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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) € um Flavivirus. Seu principal modo de transmisséo é vetorial,
através do mosquito Aedes aegypti. O ZIKV foi descoberto em 1947 na floresta Zika,
em Uganda, na Africa, mas sé recebeu atencdo especial de organizacdes
internacionais de saude em 2015 e 2016. Nesse periodo, o ZIKV foi pela primeira vez
associado a diversos casos de malformagdes congénitas, sendo a microcefalia a mais
grave delas. Estudos mostram que o ZIKV tem preferéncia por progenitores neurais,
mas isso nao explica totalmente algumas das malformagdes observadas em embrides
infectados pelo ZIKV. A fim de identificar faixas etarias e regides anatbmicas
potencialmente suscetiveis a infecgdo pelo ZIKV, nesse trabalho foram realizadas
uma série de infecgdes pelo ZIKV em embrides de Gallus gallus, que sao naturalmente
suscetiveis a infec¢do pelo ZIKV humano. Em nossos testes, as infecgbes por ZIKV
foram realizadas diretamente in ovo na regido cardiaca dos embrides com 72h e 96h
de desenvolvimento (E3 e E4, respectivamente), com intervalo de 24h entre a infecgao
e a retirada do embrido para analise. As analises revelaram que houve
aproximadamente 19 vezes mais replicacao viral em embrides infectados em E4
quando comparados aos infectados no E3. Além disso, os embrides infectados em E4
apresentaram uma taxa de suscetibilidade a infeccao pelo ZIKV de 78,78%, superior
as taxas de E3, que foram de 33,30%. Para identificar as regides com maior presenca
de ZIKV, foi desenvolvida uma sonda de RNA marcada com digoxigenina, direcionada
especificamente para o ZIKV. Cabecgas de embrides infectados com idade de E3 foram
submetidas a hibridizagéo in situ (ISH), que teve como objetivo mapear as regides
anatdmicas com maior presencga do ZIKV. Embora os resultados da marcagao sejam
muito preliminares, a sonda mostrou marcag¢des em areas como telencéfalo, olhos e
arcos braquiais, areas conhecidas pela presenca do ZIKV. Esses resultados ajudarao
a identificar ndo apenas regides especificas, mas também novos locais de infecgao
pelo ZIKV em embrides inteiros, permitindo ampliar nosso conhecimento sobre as
acoes do ZIKV durante o desenvolvimento.

Palavras-chave: ZIKV; Infeccao Viral; Gallus gallus, Hibridizag¢ao in situ.



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) is a member of the Flavivirus genus, primarily transmitted
through vectors, specifically the Aedes aegypti mosquito. ZIKV was initially discovered
in 1947 in the Zika forest in Uganda, Africa. However, it only garnered significant
attention from international health organizations in 2015 and 2016. During this period,
ZIKV was first associated with various cases of congenital malformations, with
microcephaly being the most severe among them. Studies propose that ZIKV exhibits
a preference for neural progenitors. However, this doesn't entirely explain certain
malformations observed in embryos infected with the virus. In order to discern age
ranges and anatomical regions that are potentially susceptible to ZIKV infection, this
study conducted a series of ZIKV infections in embryos of Gallus gallus, which are
naturally susceptible to human ZIKV infection. In our experiments, ZIKV infections
were directly administered in ovo to embryos at 72 hours and 96 hours of development
(E3 and E4, respectively), with a 24-hour interval between infection and embryo
retrieval for analysis. The analyses revealed that there was approximately 19-fold
change viral replication in embryos infected at E4 compared to those infected at E3.
Moreover, embryos infected at E4 exhibited a susceptibility rate to ZIKV infection of
78.78%, surpassing the rates of E3, which were 54.20%. To pinpoint regions with a
higher ZIKV presence, a digoxigenin-labeled RNA probe was developed, specifically
targeting ZIKV. Heads of embryos infected at E3 were subjected to in situ hybridization
(ISH), aimed at mapping anatomical regions with a greater ZIKV presence. While the
results of the labeling are preliminary, the probe exhibited markings in areas such as
the telencephalon, eyes, and branchial arches regions known for ZIKV presence.
These findings will not only aid in identifying specific regions but also new sites of ZIKV
infection in entire embryos, thereby enhancing our understanding of ZIKV actions
during development.

