de ZIKV (SIKKA, 2016). Embora tenham passado mais de 60 anos desde a descoberta
do virus, apenas um pequeno numero (<10) dos casos humanos foi encontrado na
literatura ao longo dos ultimos 10 anos (SAHINER, 2016). Em 2007, a primeira
transmisséo do virus Zika em pessoas fora da Africa e da Asia foi relatada. Ocorreu
no Estado Yap, na Micronésia Francesa, onde 49 pessoas apresentaram infeccédo
pelo virus Zika confirmadas através da combinacao de analise genética e sorolégica
(WIKAN, 2016). Estima que 73% da populacédo de Yap com mais de trés anos de idade
tenha sido infectada pelo virus naquela época (KINDHAUSER, 2016).

Foram identificadas duas linhagens geograficamente distintas do virus, africano
e asiatico, bem como mudltiplas estirpes dentro de cada linhagem. A andlise de
amostras virais do Estado de Yap reforcou evidéncias epidemiologicas anteriores de
que o surto se originou no sudeste da Asia (DUFFY, 2009). Essa epidemia em 2007,
provavelmente foi resultado da introducé&o de uma ou mais cepas de ZIKV do Sudeste
Asiatico, apontando para uma expansdo da linhagem asiatica (HADDOW, 2012).
Desde entéo, infec¢des por virus Zika foram relatadas em todo o mundo, inclusive na
Polinésia Francesa e outras ilhas no Oceano Pacifico; e regiées da América do Sul,
Central e do Norte (WIKAN, 2016) (Figura 1).

Cepas do virus da linhagem asiatica causaram surtos da doenca na Polinésia
Francesa entre 2013 e 2014 (CAO-LORMEAU et al, 2016). Essa linhagem expandiu-
se rapidamente e muitos casos foram relatados a partir de Nova Caled6nia, llhas Cook
e Ilha de Pascoa, no Chile (SLAVOV et al, 2016). Casos esporadicos de infeccao pelo
virus Zika foram relatados em varios paises do sudeste asiatico entre 2010 e 2015
(Figura 1).
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Em 15 de maio de 2015, confirmou-se a presenca do ZIKV no Brasil, conforme
nota divulgada pelo Ministério da Saude (FANTINATO et al, 2016). O numero de
infectados pelo virus no Brasil, América Central e Caribe, teve um aumento vertiginoso
entre 2015 e 2016. Recentemente, o virus foi encontrado em placentas humanas
(QUICKE, et al., 2016) e no tecido cerebral de fetos diagnosticados com microcefalia
(BRASIL et al., 2016; MARTINES et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; OLIVEIRA MELO
et al., 2016; CULJAT et al., 2016). A infeccado materna por ZIKV durante a gravidez foi
associada a malformacdes neonatais, resultando em varios graus de anormalidades
congénitas, microcefalia e até mesmo aborto (YUN, 2017).

Embora, na maioria dos casos, a infec¢cdo por ZIKV cause apenas sintomas
leves em alguns individuos, esta associada a uma seérie de distUrbios
neuroimunoldgicos, incluindo sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalite e mielite
(YUN, 2017). Foi observado um aumento no nuimero de casos da sindrome de
Guillain-Barré e meningocefalite em pacientes que mostraram os sintomas de infeccao
pelo virus (CAO-LORMEAU et al., 2016; CARTEAUX et al., 2016). Esta infec¢ao pode
ainda estar relacionada a danos oculares (VENTURA et al, 2016).

Diante desse cenario, o ZIKV se tornou um problema de salde publica, e a
patogénese causada pela infeccao das cepas circulantes ainda é pouco caracterizada.
Essa problemética esta atrelada a dificuldade de execuc¢do de pesquisas com seres
humanos, que € regida por legislacdes que protegem os individuos. Como no estudo
de diversas outras doencas causadas por virus, a utilizacdo de modelos animais em
pesquisa é a alternativa mais viavel.

A pesquisa em modelos animais é uma ferramenta indispenséavel para o estudo
de infec¢cdes por patdgenos virais. A geracdo de conhecimentos a respeito da
dindmica de infeccdo, sintomatologia, padrdo de mortalidade, patogenia e outros
parametros é de extrema importancia para profissionais de diversas areas. Dados
obtidos utilizando-se modelos animais contribuem para o avanc¢o da ciéncia basica e
aplicada.

No enfrentamento de uma epidemia, é importante a geracao rapida de dados a
respeito dos aspectos clinicos da doenca em questdo. Porém, poucos estudos in vivo
foram realizados para caracterizar a patogénese causada pela infeccao pelas cepas
do ZIKV circulantes no Brasil. Embora o virus Zika tenha uma das distribuicbes

geograficas disseminadas mais antigas e melhor documentadas entre os arbovirus,
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muitas questdes continuam sem resposta sobre sua evolucdo, ecologia e
epidemiologia (HADDOW, 2012).

Segundo Dick et al. (1952), camundongos neonatos S&80 susceptiveis a
infeccdo viral na primeira semana de vida, sugerindo que este seja um bom modelo
animal para o estudo da doenca. Nesta linha, o presente projeto prop6s utilizar
camundongos neonatos com 3 dias de vida, desafiados com as cepas isoladas de
pacientes brasileiros AB e PE (linhagem asiatica) e a cepa MR766 (linhagem africana),

como modelo de estudo da patogénese causada pela infec¢ao pelo virus Zika.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e epidemiologia do Virus da Zika

O ZIKV é um arbovirus membro do género Flavivirus da familia Flaviviridae,
que também inclui o virus da Dengue (DENV), o virus da febre do Nilo Ocidental
(WNV), o virus da febre Amarela (YFV) e o virus da Encefalite Japonesa (JEV)
(BESNARD et al., 2014). ZIKV e DENV séao transmitidos, principalmente, através das
picadas de mosquitos da espécie Aedes infectados. Embora a transmissao de ZIKV
ocorra predominantemente através de mosquitos, outros modos de transmissado
também ja foram relatados, incluindo transfusdo sanguinea e relagcdes sexuais
(SIKKA, 2016). A primeira ocorréncia relatada de transmissao por via sexual foi de um
homem infectado por um parceiro masculino (DECKARD et al., 2016), e mais
recentemente, de uma mulher infectada por um parceiro masculino (DAVIDSON et al.,
2016).

N&o obstante, a infeccdo pelo ZIKV foi relacionada a ocorréncia de
manifestacdes neuroldgicas. Na Micronésia, durante um surto de ZIKV em 2007,
foram diagnosticados 40 casos de Sindrome de Guillain-Barré (GBS), representando
uma incidéncia 20 vezes superior a do periodo precedente, do mesmo modo, situacao
semelhante foi identificada na Polinésia Francesa, em 2013 (MALTA, 2017).

As primeiras complicacdes neuroldgicas possivelmente associadas ao surto de
ZIKV no Brasil foram relatadas em julho 2015, quando as autoridades sanitarias
notificaram o Ministério da Saude sobre um aumento no nimero de casos da GBS no
estado da Bahia, no Nordeste do Brasil (BAHIA, 2015). Até fevereiro de 2017, 11
paises notificaram aumento nos casos de GBS, e em alguns paises da regido das
Américas, manteve-se- o aumento observado nos casos de SGB no contexto da
circulacdo do ZIKV (OPAS/OMS, 2017). A GBS é uma neuropatia autoimune,
paralitica aguda, que pode se manifestar apds uma infecgéo viral e que tem como alvo
0s nervos periféricos (WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016).

Embora a patogénese e fatores de risco associados ainda ndo tenham sido
estabelecidos, esta sendo investigado se as cepas de ZIKV mudaram em viruléncia
ou se possiveis complicagbes, como GBS e microcefalia, foram despercebidas no
passado, ja que o numero absoluto de infectados foi relativamente baixo. Certamente,

estudos adicionais, modelos epidemiolégicos e animais, sd0 necessarios para
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estabelecer a possivel associacdo entre a infeccédo por ZIKV e essas complicacdes
(GOEIJENBIER, 2016).

Um aumento de hospitalizacbes devido a GBS, foi observado na regido
nordeste do Brasil, apés o inicio da circulacdo do virus Zika no pais, quando
comparado a periodos antes da epidemia de ZIKV (BARCELLOS et al., 2016).

Concomitantemente, um estudo avaliou o nimero de casos de encefalopatias
em hospitalizacdes em diferentes regides do Brasil mostrando que entre o segundo
semestre de 2014 e 2015 os casos de neuropatias como: encefalites, mielites e
encefalomielites, aumentaram cerca de duas vezes em relagdo aos anos anteriores,
quando o ZIKV ndo circulava no pais (BARCELLOS et al., 2016).

Ha evidéncias de que a ZIKV possa ser transmitido de méae para filho (infeccao
transplacentaria) (BESNARD et al., 2014). Em outubro de 2015, foi relatado um
aumento no numero de criancas nascidas com microcefalia no estado de
Pernambuco, com posterior notificacdo a OMS (BRASIL, 2016). Menos de um ano
apos o surto de ZIKV no Brasil, casos de alteracdes congénitas e principalmente, de
microcefalia em fetos e recém-nascidos associados ao ZIKV comecaram a ser
notificados ao Ministério da Saude. Foram cerca de 4000 recém-nascidos com
microcefalia, presumivelmente associada a infeccéo por ZIKV (SIKKA, 2016). Foram
descritas, também, alteracdes na visdo de bebés infectados com o ZIKV, como atrofia
coriorretiniana, mas pouco se sabe acerca dos mecanismos envolvidos, ou se as
alteracdes observadas seriam reversiveis (DE PAULA FREITAS et al., 2016).

Segundo o relatério de novembro de 2016 da OMS, 26 paises ou territorios
reportaram casos de microcefalia ou anomalias associadas ao SNC associadas a
infeccdo por ZIKV, enquanto 19 paises ou territérios relataram aumento no nimero de
casos de GBS ou confirmacéo de diagnostico de ZIKV em pacientes com GBS (WHO,
2016). Estas condic¢des neuroldgicas com outras mais raras sugerem que o virus Zika,
semelhante a outros flavivirus, seja neuropatogénico (ARAUJO, 2016).