Keywords: ZIKV; Viral Infection; Gallus gallus; In situ Hybridization.
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1 INTRODUGAO

O virus da Zika (ZIKV) & um flavivirus, e sua principal forma de transmissao é
através de um vetor, o mosquito Aedes aegypti, assim como outros flavivirus, como o
virus da Dengue (DENV) e o virus da Febre Amarela (YFV), que também sao
endémicos no Brasil. A infeccdo pelo ZIKV apresenta caracteristicas muito
particulares. O DENV e a YFV apresentam sintomas mais graves, sendo possivel, em
alguns casos, levar o paciente a 6bito. O ZIKV em adultos apresenta sintomas mais
brandos, geralmente manifestando-se como dor articular, conjuntivite, cefaleia e febre.
No entanto, o ZIKV pode trazer problemas muito graves para algumas pessoas, como
a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) em adultos e a microcefalia em recém-nascidos
(Benavides-Lara et al., 2021; Musso; Gubler, 2016; Schram, 2016).

A descoberta do ZIKV ocorreu em 1947 na floresta de Zika, em Uganda, no
continente africano, em macacos rhesus. A primeira infeccdo descrita de ZIKV
infectando humanos aconteceu em 1953, na Nigéria. Por décadas, raramente a
infeccdo em humanos havia sido detectada, sendo registrados pouco mais de 20
casos até os primeiros surtos. O primeiro surto de ZIKV foi registrado no ano de 2007,
na ilha de Yap, localizada no Pacifico Ocidental (Micronésia), seguido por outros
surtos e epidemias na Polinésia Francesa em 2013 e 2014, e diversas ilhas do Pacifico
(Gubler; Vasilakis; Musso, 2017; Herrera et al., 2017). No Brasil, os primeiros registros
ocorreram em margo de 2015. Nesse mesmo ano, a infeccao pelo ZIKV foi declarada
pelo Ministério da Saude do Brasil como uma emergéncia de saude. Em 2016, o ZIKV
ja estava circulando por varios paises da América do Sul e Central, chegando até
Cabo Verde (Brasil, 2017; Musso; Gubler, 2016).

A infecgao pelo ZIKV apresenta sintomas que muitas vezes sao confundidos
com um resfriado, e por esse motivo, durante muito tempo, ndo se associou a infecgao
pelo ZIKV a outras condigdes epidemiologicas. No entanto, em 2015, na regido
nordeste do Brasil, houve um aumento na frequéncia de casos de microcefalia
congénita nas areas com alta infecgao pelo ZIKV. Isso fez com que as autoridades de
saude associassem, pela primeira vez, os casos de microcefalia a infeccdo causada
pelo ZIKV. A partir desse momento, diversos estudos confirmaram essa associagao
(Albuquerque et al.,, 2018; Antoniou et al., 2020; Cdc, 2019; Who, 2016). Estudos
posteriores também mostraram a capacidade do ZIKV de atravessar a barreira

placentaria e infectar diretamente o embrido/feto (Figura 1). A transmissao do ZIKV
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por via sexual também foi registrada, e estudos mostram que é possivel que a
transmissao ocorra com maior frequéncia do homem para a mulher, pois o epididimo
no testiculo é um reservatorio para a replicagéo do ZIKV (Counotte et al., 2018; Krauer
etal., 2017; Lee et al., 2021; Newman et al., 2021; Schram, 2016).

Figura 1 - Infografico dos modos de infec¢do do ZIKV em humanos

COMO O ZIKA SE PROPAGA

Accessible Version: https://www.cdc.gov/zika/transmission/index.html

A maioria das pessoas pega Zika por picada Outras maneiras pelas quais
de mosqguito Aedes aegypti as pessoas pegam zika

=

Durante a gravidez
Uma mulher gravida pode
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k. '4 para o feto durante a
gravidez. A infeccao por
zika durante a gravidez
pode causar defeitos
congénitos graves e esta
associada a outros
problemas na gravidez.

Um mosquito pica uma
pessoa infectada com o
virus Zika

Através do sexo
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transmitido através do
sexo de uma pessoa que
tem Zika para seus
parceiros sexuais.
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pessoa e a infecta com Zika
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Fonte: Adaptado de Cdc (2022). Traduzido pelo autor.
Legenda: Fontes de transmisséo do ZIKV, que além da via vetorial pode acontece de forma vertical
de mae para filho, transmissao sexual ou ainda por transfusao de sangue infectado com o virus da
Zika.

1.1 OS PROBLEMAS QUE O ZIKV POR CAUSAR A SOCIEDADE

O ZIKV tem o potencial de causar diversos danos a sociedade, muitas vezes
irreparaveis. A infecgao pelo ZIKV esta associada ao desenvolvimento da SGB em
adultos, além de encefalites e microcefalia (quando a infeccdo ocorre por via
placentaria). Em adultos, estima-se que, a cada 100.000 infecgbes, aproximadamente
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24 casos podem resultar no desenvolvimento da SGB. Essa doenca tende a debilitar
as pessoas por um longo periodo (de 6 a 12 meses). Além disso, o tratamento desses
individuos envolve diversas especialidades médicas e profissionais da area de saude
em geral, sendo complexo e com custos elevados até a cura desses pacientes (Barbi
et al., 2018; Brasil, 2023; Lorrany et al., 2020; Uncini; Shahrizaila; Kuwabara, 2017).
Ainda nao existe uma vacina ou antivirais especificos aprovados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento da infecgéo pelo ZIKV,
sendo o tratamento recomendado apenas para aliviar os sintomas, com o uso de
analgésicos e antitérmicos (Pinto Junior et al., 2015; Zhou et al., 2021).

O ZIKV pode causar diversas alteragdes no desenvolvimento de embrides, e
essas malformagdes sdo chamadas de Sindrome Congénita associada a infecgao
pelo virus da Zika (SCZ). A SCZ apresenta diversos fendtipos e alteragbes
neuroldgicas, oftalmoldgicas, ortopédicas, entre outras (Massetti et al., 2020) (Figura
2). Sabe-se que criangas que tiveram contato com o ZIKV durante a fase intrauterina
podem desenvolver disturbios neuroldgicos que vao desde leves até graves, incluindo
problemas na fala e dificuldades de mobilidade. No entanto, ha casos em que, mesmo
quando a mae foi infectada durante a gravidez, os filhos ndo apresentam a SCZ, ou
nao a apresentam em um grau perceptivel nos exames clinicos (Abtibol-Bernardino et
al., 2020).

Figura 2 - Complicagcbes neonatal relacionada a SCZ

Complicagoes da Sidrome Congénita
associada a infecg¢ao pelo virus da Zika

Neurolégicas
+ Microcefalia
« Hiperexcitabilidade
« Hidrocefalia
- Epilepsia

Dismorfolégicas
« Distonia
« Disfagia

Oftalmologicas
Ortopédicas
Audiolégicas

w.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Diversas complicagcdes em que criangas que desenvolveram SCZ podem apresentar apos

ao nascimento ou durante o seu desenvolvimento na infancia.
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A malformacgéao congénita mais frequentemente associada a infecgéo pelo ZIKV
€ a microcefalia. Essa condi¢gdo se caracteriza pela diminuicdo da regiao cortical do
telencéfalo em criangas recém-nascidas (Figura 3 D), sendo uma condigéo
permanente. Pode se apresentar na forma de microcefalia comum ou na forma grave
(Figura 3 B e C). Em diversos casos, dependendo da gravidade da malformacgéao
dessas criangas, isso pode ser incompativel com a vida, levando a crianga ao obito
logo apds o nascimento ou em pouco tempo (Gladwyn-Ng et al., 2017; Merfeld et al.,
2017; Priyadarshini, 2018). Para compreender os mecanismos que levam a
microcefalia, é necessario realizar uma analise cuidadosa dos tecidos e células

afetados na microcefalia induzida pelo ZIKV.

Figura 3 - Tipos de microcefalia e sistema nervoso central humano

B Tamanho tipi C i
P pico . - ~ Tamanho tipico
e ~ _ dacabega . ’ cPa ca[beaga

\

Bebé com cabega de tamanho normal Bebé com microcefalia Bebé com microcefalia grave

Fonte: Adaptado de Cdc (2022) e Netter (2019).

Legenda: A — Tamanho normal da cabeca de uma crianga humana. B — Crianga com microcefalia
congénita. C — Crianga com microcefalia grave com cérebro severamente reduzido. D — Corte sagital
da cabecga de humano adulto para mostrar o encéfalo e suas regides em que Te = Telencéfalo, Di =

Diencéfalo, Me = Mesencéfalo, Po = Ponte e Bu = Bulbo. As setas vermelhas mostram a regido
cortical do telencéfalo. E — Cabega humana do lado esquerdo mostrando os 0ssos do cranio e da
face em que Fr = Osso frontal, Pa = Osso parietal, Oc = Osso occipital, Tp = Osso temporal, Mx =