Em 1 de fevereiro de 2016, a OMS declarou a epidemia do virus Zika no Brasil
como emergéncia de saude publica de interesse internacional, em decorréncia da
associacao da infeccdo com o aumento no niumero de casos de microcefalia e outras
alteracdes neurologicas (WHO, 2016).

Até 15 de abril de 2017, foram registrados 7.911 casos de febre zika em todo o

pais, uma reducdo de 95,3% em relacdo a 2016, quando ocorreram 170.535
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notificacdes (OPAS/OMS, 2017). O relato do surgimento de novos casos de
microcefalia tem apresentado reducao importante desde maio de 2016. Durante os 18
meses da emergéncia em saude publica internacional houve um fortalecimento da
capacidade de resposta nacional e local, por meio da colaboracdo entre as trés
esferas de gestdo do Sistema Unico de Satde (BRASIL, 2017).

Portanto, em maio de 2017, o Ministério da Saude declarou fim da Emergéncia
em Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN). A decisdo, informada a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) por meio de nova avaliagao de risco, ocorreu
18 meses apols a decretacdo de emergéncia, em um momento de queda nos casos
de Zika e microcefalia em todo o pais (BRASIL, 2017).

Apesar dessa notavel queda nos relatos de febre da Zika e sindromes
associadas, considera-se fundamental que os paises continuem os esforcos para
reduzir ainda mais a dispersdo da doenca por meio de uma estratégia eficaz de
controle do vetor e de esclarecimento a populacao.

2.2 Epidemiologia das cepas de ZIKV

A evolucdo molecular do ZIKV no século 20 foi estudada usando a andlise de
sequéncia do Zika obtida de mosquitos, seres humanos e outros mamiferos na Africa
(SIKKA, 2016). Foram identificadas duas linhagens principais: a africana e a asiatica.
A primeira ainda n&o disseminada fora da Africa. As cepas ZIKV que circulam nas
Américas sao da linhagem asiatica, com 99,9% de identidade com as cepas ZIKV que
circularam na Polinésia Francesa em 2013-2014 (CALVET, 2016). A posicdo basal da
cepa ZIKV isolada na Malasia em 1966 sugere que o surto na Micronésia foi iniciado
por uma cepa do Sudeste Asiatico (HADDOW, 2012).

Sequéncias genéticas de cepas do virus da Zika isoladas no Camboja, Malasia,
Nigéria, Senegal, Tailandia e Uganda foram publicados. Estas construiram arvores
filogenéticas para avaliar as relacfes entre estas cepas. Posteriormente, estudos
moleculares mapearam a disseminacg&o do virus de Uganda para Africa Ocidental e
entdo para a Asia na segunda metade do século 20 (FAYE, 2014).

Em adicdo, o antepassado comum mais recente do MR766 (Uganda, 1947)
divergiu primeiro, seguido da divergéncia do antepassado comum mais recente das
linhagens ArD 41519 (Senegal, 1984) e IbH 30656 (Nigéria, 1968), da cepa P6-740
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(Malésia, 1966) e, finalmente, as estirpes da CE (Micronésia, 2007) e FS13025
(Camboja, 2010) (HADDOW, 2012) (Figura 2).

Analises filogenéticas sugerem que as cepas que circulam no Brasil séo originadas
de cepas da Polinésia Francesa (FAYE et al, 2014). O virus de um dos pacientes teve
seu genoma completo sequenciado e a sequéncia identificada possui 97-100% de
homologia com o isolado da Polinésia Francesa (MLAKAR, 2016).

ApoOs o relato de casos de microcefalia no Brasil e analise retrospectiva dos
casos da Polinésia Francesa, o primeiro caso de microcefalia e outras alteracbes

neurolégicas foram relatados na Coldmbia (BUTLER, 2016).
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100
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Spondweni SM-6 V-1 (Unknown, Unknown)
0.01

Fonte: HADDOW, 2012

Figura 2: Filogenia a partir das sequéncias de nucleotideos de cepas do Virus da Zika

2.3 Sintomatologia Clinicos do ZIKV em Humanos
Antes de 2007, apenas 13 casos de infeccdo em seres humanos com o virus
Zika haviam sido relatados (WIKAN, 2016). Na década de 1960 a 1980 foram
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encontradas infeccdes humanas em toda a Africa e Asia, mas geralmente
acompanhadas de sintomas leves.

O primeiro grande surto de doenca causado pela infeccdo na ilha de Yap
(Estados Federados da Micronésia) foi em 2007. Posteriormente na Polinésia
Francesa, entre 2013-2014, casos de sindrome de Guillain-Barré foram associados a
infec¢do, assim como os casos de microcefalia em recém-nascidos (KINDHAUSER,
2016). Do mesmo modo, em 2015 no Brasil, registaram-se aumentos significativos na
incidéncia dos disturbios auto-imunes e neurolégicos, incluindo a sindrome de
Guillain-Barré e microcefalia (SAHINER, 2016; MLACKER, 2016).

De uma forma geral, a infecgdo tem sido caracterizada como moderadamente
sintomatica e raramente fatal. Embora a infeccdo assintomatica seja comum,
aproximadamente 20% dos adultos infectados com ZIKV apresentam sintomas e
sinais, geralmente 3 a 12 dias apés a infeccdo, que desaparecem dentro de 2 a 7 dias
(SIKKA, 2016). Os sintomas incluem febre leve, dor de cabeca, artralgia, mialgia,
conjuntivite ndo purulenta e erupcdo maculopapular pruriginosa, (MLACKER, 2016).
As taxas de hospitalizacdo e complicacbes sdo baixas, sendo as fatalidades
extremamente raras (SIKKA, 2016). No entanto,

O ZIKV é transmitido principalmente pela picada do mosquito infectado, no
entanto, pode se espalhar através de meios de transmissdo nao vetoriais, incluindo
transfusdes de sangue, relacdes sexuais e vias perinatal (MLACKER, 2016). Em
adicao, a disseminacao da transmisséo do virus Zika pode ser aumentada nédo so pela
distribuicdo global dos vetores Aedes, mas também por transmissao de pessoa para
pessoa, tanto verticalmente (mae para feto) quanto horizontalmente (KINDHAUSER,
2016).

A cepa viral e a dose parecem influenciar diretamente no resultado da infeccéo.
Em seres humanos, a maioria dos casos de microcefalia é associada a linhagem
Asiatica de ZIKV, enquanto em camundongos, ambas as linhagens (Asiatica e
Africana) podem induzir patologia relacionada ao ZIKV (RAMOS DA SILVA, 2016).

2.4 Modelo Animal para estudo do ZIKV
Os primeiros estudos in vivo com ZIKV, em 1952, mostraram a susceptibilidade
de camundongos adultos imunocompetentes selvagens (WT) Swiss webster a

infeccao intracerebral (DICK et al., 1952), que se mostrou letal na maioria dos casos.
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Esses estudos também mostraram a pouca susceptibilidade de camundongos
selvagens adultos a infeccéo intraperitoneal com o virus, o que demonstrava a
provavel capacidade do sistema imune desses animais de controlar a infeccéo. Até
agora, estudos de infeccdo por ZIKV em camundongos WT adultos tém relatado
apenas presenca baixa e transitéria de RNA viral, mas ndo infecciosa apés
inoculagdes subcutaneas in vivo (DOWALL et al., 2016; LAZEAR et al., 2016).

O ZIKV néo se replica de forma eficiente em camundongos adultos selvagens
(WT), este fenotipo pode ser explicado pela incapacidade do ZIKV de antagonizar o
STAT2 em camundongos, como ocorre em humanos, o qual é ativado através da
sinalizacao dos receptores de interferon tipo | e tipo 11l (ASHOUR et al., 2009).

Contudo, ja foi demonstrado que camundongos selvagens com menos de 7
dias de vida sdo susceptiveis a infeccéo (DICK, 1952). ManifestacBes como: paralisia
dos membros, pélo ericado, tremores, postura curvada, letargia, hiperatividade, perda
de peso e morte tém sido observadas em diferentes modelos (transgénicos e
neonatos) de infeccéo por ZIKV em camundongos (ALIOTA et al., 2016a; DOWALL et
al., 2016; LAZEAR et al., 2016; ROSSI et al., 2016).

A infeccdo por ZIKV em um camundongo neonato imunocompetente mostrou
tropismo cerebral, levando a microcefalia po6s-natal e vérias disfuncdes
comportamentais (SOUZA, 2017). A microcefalia pés-natal ocorre, pois, o cérebro do
camundongo recém-nascido € relativamente imaturo, semelhante ao estagio de
desenvolvimento do cérebro humano em meados da gestacao (SEMPLE et al., 2013).
Sendo assim, Miner et al (2016) sugeriram que a observacdo de patologias do
desenvolvimento neurolégico de ZIKV em camundongos requer andlise pos-natal. Em
adicao, periodo pés-natal de desenvolvimento do cérebro de roedores e a germinacao
sinaptica se correlaciona com o ultimo trimestre de gestacdo em seres humanos,
simulando fetos expostos durante a gestacéo tardia (MORGANE, 1980; SOUZA et al.,
2017).

Os primeiros estudos em animais usando uma cepa ZIKV isolado do Brasil
(ZIKVBR) demonstraram que a associacdo com as alteracdes no desenvolvimento é
dependente da linhagem do camundongo (CUGOLA et al., 2016), da cepa do virus,
da titulacao viral, assim como in vitro depende do tipo celular (RAMOS DA SILVA,
2016).
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O ZIKV tem tropismo por ceélulas neurais, principalmente células menos
diferenciadas, no entanto, ja foi demonstrada a infec¢do de células da pele, figado,
baco, rim, pulmdo, gbnadas, musculo e olho em modelos de camundongos
transgénicos (ALIOTA et al., 2016; LAZEAR et al., 2016; MINER et al., 2016; ROSSI
et al., 2016). Além disso, foi detectado RNA viral em lagrimas, sugerindo que o0 virus
pode ser secretado das glandulas lacrimais (MINER et al., 2016).

Yockey (2016) infectou camundongos WT imunocompetentes via vaginal com
uma cepa asiatica do ZIKV e observou que o ZIKV replica dentro da mucosa genital
mesmo em camundongos de tipo selvagem, sendo a mucosa vaginal permissiva para
a replicacdo do Virus da Zika. A infecgdo vaginal durante a gestacao levou a restricao
do crescimento fetal e infeccéo do cérebro fetal, provando que essa via de inoculacéo
€ capaz de atingir fetos de camundongos com sistema imunoldgico intactos.

Modelos representativos de roedores para investigar infecgbes por ZIKV
incluem inoculagdes diretamente no sistema nervoso central (SNC) no final da
gravidez e transmissdo transplacentaria em camundongos imunodeficientes
(GOODFELLOW et al., 2016). No entanto, as abordagens atuais para a infeccéo por
modelo ZIKV em roedores resultam em letalidade durante a gravidez (SHAO et al.,
2016). Em contrapartida, o cérebro de camundongo recém-nascido (neonato) €&
relativamente imaturo, semelhante ao estagio de desenvolvimento do cérebro humano
em meados da gestacdo (SEMPLE et al., 2013), e esse desenvolvimento inclui um
componente pés-natal importante. Sendo assim, sugeriu-se que a avaliacdo dos
danos no desenvolvimento neuroldgico de ZIKV em camundongos fosse analisado
também no periodo pds-natal (MINER et al., 2016).

O ZIKV infecta a iris, cOrnea, retina e nervo Optico e causa conjuntivite,
panuveite e neuroretinite em camundongos quando inoculados subcutaneamente. A
infeccdo por ZIKV também resulta em doenca ocular grave caracterizada por neurite
Optica, atrofia coriorretiniana e cegueira em recém-nascidos e conjuntivite e uveite em
adultos (MINER et al., 2016).

Em camundongos recém-nascidos e jovens, a inoculacdo intracerebral
demonstrou que a replicacdo de ZIKV ocorre tanto nos neurdnios, como nas ceélulas
astrogliais (GOODFELLOW et al., 2016).

Estudos recentes demonstraram que a infeccdo por ZIKV pode alterar a

diferenciacdo de células neuro progenitoras (NPCs) levando a microcefalia



26

embrionéria e a restricdo do crescimento dos camundongos (CUGOLA et al., 2016; LI
et al.,, 2016; MINER et al., 2016). A infeccdo pelo Virus da Zika em modelo de
camundongo revela aspectos importantes das anormalidades cerebrais fetais que séo
associadas a infeccdo por ZIKV em seres humanos, incluindo extensa apoptose
neuronal, rarefacdo axonal, acumulagdo de astrécitos reativos e células microgliais
(DRIGGERS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; OLIVEIRA MELO et al., 2016). No
entanto, ndo se sabe se outros tipos celulares, incluindo neurénios diferenciados e
células vasculares, sédo danificados no cérebro em desenvolvimento, o que contribuiria
para as anormalidades cerebrais associadas a infeccdo (SHAO, 2016).

Muitos estudos utilizando modelos de camundongos com backgrounds
genéticos diversos, inoculados por diferentes vias, cepas e uma variedade de carga
viral tém sido Uteis para o entendimento dos impactos causados pela infeccéo pelo
ZIKV (CALVET et al., 2016). A infeccdo subcutanea pela cepa Asiatica em
camundongos C57BL/6 gestantes resultou em morte fetal e reabsorcdo da maioria
dos fetos enquanto aqueles que sobreviveram a infeccdo tiveram restricdo de
crescimento intrauterino (RAMOS DA SILVA, 2016). Animais transgénicos, sem
resposta antiviral, nem sempre sdo a melhor op¢do quando se estuda patogénese
(DOWALL, 2016).

Um modelo animal de infeccdo deve ser desenvolvido para identificar os
determinantes da viruléncia de ZIKV e revelar mecanismos moleculares que controlam
a interacao virus-hospedeiro, proporcionando uma estrutura para o desenho racional
de terapias de fase aguda e teste de eficacia de vacinas, e assim fornecer informacées
valiosas para a avaliagdo de possiveis estratégias terapéuticas ou preventivas
(ALIOTA et al., 2016).

Para alguns tipos de pesquisa, é desejavel empregar grupos de animais que
exibem niveis de variagdo genética paralela a ocorréncia natural (FESTING, 1974).
Ao contréario das linhagens isogénicas, um estoque heterogénico € definido como uma
colénia de animais com um aumento limitado do coeficiente de endogamia <1% por
geracdo e alto grau de variabilidade genética (FAHEY, 2013). Por isso, sdo usados
para diferentes fins e a conservacdo da variabilidade genética € extremamente
importante (POILEY, 1960). Animais wild type (WT-selvagens ou ndo modificados
geneticamente), especialmente animais heterogénicos, como por exemplo os

camundongos Swiss webster, apresentam uma variabilidade genética que representa
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a populacdo humana em que raramente ocorre o cruzamento intrafamiliar. Por esse
motivo e por ndo apresentarem modificagbes genéticas em vias de sinalizagédo
importantes para a resposta anti-viral, esses animais se mostram como excelente

modelo de estudo.
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3. JUSTIFICATIVA

Estamos diante de uma causalidade sem precedente na histéria da saude
publica, envolvendo mulheres e criancas, como é a sindrome neurologica associada
ao Zika. Nesse contexto, a complexidade em torno da epidemia de Zika requer
esforcos nos diversos campos da ciéncia, visto a extraordinaria capacidade de
transmissao desse virus. O ZIKV tem sido associado a condi¢des clinicas graves,
contudo, ndo existem medicamentos antivirais aprovados ou vacinas disponiveis com
atividade comprovada contra esse agente. A OMS declarou a propagagéo do ZIKV
como uma emergéncia de Saude Publica internacional no inicio de 2016. Sendo
assim, a pesquisa em modelos animais € uma alternativa para a geracdo de
conhecimentos de grande importancia sobre a doenca. Os primeiros estudos in vivo
em busca de antivirais para o combate a infec¢ao utilizaram animais com deficiéncia
na resposta imunologica antiviral, especialmente animais knockout para componentes
da via de interferon (IFN). Esses modelos transgénicos sdo altamente susceptiveis a
infeccdo com qualquer uma das cepas virais disponiveis e embora eles sejam Uteis
no estudo do tropismo do virus, para o teste de antivirais eles ndo representam o
modelo mais adequado, visto que a participacdo do sistema imunoldgico do animal
em sinergismo com o tratamento farmacolégico na resposta contra o virus é
descartada. Poucas informacfes existem a respeito da caracterizacdo da patogenia
causada pela infeccdo das cepas de ZIKV circulantes no Brasil em modelos animais
nao transgénicos ou imunocompetentes. Desta forma, neste trabalho avaliamos um
modelo animal, utilizando camundongos heterogénicos Swiss webster, com a
resposta imunoldgica antiviral intacta para avaliar aspectos patogénicos da infec¢cao
por ZIKV, possibilitando trabalhos futuros relacionados a prevencéo e cura, incluindo

teste pré-clinico de compostos antivirais, producéo de vacinas e farmacos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consiste em estabelecer uma ferramenta

complementar, no que se refere a dinAmica comportamental do virus da Zika, através

do uso de camundongos neonatos Swiss webster aliados a biotecnologias

experimentais que permitam a utilizacdo desse biomodelo em testes pré-clinicos de

compostos farmacolégicos com atividade anti-viral.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar a concentragdo ideal a partir de quatro concentragbes de
particulas virais das trés diferentes cepas do ZIKV, duas delas isoladas de
pacientes brasileiros (PE e AB) e uma da linhagem asiatica (MR766), para
o estudo dos aspectos patolégicos em camundongos Swiss webster
neonatos.

Verificar se a inoculacao via intraperitonial das diferentes cepas do ZIKV é
capaz de infectar os neonatos, através da identificacdo da presenca do virus
no tecido cerebral.

Caracterizar a infeccdo pelas diferentes cepas do virus Zika, coletando
dados sobre morbidade e mortalidade.

Estudar a patogénese do virus da zika em um modelo murino de infeccao
pelo ZIKV visando contribuir com 0s avangos das pesquisas relacionadas a

prevencao e cura, como a producédo de vacinas e farmacos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais experimentais e licencas

Os animais utilizados nesse experimento foram oriundos da colbnia de
producdo do Biotério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/Fiocruz e
ficaram alojados no biotério do Laboratoério de Ultraestrutura Hertha Meyer, do Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ em gaiolas microisoladoras. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e
a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos - DBCA (CONCEA 2016) e
receberam aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em
experimentacédo cientifica do CCS da UFRJ, registrada no CONCEA sobre 0 nimero
de processo 01200.001568/2013-87; protocolo 009/16 (Anexo 1). Dezoito
camundongos Swiss webster fémeas com 8 semanas de idade foram acasaladas com
nove machos da mesma cepa e da mesma idade na propor¢cao de duas fémeas para
cada macho. A cépula foi confirmada pela observacao da presenca do plug vaginal e
a gestacao, apos 15 dias, a partir da observacdo do aumento abdominal do animal.
As fémeas prenhes foram alojadas em microisoladores e mantidas em temperatura
de 22+2 °C, umidade relativa (UR) do ar em 50+10%, fotoperiodo de 12 h de claro por
12 h de escuro e acesso ad libitum a agua e comida. ApdOs o parto, as fémeas com
sua ninhada foram separadas em gaiolas individuais. Foi utilizado um total de 18

fémeas, 9 machos e 186 neonatos.

5.2 Determinacdo dos grupos experimentais

A fim de determinar a concentracdo ideal para o estudo dos aspectos
patolégicos, camundongos (Mus musculus, Swiss webster) neonatos com 3 dias de
vida, foram inoculados intraperitonealmente com quatro diferentes concentracdes
(103, 104, 10° e 10° PFU) das cepas Brasileiras (AB e PE) e da cepa Africana (MR766)
do virus Zika. O Grupo 1 foi constituido de neonatos inoculados com a cepa MR766 e
controle (MOCK), o grupo 2 com a cepa AB e controle (MOCK) e o grupo 3 com a
cepa PE e controle (Figura 3).
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Grupo 1

cepa MR766 Avaliacdo da
MOCK morbidade
Concentracdes de
particulas virais
102 PFU peso + sinais

Cidjes clinicos

Experimentais 104 PFU
10° PFU

108 PFU

Avaliagéo da
mortalidade

Figura 3: Grupos experimentais: contendo as trés cepas virais e as quatro concentragdes

utilizadas

Foram realizados dois experimentos, sendo que o primeiro foi utilizado como
piloto.