Maxila e Ma = Mandibula.
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O tecido nervoso nao € o unico afetado, os ossos do cranio apresentam
alteragdes importantes, como redug¢ao de tamanho e fechamento precoce de suturas
(craniossinostose) (Figura 4 A). As vezes, as suturas podem ficar sobrepostas e o
0sso occipital fica proeminente. No cérebro, é notavel o aparecimento de calcificacdes
intracranianas, que tipicamente sédo subcorticais (Figura 4 B). Outras anomalias que
podem estar presentes em neonatos que tiveram infecgao por ZIKV sao alteragoes
oculares, sendo mais comuns a catarata, calcificagdes intraoculares, manchas
pigmentares focais na retina e atrofia do nervo optico. Além disso, existem relatos de
contraturas congénitas que podem estar associadas a uma ou varias articulagdes
(Figura 4 C), e defeitos congénitos do coragao, como a sindrome do coragao esquerdo
hipoplasico, em que a parte esquerda do coragdo nao se desenvolve da maneira
correta e fica menor que o lado direito (Figura 4 D) (Cdc, 2023; Coronell-Rodriguez et
al., 2016; Lindemann-Wittke, 2021; Mehrjardi et al., 2016; Moore et al., 2017; Rossi et
al., 2020).

Figura 4 - Malformagdes causadas pela infecgdo do ZIKV

Unilateral (one-sided) Coronal Craniosynastosis

Fonte: (Cdc, 2023; Coronell-Rodriguez et al., 2016; Lindemann-Wittke, 2021; Mehrjardi et al.,
2016).
Legenda: Diversas malformagdes causadas pela infecgdo do ZIKV que fazem parte da SCZ.
A - Craniossinostose. B — Imagens de tomografia computadorizada mostrando os locais de

calcificagbes do cérebro. C - Contraturas congénitas. D. Sindrome do coragao esquerdo hipoplasico.
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1.2 CELULAS SUSCEPTIVES A INFECGAO PELO ZIKV

O ZIKV apresenta caracteristicas classicas de flavivirus. Ele possui um Acido
Ribonucleico (RNA) de fita simples e seu genoma tem cerca de 10,7 kb. No genoma,
encontram-se a glicoproteina E (proteina E), a proteina C do capsideo (proteina C) e
a proteina prM. Além disso, existem sete proteinas ndo estruturais, denominadas NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, que desempenham funcbes essenciais na
replicagéo viral, montagem viral e no escapamento do virus do sistema imune do
hospedeiro (Figura 5). Essas proteinas sdo os principais alvos para estudos de
antivirais baseados em estrutura e para a identificagdo de antigenos visando o

desenvolvimento de vacinas (Valente; Moraes, 2019; Ye et al., 2016).

Figura 5 - Estrutura do ZIKV

A VIRION B GENOME

¢ Genomic polyprotein ]-T;T
sell polyp LT

potential cleavages

¥ {nszs [N
[clp E NS stn} [ nss [ NS5
A M £ a A iy

’Signa\ peptidase ‘Go\gi protease 7 NS3 protease

S2A_NS2B nsap YNS4B
o )

N 0
34 Q@
3 @& M)
Palymerase =, (
=/Protease V! f'a> 4
2/

Fonte: Viralzone.
Legenda: A — Esquema da estrutura do ZIKV. B — Modelo do genoma viral e localizagao das
proteinas virais. NS1 - Proteina nao Estrutural 1, NS2A - Proteina ndo Estrutural 2A, NS2B - Proteina
nao Estrutural 2B, NS3 - Proteina ndo Estrutural, NS4A - Proteina nao Estrutural 4A, NS4B - Proteina

ndo Estrutural 4B, NS5 - Proteina nao Estrutural 5.

A principal via de entrada do ZIKV nas células é o receptor AXL tirosina
quinase, uma das proteinas da subfamilia tirosina quinase de receptores que também
inclui o Tyro3 e Mer tirosina (TAM). Esses receptores sdo expressos em diversos tipos
de células pelo corpo, incluindo as células do sistema nervoso (Dhama et al., 2018;
Nowakowski et al., 2016). Nem todas as células que expressam o receptor AXL séo
infectadas pelo ZIKV, mas os fatores que levam a isso ainda nao sao completamente
compreendidos. Até o momento, as células descritas como mais propensas a infecgao

pelo ZIKV em adultos sao células dendriticas da pele, assim como células do sistema
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imunoldgico, como macréfagos e mondécitos, linhagens de osteoblastos, células do
sistema nervoso e células estromais mesenquimais cardiacas (Mumtaz et al., 2018;
Rossi et al., 2020).