Os animais foram avaliados todos os dias ap0s o dia da inoculacdo que ocorreu
em p3. As fémeas e suas ninhadas foram divididos em grupos, que foi nomeada com
uma letra do alfabeto. Os grupos controle (MOCK) foram constituidos pela fémea
progenitora e sua ninhada de 10 animais, os quais foram inoculados
intraperitonealmente com o meio de cultura DMEM (grupo MR766) e L-15 (grupos AB
e PE). Cada grupo experimental inoculado com particulas virais das cepas do ZIKV
foi constituido pela fémea progenitora e sua ninhada de 10 a 12 animais, a qual foi
identificada por dois subgrupos de 5 animais que receberam duas concentracdes
diferentes de particulas virais. Cada animal dentro da ninhada foi numerado
aleatoriamente de 1 até 10 e receberam identificacdo com caneta permanente. A

ninhada do grupo controle néo foi dividida (Tabela 1).
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Tabela 1: Grupos experimentais

12 EXPERIMENTO

) Inéculo/ Concentragdo Inoculagdo Iniciodos Sinais ~ Tempo (dias)de N
Grupo  Cepa Viral n ) ) ) i L ) A Observagdes
animal Viral (dias devida) Clinicos (dpi) Experimento

A MOCK (VERO) 10 50 ul (#1 - #10) p3 X 6 Todos os animais foram a ébito no

B MR766 10 50 ul 10° PFU (#1 - #5) 10*PFU (#6 - #10) p3 6 6 6 6dpi

C MR766 10 50 ul 10° PFU (#1 - #5) 10°PFU (#6 - #10) p3 6 6 6

D  MOCK (C6/36) 10 50 ul (#1 - #10) p3 X 30

E  ZIKVBR (AB) 10 50ul  10%PFU (#1-#5) 10%PFU (#6 - #10) p3 11 8 30

F ZIKVBR (AB) 10 50ul  105PFU (#1 - #5) 10° PFU (#6 - #10) p3 9 9 30

| MOCK (C6/36) 10 50 ul (#1 - #10) p3 9 14 Os animais dos GRUPOS D, E e F

J ZIKV BR (PE) 10 50 ul 103 PFU (#1 - #5) 10*PFU (#6 - #10) p3 9 9 14 sofreram ponto final humanitario

K ZIKV BR (PE) 10 50 ul 10° PFU (#1 - #5) 10°PFU (#6 - #10) p3 9 9 14 no 14dpi.

22 EXPERIMENTO
) Inéculo/ Concentragdo Inoculagdo Iniciodos Sinais ~ Tempo (dias)de N
Grupo  Cepa Viral n . . . R . . . Observagdes
animal Viral (dias devida) Clinicos (dpi) Experimento

L MOCK (VERO) 10 50 ul (#1 - #10) p3 X 6 Todos os animais foram a 6bito no

M MR766 10 50 ul 10° PFU (#1 - #5) 10%PFU (#6 - #10) p3 6 6 6 6dpi

N MR766 10 50ul  10°PFU (#1 - #5) 10°PFU (#6 - #10) p3 6 6 6

O  MOCK (C6/36) 10 50 ul (#1 - #10) p3 X 23 Os animais do GRUPO Q sof reram

P ZIKV BR (AB) 10 50ul  10°PFU (#1 - #5) 10*PFU (#6 - #10) p3 11 8 23 ponto final humanitario no 14dpi.

Q  ZIKVBR (AB) 10 50ul  10%PFU (#1 - #5) 10°PFU (#6 - #10) p3 9 9 14

R MOCK (C6/36) 10 50 ul (#1 - #10) p3 9 28 No dia Odpi (dia da inoculagéo),

S ZIKV BR (PE) 10 50ul  10%PFU (#1-#5) 10*PFU (#6 - #10) p3 9 9 28 A progenitora do GRUPOR realizou

T ZIKV BR (PE) 10 50ul  10°PFU (#1 - #5) 10°PFU (#6 - #10) p3 9 9 28 canibalismo em 4 filhotes.

5.3 Obtencéo das cepas virais, propagacao e titulacao de ZIKV

Na infeccdo dos camundongos neonatos, foi utilizada uma cepa africana de
ZIKV (MR766), cedida pelo professor Dr. Davis Ferreira (UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil)
e duas cepas brasileiras isoladas, uma proveniente de um paciente do estado do
Espirito Santo (AB - BRZIKV_AB_ES; KX212103.1), cedida pela Dra. Ana Maria Bispo
de Filipis (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), e outra do estado de Pernambuco (PE -
Brazil/PE243/2015; KX197192.1), cedido pela Dra. Marli Tenério Cordeiro (Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fiocruz-Recife, Brasil). Para estabelecer o estoque
viral, a cepa MR766 foi inoculada em células VERO (ATCC® CCL 81™, Manassas,
VA 20108 USA) (MOI=0.01). J& as cepas brasileiras, AB e PE, foram inoculadas em
células C6/36 (ATCC® CRL-1660™). Apds 1 hora, o indculo viral foi removido para as
células VERO, em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ) suplementado
com 2% de soro fetal bovino (SFB). Ja para as células C6/36, foi adicionado o meio
L-15 (Thermo Fisher Scientific, EUA) suplementado com 2% de SFB e incubados em
estufa (37°C, atmosfera de 5% CO2). Apés 4 dias de infeccdo, o meio condicionado
contendo as particulas de ZIKV (substrato) foi coletado e centrifugado a 300 x g por
10 minutos. O sobrenadante foi entdo coletado e submetido a filtragdo em membrana
de 0,22 mm, aliquotado e armazenado a -80°C. Os titulos dos estoques de ZIKV foram
determinados pelo ensaio de placa de lise em células VERO. Monocamadas
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confluentes de VERO, cultivadas em placas de 12 pocgos, foram inoculadas com 0s
estoques virais diluidos serialmente (até 8 vezes na base de 10). Apés 1 hora de
incubagéo em estufa (37°C, atmosfera de 5% COz2), o inéculo foi descartado e as
células incubadas com 1% de CMC em a-MEM suplementado com 1% de SFB. Apos
5 dias, as células foram fixadas com formaldeido 4% e coradas em solucéo de cristal
violeta (cristal violeta 0,5% em etanol 20%) para a contagem das placas de lise. A
partir da contagem direta das regides com lise na monocamada de células VERO, foi
possivel estimar o titulo destes estoques virais, dado por unidades formadoras de

plague por ml (PFU/m).

5.4 Inoculacdo dos neonatos Swiss webster

Para inoculagdo de particulas virais, os neonatos foram contidos
mecanicamente com as maos e inoculados intraperitonealmente com o volume de
50ul do estoque viral, utilizando seringas de insulina BD ultrafina 30G (8mm x 0,3mm).
Os grupos controle (MOCK) foram inoculados intraperitonealmente com o volume de
50ul de meio de cultura DMEM ou L-15.

5.5 Avaliacdo dos neonatos pds-infeccéo (sinais clinicos, curva de peso
e taxa de sobrevivéncia dos animais infectados)

Os neonatos foram observados diariamente, quanto ao surgimento de sinais
da doenca (aspecto geral, alteracdo de comportamento e peso). Os sinais clinicos
foram avaliados segundo Dick (1952), sendo observado criteriosamente o
aparecimento de tremores, desequilibrio, letargia, paralisia de membros, agitacdo
(hiperatividade), agressividade, caquexia, melhora clinica e 6bito. Os animais foram
ainda pesados diariamente. Todas as informacdes coletadas foram devidamente
registradas em planilhas.

Os animais que apresentaram perda maior que de 20% do peso inicial e/ou
sinais debilitantes de doenca (principalmente paralisia) sofreram ponto final
humanitario por deslocamento cervical seguido de decapitacéo, seguindo as diretrizes
da pratica de eutanasia do CONCEA

(https://ceuaics.ufba.br/legislacao/resolucoes?page=2). Ao fim dos experimentos, as



34

progenitoras sofreram ponto final humanitario por overdose de anestésico (Cloridrato
de cetamina + xilasina, intraperitoneal, 3x mais concentrada do que a utilizada para

anestesia 50-100mg/kg), seguida de deslocamento cervical (CONCEA, 2013).

5.6 Coleta dos tecidos para confirmacdo da infec¢cdo viral através do

ensaio de placa de lise

Os tecidos cerebrais foram coletados e direcionados para 0 ensaio de placa de
lise, a fim de avaliar a replicagéo efetiva do ZIKV nestes 6rgaos.

Imediatamente apds a coleta, aproximadamente 30 mg de cada tecido foi
dissociado com auxilio do macerador TissueRuptor (QIAgen, Hilden, Dusseldorf, DE)
em 1 ml de DMEM suplementado com 1% de SFB.

O ensaio de placa de lise, para avaliar replicacéo viral nos tecidos dos animais
infectados foi realizado da mesma maneira que a titulagdo dos estoques de ZIKV,
utilizando células VERO para anélise.

De posse desses resultados, avaliamos a concentragao viral que foi utilizada
para os ensaios. Essa avaliacdo se deu pela comparac¢ao dos titulos virais alcancados
nos tecidos do sistema nervoso central.

Outros tecidos e 6rgdo, como: retina, ganglios da raiz dorsal, nervos trigémeo
e ciatico, coracdo, baco, rim, figado e gbnadas foram retirados e congelados para

futuras analises histopatolégicas.

5.7 Andlise dos resultados

A partir das planilhas, determinamos as curvas de peso e de sobrevivéncia,
assim como a presenca de sinais clinicos, que foram divididos em categorias, para
cada concentracao de particulas virais das cepas brasileiras e da cepa africana. Os
dados da curva de peso e taxa de sobrevivéncia foram analisados por andlise de
variancia usando o teste estatistico Two Way ANOVA. De posse desses resultados,
correlacionamos a concentragdo viral que causava sinais clinicos relevantes nos

animais.
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6. RESULTADOS

6.1 Curva de peso dos neonatos
6.1.1 Animais inoculados com a cepa Africana do virus da Zika (MR766).
Os animais inoculados com a concentracdo de 10° PFU da cepa MR766 néo
apresentaram perda de peso significativa (p>0,05) em nenhum dos experimentos
qguando comparado ao controle e aos animais inoculados com 10* PFU. No entanto,
quando comparado aos inoculados com 10° e 10° PFU, houve perda de peso
significativa (p<0,001). Os animais inoculados com 10* PFU mantiveram a média de
pesos quando comparados aos animais controle (MOCK) até o 5dpi nos dois
experimentos. No entanto, entre o quinto e o sexto dia dos experimentos, foi possivel
observar um desenvolvimento deficiente, mas ainda assim ndo foi significativo
(p>0,05) quando comparados ao controle e aos inoculados com 102 PFU. No entanto,
quando comparado aos inoculados com 10° e 10° PFU, houve perda de peso
significativa (p<0,001). Os animais inoculados com 10° PFU, no primeiro experimento
apresentaram perda de peso progressiva a partir do 3dpi, assim como no 2°
experimento. Processo semelhante ao que ocorreu com 0s animais inoculados com
108 PFU. Ambas as concentracdes inoculadas (10° e 108 PFU), promoveram uma
perda de peso significativa (p<0,001) nos animais, quando comparados ao controle e
os animais inoculados com 102 e 10* PFU, mas ndo apresentaram perda de peso
significativa (p>0,05) quando comparados entre si. Os animais controles (MOCK)
apresentaram ganho progressivo de peso durante os dois experimentos. (Figura 4).
A cepa MR766 se mostrou altamente letal, e os animais infectados atingiram
os critérios de ponto final humanitario no sexto dia de experimento.

Desta forma, os experimentos com essa cepa nao ultrapassaram 6 dias (Figura 5).
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Figura 4: Graficos das curvas de peso dos animais inoculados com as diferentes concentracdes
da cepa Africana do virus da Zika (MR766). (A) 1° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 104(n=5),
105(n=5), 10%(n=>5). (B) 2° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 104(n=5), 105(n=5), 10%(n=5). Todos os
camundongos WT Swiss webster foram inoculados em p3 (pds-nato 3 dias), via intraperitoneal (50uL)
com as diferentes concentracdes da cepa MR766, e pesados diariamente. Os pesos estao expressos
em porcentagem do peso corporal. Os resultados apresentados se referem a Média + Desvio Padréao
e 0s dados das curvas de peso foram normalizados e analisados por “Two Way ANOVA”. As anélises
de peso foram registradas até o 6dpi. Concentracdo 102 PFU x MOCK (p>0,05); 103 PFU x 104 PFU
(p>0,05);10% PFU x 105 PFU (p<0,001); 103 PFU x 106 PFU (p<0,001); 10* PFU x MOCK (p>0,05); 104
PFU x 10° PFU (p<0,001); 10* PFU x 108 PFU (p<0,001); 10° PFU x MOCK (p<0,001); 10° PFU x 10¢
PFU (p>0,05); 10 PFU x MOCK (p<0,001).
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Fonte: Acervo Fabio Lima Monteiro

Figura 5: Animais inoculados com a cepa MR766 - 6dpi. Animais inoculados via intraperitoneal com
a cepa MR766 do ZIKV nas concentracdes de 103, 104, 10° e 105 PFU. A imagem mostra uma
diminuicdo progressiva do tamanho dos neonatos (6dpi), associado ao aumento da concentracdo viral
aplicada. Sendo inversamente proporcional, quanto maior a carga viral, menor o desenvolvimento com
0 mesmo tempo de vida.

6.1.2 Animais inoculados com a cepa Asiética do virus da Zika (AB)

Nenhum dos animais das diferentes concentracdes inoculadass com a cepa AB
apresentou perda de peso significativa (p>0,05) no 1° experimento, quando
comparados ao controle e entre si. No 2° experimento, também né&o foi observado
perda de peso significativa (p>0,05) quando comparado ao controle (MOCK) e entre
si, nos animais inoculados com as concentracdes de 102 e 10* PFU. No entanto, todos
0s animais inoculados com 10° e 10° PFU perderam peso significativamente
(p<0,001), quando comparados ao controle e aos inoculados com 102 e 10* PFU, a
partir do 8dpi, sendo superior a 20% do peso inicial em 14dpi e foram imediatamente
submetidos ao ponto final humanitario por deslocamento cervical, seguido de
decapitacdo, de acordo com as diretrizes da pratica de eutanasia do CONCEA.
Entretanto, os animais inoculados com as concentracdes de 10° e 10® PFU néo
apresentaram perda de peso significativa (p>0,05) quando comparados entre si. Os
inoculados com 102 e 10* PFU tiveram seus pesos aferidos até 30dpi (Figura 6), e ao
final do experimento, apresentaram perda de peso significativa (p<0,001) apenas
quando comparados aos inoculados com 10° e 10% PFU.

A cepa asiatica AB promoveu um desenvolvimento retardado nos animais

infectados (Figura7).
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Figura 6: Graficos das curvas de peso dos animais inoculados com as diferentes concentracfes
da cepa Asiatica do virus da Zika). (A) 1° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 10*(n=5), 105(n=5),
10%(n=5). (B) 2° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 10%(n=5), 105(n=5), 108(n=5). Todos os
camundongos WT Swiss webster destes ensaios foram inoculados em p3 (pés-nato 3 dias), via
intraperitoneal (50pL) com as diferentes concentra¢des da cepa AB, e pesados diariamente. Os pesos
estdo expressos em porcentagem do peso corporal. Os resultados apresentados se referem a Média +
Desvio Padrdo e os dados das curvas de peso foram normalizados e analisados por “Two Way
ANOVA”. Concentragdo 103 PFU x MOCK (p>0,05); 103 PFU x 10* PFU (p>0,05);10% PFU x 10° PFU
(p<0,001); 10% PFU x 108 PFU (p<0,001); 10* PFU x MOCK (p>0,05); 10* PFU x 10° PFU (p<0,001);
10% PFU x 10 PFU (p<0,001); 105 PFU x MOCK (p<0,001); 105 PFU x 10% PFU (p>0,05); 10® PFU x
MOCK (p<0,001). Foram incluidos na analise, valores de peso até o 30dpi no 1° e 14dpi no 2°
experimento.
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P

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 7: Animais inoculados com a cepa AB - 21dpi. A imagem mostra um desenvolvimento
retardado dos neonatos, associado ao aumento da concentracdo viral aplicada. Sendo inversamente
proporcional, quanto maior a carga viral, menor o desenvolvimento com o mesmo tempo de vida.

6.1.3 Animais inoculados com a cepa Asiatica do virus da Zika (PE)

Os animais inoculados com 102 PFU da cepa PE n&o apresentaram perda de
peso significativa (p>0,05) em nenhum dos experimentos quando comparados ao
controle e aos animais inoculados com 10% PFU. Porém, quando foram comparados
com os inoculados com as maiores concentracdes (10° e 108 PFU), foi possivel
observar uma perda de peso significativa (p<0,001) No entanto, em relacdo aos
animais infectados com 10* PFU, obtivemos resultados diferentes nos dois
experimentos. No 1°, os animais apresentaram perda de peso significativa (p<0,001)
a partir do 10dpi. Variagdo essa que nao aconteceu no 2° experimento, onde nao
houve perda de peso significativa (p>0,05) em nenhum momento quando comparados
ao controle e aos inoculados com 10° PFU. No 1° experimento, observamos um ganho
de peso substancial e significativo (p<0,001) nos animais inoculados com a
concentragéo viral de 10° PFU, a partir de 7dpi quando comparados ao controle e aos
inoculados com as menores concentracbes, porém no 2° experimento, eles
mantiveram seus pesos estaveis até o 17dpi, e s6 depois comecaram a ganhar peso.
No 2° experimento, também observamos um pequeno ganho de peso dos animais
controle apds o 12dpi, o que coincidiu com a introducédo de alimentacéo soélida para
os animais. Os animais inoculados com 108 PFU ndo apresentaram perda de peso no
1° experimento, mas no 2° experimento, houve perda de peso significativa (p<0,001)
a partir do 13dpi, quando comparado ao controle (MOCK) e aos grupos inoculados
com 10% e 10* PFU. As andlises de peso foram registradas até 14dpi no 1°
experimento e até 23dpi no 2° experimento. (Figura 8).

E importante notar que, embora n&o tenha ocorrido perda de peso significativa
em todos 0s grupos experimentais, 0os animais infectados tendem a ser menores que
os animais néo infectados com o ZIKV (Figura 9).
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Figura 8: Graficos das curvas de peso dos animais inoculados com as diferentes concentracfes
da cepa Asiatica do Virus da Zika (PE). As analises de peso foram registradas até o 14dpi no 1° e
23dpi no 2° experimento. (A) 1° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 104(n=5), 105(n=5), 10%(n=>5). (B)
2° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 10%(n=5), 10°(n=5), 10%(n=5). Todos os camundongos WT
Swiss webster destes ensaios foram inoculados em p3 (p6s-nato 3 dias), via intraperitoneal (50pL) com
as diferentes concentracfes da cepa PE, e pesados diariamente. Os pesos estdo expressos em
porcentagem do peso corporal. Os resultados apresentados se referem a Média + Desvio Padrdo e os
dados das curvas de peso foram normalizados e analisados por “Two Way ANOVA”. Concentragdo 103
PFU x MOCK (p>0,05); 103 PFU x 104 PFU (p>0,05);10% PFU x 105 PFU (p<0,001); 102 PFU x 106 PFU
(p<0,001); 10* PFU x MOCK (p>0,05); 10* PFU x 105 PFU (p<0,001); 10* PFU x 108 PFU (p<0,001);
105 PFU x MOCK (p<0,001); 10% PFU x 108 PFU (p>0,05); 106 PFU x MOCK (p<0,001).
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 9: Animais inoculados com a cepa PE - 14dpi. A imagem mostra uma diminuicdo de tamanho
do animal inoculado com 10° PFU da cepa PE em comparacao com o animal controle (MOCK).

6.2. Taxa de sobrevivéncia dos neonatos infectados
6.2.1 Animais inoculados com a cepa africana do Virus da Zika (MR766)
Nos dois experimentos, ao 6dpi, dois animais inoculados com a concentracao
de 10° PFU da cepa africana, foram a ébito, assim como os cinco animais que
receberam 10°% PFU. Diante do estado geral dos animais que receberam outras
concentracdes, exceto o controle (MOCK), foi realizado o ponto final humanitario de

todos os grupos experimentais (Figura 10).
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Figura 10: Graficos de taxa de sobrevivéncia dos animais inoculados com as diferentes
concentracdes da cepa Africana do Virus da Zika (MR766). (A) 1° e experimento: Mock (n=10),
108(n=5), 10%(n=5), 105(n=5), 108(n=5). (B) 2° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 10%(n=5), 105(n=5),
10%(n=5). Todos os camundongos WT Swiss webster destes ensaios foram inoculados em p3 (pds-nato
3 dias), via intraperitoneal (50pL) com as diferentes concentracbes da cepa MR766, monitorados
diariamente. O ensaio foi até o 6dpi nos dois experimentos.
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6.2.2 Animais inoculados com a cepa Asiatica do virus da Zika (AB)

No primeiro experimento ndo houve registro de 6bitos em nenhum dos animais
inoculados com a cepa AB, no entanto, no segundo experimento, um animal inoculado
com 102 PFU foi a 6bito no 17dpi e um animal que recebeu 10* PFU n&o resistiu e foi
a 6bito no 21dpi. Os inoculados com 10° e 10 PFU sofreram ponto final humanitario
no 14dpi por deslocamento cervical, seguindo as diretrizes da pratica de eutanasia do
CONCEA por apresentarem perda de peso superior a 20% do peso inicial gradativa a
partir do 8dpi. (Figura 11).
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Figura 11: Gréaficos de taxa de sobrevivéncia dos animais inoculados com as diferentes
concentragcOes da cepa Asiatica do Virus da Zika (AB). (A) 2° experimento: Mock (n=10), 103(n=5),
104(n=5), 105(n=5), 10%(n=5). Todos os camundongos WT Swiss webster do ensaio foram inoculados
em p3 (pos-nato 3 dias), via intraperitoneal (50pL) com as diferentes concentragfes da cepa AB,
monitorados diariamente. O ensaio foi até o 30dpi.

6.2.3 Animais inoculados com a cepa Asiatica do virus da Zika (PE)

No 1° experimento, todos os animais inoculados com diferentes concentracées
foram a 6bito a partir do 10 dpi. Um animal inoculado com 103 PFU foi a 6bito no 14dpi,
assim como dois animais que receberam a concentracdo d 104 PFU. Um animal
inoculado com 10° PFU foi a ébito no 10dpi. Um animal inoculado com a maior
concentragdo (10° PFU), foi a 6bito no 13dpi e o restante sucumbiu no 14dpi, quando
0 experimento foi finalizado com o ponto final humanitario de todos os animais. No
segundo experimento aconteceram alguns contratempos, comecando pelo
canibalismo de 4 animais do controle (MOCK) pela progenitora no Odpi e outro nao
se desenvolveu e foi a 6bito no 28dpi. Os que receberam 102 PFU resistiram até o
termino do 2° experimento, enquanto que um dos animais inoculados com 104 PFU
apresentou 6bito no 11dpi. Um animal desafiado com 10° PFU foi a 6bito no 12dpi.



43

Em 12dpi, trés animais inoculados com 10% PFU foram a 6bito e os dois
restantes ficaram muito debilitados, agravando o quadro clinico e terminaram indo a
Obito no 28dpi.

Os demais grupos foram acompanhados até o 28dpi (Figura 12).
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Figura 12: Gréaficos de taxa de sobrevivéncia dos animais inoculados com as diferentes
concentracdes da cepa asiatica do Virus da Zika (PE). (A) 1° experimento: Mock (n=10), 103(n=5),
104(n=5), 105(n=>5), 108(n=5). (B) 2° experimento: Mock (n=10), 103(n=5), 10%(n=5), 105(n=5), 10%(n=>5).
Todos os camundongos WT Swiss webster destes ensaios foram inoculados em p3 (pds-nato 3 dias),
via intraperitoneal (50puL) com as diferentes concentragfes da cepa PE, monitorados diariamente. O
ensaio foi até o 14dpi no 1° e 28dpi no 2° experimento.

6.3 Sinais clinicos
6.3.1 Animais inoculados com a cepa africana do virus da Zika (MR766)
Os 10 animais do controle (MOCK) nao apresentaram nenhum sinal clinico,
enguanto todos os animais inoculados com diferentes concentracfes apresentaram
sinais da infec¢cdo no 6dpi. Foi observado tremores e desequilibrio em um animal
inoculado com a concentracdo de 10° PFU. Trés animais inoculados com 10* PFU
apresentaram letargia, e dois animais, tremores. Ja quatro animais inoculados com
10° PFU foram acometidos por tremores e desequilibrio, e dois deles foram a 6bito no
6dpi. Todos os animais inoculados com 10® PFU progrediram ao 6bito no 6dpi apds

trés deles desenvolverem intensa letargia, tremores e desequilibrio (Figura 13).
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Figura 13: Sinais Clinicos dos animais inoculados com a cepa africana (MR766). Mock (n=10),
103(n=5), 10%4(n=5), 10%(n=5), 108(n=5). Todos os camundongos WT Swiss webster destes ensaios
foram inoculados em p3 (p6s-nato 3 dias), via intraperitoneal (50pL) com as diferentes concentracdes
da cepa MR766, e avaliados diariamente no periodo da tarde. O experimento foi até o 6dpi.

6.3.2 Animais inoculados com a cepa Asiatica do virus da Zika (AB)

Os animais do controle (MOCK) ndo apresentaram alteracfes. Dos animais
inoculados com 10% PFU da cepa AB, um apresentou tremores, desequilibrio e
paralisia de membros no 11dpi e evoluiu ao 6bito no 17dpi. Nos outros cinco animais
foram observados agressividade e agitacdo, mas apenas um apresentou sensibilidade
ao toque. Quatro animais ficaram agitados e agressivos ao serem manipulados no
13dpi e no 21dpi, todos os sobreviventes apresentaram agressividade extrema. Nos
animais inoculados com 10* PFU, um apresentou paralisia de membros posteriores
no 8dpi e dois desenvolveram tremores e desequilibrio em 11dpi. A partir do 13dpi
todos ficaram agitados e agressivos, embora um animal tenha mudado de
comportamento do 18dpi, apresentando letargia e evoluindo ao 6bito no dia posterior.
Os cinco animais inoculado com 10° PFU apresentou tremores, desequilibrio e
paralisia de membros posteriores a partir do 9dpi, letargia intensa e caquexia no 13dpi.
Dois animais foram a Obito no dia 14dpi. Dos animais inoculados com a maior
concentracdo de particulas virais (108 PFU), um animal foi a 6bito no 8dpi, antes
mesmo de apresentar qualquer sinal. Os quatro restantes apresentaram tremores,

desequilibrio e paralisia de membros posteriores a partir do 9dpi, letargia intensa e
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caquexia no 13dpi. Dois animais foram a 6bito 13dpi e mais dois no 14dpi. Os animais
que receberam 10% e 10* PFU evoluiram para uma melhora clinica. J4 os
sobreviventes dos grupos inoculados com 10° e 10%° PFU, sofreram ponto final

humanitario no 14dpi devido ao estado geral que se encontravam. (Figura 14).
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Figura 14: Sinais Clinicos dos animais inoculados com a cepa asiatica (AB). Mock (n=10),
103(n=5), 10%4(n=5), 10%(n=5), 108(n=5). Todos os camundongos WT Swiss webster destes ensaios
foram inoculados em p3 (p6s-nato 3 dias), via intraperitoneal (50pL) com as diferentes concentracdes
da cepa MR766, e avaliados diariamente no periodo da tarde.

6.3.3 Animais inoculados com a cepa Asiética do virus da Zika (PE)

Um animal do controle apresentou desequilibrio e agitacdo no 9dpi. Esse
animal foi a 6bito no 28dpi e outros quatro sofreram canibalismo da progenitora logo
apos serem manipulados no 0dpi. Todos os animais (n=5) que receberam 10° PFU da
cepa PE apresentaram tremores, desenvolveram desequilibrio e caquexia no 9dpi,
porém, ao longo dos dias houve uma melhora desses sinais e no 18dpi, 0 grupo inteiro
apresentava apenas um leve desequilibrio. No 23dpi todos animais se encontravam
em plena recuperagdo. Tal qual os animais inoculados com 102 PFU, os inoculados
com 10% PFU (n=5) apresentaram tremores, desequilibrio e caquexia no 9dpi. Um
animal veio a 6bito no 11dpi apés ter sido observado separado do ninho. O grupo
comegou a apresentar sinais de recuperac¢do no 19dpi que perdurou até o 23dpi. Um
animal inoculado com 10° PFU, foi observado fora do ninho no 9dpi e foi a ébito em
12dpi. Os sobreviventes (n=4), desenvolveram agitacdo, paralisia de membros,

desequilibrio a partir de 9dpi. No 12dpi mostravam sinais de debilidade intensa,
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caquéticos. Apesar da melhora clinica, e do ganho de peso, os animais demonstraram
um aspecto debilitado e desenvolvimento inferior ao grupo controle.

Os animais inoculados com 10® PFU, apresentaram 0os mesmos sinais clinicos
dos grupos tratados com 104 e 10° PFU, tremores, desequilibrio e caquexia no 9dpi
em quatro dos cinco animais inoculados. Dois animais apresentaram letargia intensa
no 11dpi e em 12dpi, trés animais foram a 6bito. Os dois animais restantes ficaram
muito debilitados, agravando o quadro clinico e terminaram indo a 6bito no 28dpi.
(Figura 15).
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Figura 15: Sinais Clinicos dos animais inoculados com a cepa asiatica (PE). Mock (n=10),
108(n=5), 10%4(n=5), 10%(n=5), 108(n=5). Todos os camundongos WT Swiss webster destes ensaios
foram inoculados em p3 (pés-nato 3 dias), via intraperitoneal (50uL) com as diferentes concentra¢cdes
da cepa MR766, e avaliados diariamente no periodo da tarde.

6.4 Confirmacao da presenca do ZIKV nos tecidos cerebrais

Os tecidos cerebrais foram coletados e utilizados para confirmacao da infeccéo,
a fim de avaliar a replicacao efetiva do ZIKV nestes 6rgaos. O sobrenadante de células
tratadas previamente e infectadas por ZIKV, foi avaliado quanto a producgéo viral de
particulas infecciosas pela contagem de placas de lise e calculo de Unidades
Formadoras de Placa (Titulacdo viral em placa — UFP/mL). Houve replicacéo viral no
cérebro dos animais inoculados intraperitonealmente em p3 com as trés diferentes
cepas virais (MR766, AB e PE) na concentracéo de 104 PFU (Figura 16).
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Figura 16: Titulo viral - Cérebro de camundongos inoculados com ZIKV. Animais infectados em
p3 com 104 PFU, via intraperitoneal com as cepas virais MR766 (6dpi), AB (12dpi), PE (6dpi). Dados
em Logio de PFU por grama de tecido. *Cada ponto € representativo de um animal. **Em barra
horizontal, consta a MEDIANA de cada grupo.
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7. DISCUSSAO

Em 2016, houve um intenso esfor¢co da comunidade cientifica para entender a
biologia do ZIKV e desenvolver modelos de infec¢do para o estudo da relacéo virus
hospedeiro, patogénese e teste de farmacos anti-virais. As diferencas na
epidemiologia e na apresentacao da doenca durante os surtos levaram pesquisadores
a desenvolver modelos animais de infeccdo por ZIKV usando diferentes cepas do
virus e vias de inoculacdo. Modelos animais tém sido estabelecidos para investigar
mecanismos de disseminacdo, patogénese e resposta imune do hospedeiro a ZIKV
em camundongos adultos, gestantes, fetos em desenvolvimento e neonatos.

A primeira cepa do ZIKV isolada (MR766, Uganda, 1947) foi passada em série
no cérebro de camundongos. ApGs as passagens, 0 Virus tornou-se bem adaptado
para camundongos e foi muito mais satisfatério para a reproducdo dos estudos
experimentais (DICK, 1952). A extensa historia de passagem do ZIKV MR766 suscitou
preocupacdo com a utilidade desta cepa e sua relacdo com isolados clinicos
contemporaneos (MORRISON, 2016), visto que as cepas asiaticas ndo foram
adaptadas aos camundongos e por esse motivo apresentam uma taxa de letalidade
menor gque a cepa africana quando inoculadas intraperitonealmente. No presente
estudo, os camundongos infectados com as cepas asiaticas (AB e PE) ndo morreram
precocemente, enquanto os animais infectados com a cepa africana vao a 6bito no
maximo em 6 dias. O estudo com as cepas asiaticas mostrou-se eficaz e satisfatorio,
visto que, 0s animais mostraram sinais clinicos caracteristicos da doenca e permitiram
a avaliacdo das alteracGes neurolégicas e comportamentais a longo prazo, durante
processo de maturacdo do cérebro.

Muitos estudos utilizando diferentes modelos celulares e camundongos com
backgrounds genéticos diversos, diferentes vias de infeccéo, cepas e uma variedade
de carga virais tém sido Uteis para o entendimento dos impactos causados pela
infeccdo pelo ZIKV. A vantagem do um modelo heterogénico sobre o0s isogénicos ou
0s isogénicos modificados geneticamente € a mimetizacdo da variabilidade genética
da populagédo humana, uma estratégia interessante no que diz respeito ao estudo de
teste de farmacos e vacinas relacionadas a prevencéo e cura da Zika.

Um dos primeiros experimentos em animais usando ZIKV da linhagem asiatica,

isolado do Brasil (ZIKVBR) demonstrou que a associagdo da infeccdo com as
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alteracdes no desenvolvimento € dependente da linhagem do camundongo (CUGOLA
et al., 2016).

A maior parte dos artigos publicados usam camundongos transgénicos
knockout imunodeficientes por responderem de forma mais eficiente a infecgao e
consequentemente desenvolvem a doenca de forma mais agressiva. Morrison et al.
(2017) mostraram que camundongos transgénicos knockout em fundo 129 e,
C57BL/6, inoculados via intravenosa, subcutanea ou intraperitoneal com as cepas
africana (MR766 ou Dakar 1984), asiatica (H / PF / 2013) ou americanas (Brasil
Paraiba_2015) do ZIKV desenvolveram graves sinais da doenca, como fragueza dos
membros posteriores, paralisia e morte (MORRISON, 2017). Por outro lado,
camundongos heterogénicos Swiss webster adultos quando infectados pelas vias
intraperitoneal ou subcutanea ndo sao susceptiveis, assim como 0os camundongos
iIsogénicos C57BL/6 adultos (RAMOS DA SILVA, 2016; DICK, 1952). No entanto, no
presente estudo, camundongos Swiss webster, neonatos com trés dias de vida (p3),
guando inoculados por via intraperitoneal, com as trés diferentes cepas (MR766, AB
e PE), apresentaram sinais clinicos da infeccdo condizentes com caracteristicas
neurotropicas para a espécie. Esses dados corroboram com os resultados
encontrados por Dick et al. (1952a), que utilizou a cepa MR766, nas concentracdes
de 10° a 10°% PFU, em camundongos neonatos Swiss webster inoculados por via
intracranial. Os animais demonstraram sinais clinicos da infec¢cdo culminando em
100% de mortalidade no 6dpi.

Dick et al. (1952b) também mostraram a pouca susceptibilidade de
camundongos selvagens adultos a infec¢do intraperitoneal com o virus, o que
demonstra a capacidade do sistema imune desses animais de controlar a infecgéo.
No entanto, camundongos selvagens com menos de 7 dias de vida foram susceptiveis
a infeccdo. Manifestacdes como paralisia dos membros, tremores, letargia, perda de
peso e morte tém sido observadas em diferentes modelos (transgénicos adultos e
neonatos selvagens) de infeccédo por ZIKV em camundongos (ALIOTA et al., 2016;
DOWALL et al., 2016; LAZEAR et al., 2016; ROSSI et al., 2016).

As vias de inoculacgéo séo estudadas com frequéncia nos artigos cientificos. No
presente trabalho a via intraperitoneal demonstrou ser eficaz, visto que, foram
observados sinais clinicos caracteristicos da doenca, confirmada pela presenca do

virus no tecido cerebral em todos 0s grupos experimentais.
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Fernandes (2016) inoculou neonatos de Swiss webster via subcutéanea e
intracerebral com ZIKVBR. O grupo intracerebral (ICG) apresentou lesbes cerebrais
graves/severas, enquanto o grupo subcutaneo (SCG) apresentou lesdes cerebrais
moderadas. Souza et al. (2017), utilizando a mesma cepa na concentracdo de 10°
PFU, mas pela via subcutdanea em camundongos WT neonatos (p3)
imunocompetentes, mostraram que o ZIKVBR atingiu e se replicou no cérebro,
induzindo perda de peso e mortalidade. Em adicéo, realizaram acompanhamento a
longo prazo das consequéncias comportamentais, neuropatolégicas e moleculares da
infeccdo nesses animais e mostraram atrofia cerebral, disfungdo motora severa,
episédios de convulsdes, hipertonia, movimento disténico e postura curvada. Embora
0s animais adultos se recuperem, o virus permanece ativamente replicando, e os
animais mostram uma maior susceptibilidade a outras disfungcdes comportamentais
severas como deficiéncias cognitiva e social. Os dados de Souza et al. (2017)
corroboraram com 0s encontrados neste estudo, onde observamos que as cepas
asiaticas (AB e PE) quando inoculadas intraperitonealmente, foram capazes de induzir
inumeros sinais clinicos, muitas vezes severos, sugerindo comprometimento do SNC,
e ainda atingiu e replicou no cérebro dos neonatos Swiss webster. O mesmo foi
observado com a cepa africana MR766.

Segundo Shao et al. (2016), € possivel que a infec¢ado do sistema nervoso ZIKV
possa resultar em um efeito global na restricdo de crescimento. Testes in vitro
sugerem que a linhagem brasileira do virus € mais agressiva do que a linhagem
africana, que originalmente infectou macacos (DOWALL, 2017).

Observamos uma relacao entre concentracdo de particulas virais e a perda de
peso corporal quando os animais foram inoculados com a cepa MR766, visto que 0s
grupos que receberam a concentracdo de 102 PFU ndo apresentaram perda de peso,
enguanto que os animais inoculados com 104 PFU mantiveram ou ganharam peso
durante o experimento. J& os animais infectados com a concentragdo de 10° e 108
PFU mantiveram ou perderam peso a partir do 4dpi, no entanto, independente da
concentracéo inoculada, todos os animais apresentaram presenca de sinais clinicos
severos e foram a 6ébito no 6dpi. Observamos um aumento nas ocorréncias dos sinais
clinicos no 6dpi entre a concentracao de particulas virais administradas, ou seja, 0

grupo que recebeu a maior concentragao apresentou maior variabilidade dos sinais
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clinicos. No entanto, esses sinais foram observados em um curto periodo de tempo
pois todos os animais foram a 6bito no mesmo dia do aparecimento dos sinais.

Tripathi et al. (2017), observaram que a cepa da linhagem africana (MR766) do
ZIKV, quando inoculada subcutaneamente em camundongos transgénicos adultos
(knockout) C57BL/6 Stat2-/- induzem episodios curtos de sintomas neurolégicos
graves, seguido de letalidade, quando comparados as cepas asiaticas, que
manifestam sinais prolongados de mau funcionamento neural, causando
ocasionalmente a morte (TRIPATHI et al., 2017). O mesmo artigo conclui que a cepa
da linhagem africana induz niveis mais elevados de citocinas inflamatérias e
marcadores associados a infiltracdo celular no cérebro dos camundongos infectados,
0 que pode explicar a patogénese exacerbada em comparacao as cepas de linhagem
asiatica. Neste contexto, os sinais clinicos apresentados pelos animais inoculados
com a cepa MR766 no presente trabalho, tais como: tremores, desequilibrio,
debilidade, letargia, paralisia de membros, progredindo a 100% de Obitos estaria
associada a infiltracao celular no cérebro.

Podemos relacionar esta informacéo quando analisamos os grupos que foram
infectados com a cepa AB, no primeiro experimento ndo observamos perda de peso
significativa em nenhuma das concentracées analisadas. Em contrapartida, no
segundo experimento somente 0s animais inoculados com as concentra¢cées maiores
de particula viral (10° e 10° PFU) perderam peso de forma significativa. Essa perda foi
superior a 20% de seus pesos iniciais e por isso sofreram ponto final humanitario no
14dpi. Apesar da variagcdo quanto ao peso existente entre os experimentos, podemos
observar que houve uma relacao entre a concentracdo de particulas virais inoculadas
e severidade dos sinais clinicos, onde observamos que quanto maior a concentracéo
mais grave os danos neuroldgicos, entre eles: tremores, desequilibrio e agressividade,
letargia, paralisia dos membros e caquexia. O grupo que recebeu 106 PFU, 100% dos
animais inoculados progrediram ao Obito, enquanto, 0 grupo que recebeu
concentracdes menores (10° e 10* PFU) apresentaram melhora clinica. Essa melhora
de certa forma € satisfatéria, pois permite que esses animais sejam estudados por um
periodo de tempo maior, visto que, apresentaram taxa de sobrevivéncia mais alta e
sinais clinicos caracteristicos da doenca com perda de peso significativo, sem

comprometer o bem-estar do animal.
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Resultados semelhantes foram descritos por Fernandes et al. (2017) usando
as mesmas concentracdes de particulas virais em neonatos Swiss webster, mas por
vias de administracdo diferentes, subcutanea (SCG) e intracerebral (ICG). Eles
concluiram que manifestacdes neuroldgicas durante um periodo de tempo mais longo,
parece ser um modelo melhor para o estudo da patogénese da infec¢éo por ZIKV.

Os animais inoculados com a cepa PE na concentracdo de 10° PFU néo
apresentaram perda de peso, mas foram observados sinais clinicos da patologia,
embora os animais ndo tenham evoluido ao 6bito e por isso, sofreram ponto final
humanitario ao término dos experimentos. JA os animais inoculados com 10 PFU,
apresentaram resultados diferentes nos dois experimentos. No primeiro, 0S animais
perderam peso significativo quando comparado ao grupo controle, enquanto que no
segundo experimento o grupo se desenvolveu normalmente. Essa variacdo também
ocorreu em relacdo a taxa de sobrevivéncia, que foi mais baixa no primeiro
experimento. Todos os animais inoculados com 104 PFU apresentaram sinais clinicos
da doenca ao longo do experimento, mas se recuperaram, corroborando com o
trabalho publicado por Souza et al. (2017), onde inocularam via subcutanea a cepa
ZIKVBR em camundongos Swiss webster neonatos.

O grupo que recebeu 10° PFU também apresentou resultados diferentes
relacionados ao peso. No primeiro experimento houve ganho de peso, e apesar de
nao ter sido observado perda de peso significativa no segundo experimento, foi o
grupo que menos se desenvolveu. Os dois experimentos apresentaram similares
taxas de sobrevivéncia decorrentes da infeccdo. Todos 0s animais do grupo
apresentaram sinais clinicos, mas nédo foi observado nenhum sinal de recuperacéo.

No primeiro experimento os animais inoculados com 10® PFU com a cepa PE
apresentaram curva de peso bem semelhante ao do grupo controle, e ndo foi
observado nenhuma perda de peso. Ja no segundo experimento, o grupo perdeu peso
e se desenvolveu de maneira retardada ao longo do experimento. A taxa de
sobrevivéncia no primeiro experimento foi maior que 80%, enquanto que no segundo
apenas um animal sobreviveu, apds todo o grupo apresentar intensos sinais clinicos
da patologia. A infeccdo por ZIKV em camundongos neonatos WT, nos quais um
subconjunto sobrevive pode permitir a avaliacdo do desenvolvimento neuroldgico a
longo prazo e sequelas comportamentais associadas a infec¢ao por ZIKV do cérebro
em maturagcdo (FERNANDES, 2017).
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Analisando os dados de morbidade e mortalidade dos grupos estudados,
associados ao bem estar animal, podemos concluir que a melhor concentracao de
particulas virais é de 10* PFU. Quando avaliamos os dados de peso nos animais
infectados com a cepa AB, ndo observamos perda de peso significativa em nenhuma
das concentragOes administradas no primeiro experimento, apenas no segundo, onde
fica claro a relagdo inversamente proporcional, ou seja, quanto mais alta a
concentracdo de particulas virais inoculadas, menor o peso alcancado pelo animal. O
mesmo ocorreu com a cepa PE, onde apenas no segundo experimento foi possivel
observar perda de peso significativa nos animais inoculados com as maiores
concentracdes. Devido a grande perda de peso, mais de 20%, nas concentracfes
maiores de 10° e 10° PFU das cepas asiaticas, os animais sofreram ponto final
humanitario devido ao grande sofrimento.

Quando analisamos a concentracdo de 10* PFU nas duas cepas asiaticas a
taxa de sobrevivéncia é muito alta e a perda de peso nao é significativa. Entretanto,
0s sinais clinicos da doenca ja estao presentes o que possibilita a caracterizacédo da
patogenia nesse grupo. Além da taxa de sobrevivéncia ser maior nessa concentracao,
0s animais obtiveram uma melhora clinica apds apresentarem sinais classicos da
infeccdo por ZIKV como tremores, desequilibrio e paralisia de membros posteriores.

Para o sucesso do experimento, ficou claro que a melhor resposta seria a do
grupo experimental que apresentasse a maior taxa de sobrevivéncia para que 0s
animais pudessem ser analisados na sua totalidade. Contudo, seguindo as diretrizes
dos 3 R’s, que preconiza que nao haja sofrimento animal. Nesse contexto, a taxa de
sobrevivéncia é de suma importancia quando analisada conjuntamente ao bem-estar
animal.

Assim como Tripathi et al. (2017), observamos que as cepas africanas de ZIKV
induzem episddios curtos de sintomas neuroldgicos graves seguido pela letalidade.
Em comparagdo, cepas asidticas manifestam sinais neuroldgicos, causando
ocasionalmente a morte. A infecgcao intraperitoneal por ZIKV em camundongos WT
neonatal, nos quais um subconjunto sobrevive, embora apresente sinais clinicos e o
minimo de bem-estar, podem permitir a avaliagdo do desenvolvimento neurolégico em
longo prazo e sequelas comportamentais associadas a infec¢éo por ZIKV do cérebro

em maturagao.
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8. CONCLUSOES

e As quatro concentracdes de particulas virais (103, 104, 10° e 10° PFU) das trés
diferentes cepas MR766, AB e PE foram capazes de provocar a infeccao nos
neonatos Swiss Webster quando inoculados intraperitonealmente com 3 dia de
vida (p3), caracterizada pelos sinais clinicos, taxa de sobrevivéncia e curva de
peso.

e A via intraperitoneal demonstrou ser eficaz, visto que foi observada a presenca
do virus no tecido cerebral, tornando um modelo satisfatério para estudo da
patogénese do virus em tecido animal.

e A infeccdo pelo ZIKV pelas trés cepas induz a perda de peso e mortalidade,
assim como inumeros sinais clinicos, muitas vezes severos, sugerindo
comprometimento do SNC.

e Através do uso crescente de particulas virais e afericdo de peso e taxa de
sobrevivéncia, demonstramos que 10* PFU, nas trés diferentes cepas, é uma
concentracdo adequada para observacao clinica a longo prazo, visto que os
animais mostram sinais clinicos caracteristicos da doenca com menor
sofrimento e podem permitir a avaliagdo do desenvolvimento neurolégico e
sequelas comportamentais associadas a infeccdo por ZIKV do cérebro em
maturacdo, enquanto que a concentragdo de 10° PFU parece ser mais eficaz a
aplicacao de ensaios com farmacos, visto que os animais desenvolvem a
doenca de forma aguda.

e Foi estabelecido um modelo viavel de infeccao do ZIKV em camundongos
Swiss webster neonatos (p3) imunocompetente, fundamental para
compreender a patologia do ZIKV, assim como contribuir nos avancos das
pesquisas relacionadas a prevencédo e cura da Zika, como a producdo de

farmacos e vacinas.
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ANEXO 1
Aprovacéo da Comissdo de Etica no Uso de Animais

(-

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO —UFRJ
Centro de Ciéncias da Sadde - CCS

Rio de Janeiro, 27 de julho de 2017

Prezada Professora Loraine Campanati Araujo de Andrade

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentago Cientifica
do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada
no Conselho Nacional de Confrole de ExperimentacSo Animal (CONCEA) sob o
nimero de processo 01200.001568/2013-87 cerfifica que o projeto  intitulado:
“Patogénese da infecgdo pelo virus Zika em camundongos neonatos.”, protocolo
n® 07717, sob sua responsabilidade que envolve a produgio, manutengio elou
utilizagdo de animais para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de
acordo com 05 preceitos da Lei n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n“6.8949, de 15 de julho de 2005, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), foi aprovado por esta comiss3o de
ética, em reunido do dia 26/07/2017.

Finalidade { ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia do Projeto Até 27/07/2018

Espécieflinhagem Mus muscullus/ Swiss

N° de animais 23 animais (21 adultos e 210 filhotes)

Peso/idade 1-30g / p1-p3 e suas genitoras

Sexo Machos e fémeas

Origem Biotéric do Institutc de Ciéncia 4
Tecnologia em Biomodelos - ICTB
Fiocruz

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais - CCS

Decanin do CCS: 4v. Carlos Chagas Filho, 373 Predio do Centro de Ciéncias da Side, Bloco E, 2" andar -
Cidade Universitaria - CEP 2104]-500 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21) 2562.6705 - Fae: (20) 22701740 - www.cesdecania. yfti. br