Durante o desenvolvimento, além das células do Sistema Nervoso Central
(SNC), as células da Crista Neural (CN) também sao infectadas pelo ZIKV (Vue; Tang,
2021; Yan et al., 2019). A CN é dividida em quatro dominios: cranial, vagal, do tronco
e sacral (Bronner; Le Douarin, 2010; Ji et al., 2019). As células da CN cranial tém a
capacidade de influenciar a expresséo génica das células do telencéfalo (futuro cortex
cerebral), além de formar grande parte dos ossos da calota craniana e da face
(Creuzet, 2009; Garcez; Le Douarin; Creuzet, 2014). As células da CN cranial
apresentam alta taxa de infeccéo pelo ZIKV. Dentre os efeitos observados in vitro,
destacam-se a apoptose de parte da populacao celular e alteragdes na sinalizacéo de
diversos fatores paracrinos. Muitos desses fatores podem estar ligados indiretamente
as malformacdes do cérebro e dos tecidos adjacentes. No entanto, esses autores néo
conseguiram estabelecer ligagdes diretas das alteragbes moleculares observadas
com o fendtipo microcefalico (Bayless et al., 2016). As células da CN estéo presentes
apenas no desenvolvimento embrionario. Elas migram das bordas dorsais do tubo
neural em formacgao para todo o corpo do embrido, formando uma grande diversidade
de tipos celulares, como neurdnios e células da glia periférica, melandcitos, adipdcitos,
osteoblastos, condrocitos, entre outras (Trainor; Krumlauf; Bronner-Fraser, 2004).
Muitos dos tecidos alterados pela infeccao com o ZIKV, ou sado formados por células
da CN, ou recebem forte influéncia molecular dessas células durante seu

desenvolvimento. Isso poderia explicar algumas das alteragdes descritas acima.

1.3 OS MODELOS DE ESTUDO PARA INFECCAO DO ZIKV E DIAGNOSTICO

Para compreender as malformacdes e os tipos de células suscetiveis a
infeccdo pelo ZIKV, os modelos in vitro sdo os mais utilizados, principalmente as
culturas de células e organoides. No entanto, os modelos in vivo sdo os mais
indicados, podendo ser em mamiferos e aves (Contreras; Arumugaswami, 2016;
Julander; Siddharthan, 2017; Su et al, 2022; Xu et al., 2019). Os mamiferos
comumente mais utilizados para pesquisa cientifica séo ratos e camundongos, mas
esses animais sdo naturalmente resistentes a infecgao pelo ZIKV. O uso de outros

mamiferos de maior porte, como primatas ndo-humanos, acaba gerando altos custos
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para manté-los, sendo inviavel na maioria dos casos (Gorman et al., 2018). Uma 6tima
alternativa € o uso de embrides de Gallus gallus (G. gallus) como modelo para a
infeccdo pelo ZIKV. Esse modelo apresenta grande relevancia, pois a cepa usada do
ZIKV que infecta humanos, além de infectar G. gallus, também gera fendtipos
analogos a SCZ (Goodfellown et al., 2016; Wachholz et al., 2021).

Outra vantagem no uso de embrides de aves para estudar a infecgdo pelo
ZIKV é que o seu desenvolvimento é externo, o que facilita a manipulagdo, como a
inoculagdo do ZIKV, por exemplo. Nesse caso, ndo é necessario realizar um
procedimento cirdrgico na mae, o que poderia aumentar as chances de complicagdes,
morte do embrido e/ou da mae, como nos casos de mamiferos (camundongos ou
ratos). Além disso, a inoculagdo pode ndo ser precisa, pois parte dos virus pode
infectar a méae (Kording; Wolpert, 2004; Musso; Gubler, 2016). Isso € contornado em
embrides de Gallus gallus, pois é possivel inocular uma quantidade exata de virus da
Zika, abrindo diversas possibilidades para entender varias caracteristicas da infecgao
pelo ZIKV em diferentes idades embrionarias estudadas.

O desenvolvimento de aves e mamiferos apresenta diferengas que devem ser
levadas em consideragdo. Por exemplo, as estruturas como o mesencéfalo ou o
telencéfalo apresentam tempos de desenvolvimento e tamanhos diferentes, sendo
uma especificidade de cada espécie. No entanto, desde que tomados certos cuidados
com as comparagdes entre aves e humanos, os embrides de aves sdo excelentes
para estudar os efeitos do ZIKV no desenvolvimento (Figura 6) (Bjgrnstad et al., 2015;
Hamburger; Hamilton, 1951; O’rahilly; Mdller, 2010). Ja é conhecido que as fases
iniciais do desenvolvimento sdo as mais propicias ao aparecimento de malformacgoes,
por inumeros motivos, como alta taxa de replicagdo, migracéo e diferenciagao celular,
além de perturbagdes moleculares, que podem acarretar em diversos problemas para
o embrido. Comparar a susceptibilidade e a replicabilidade do ZIKV nessas idades
traz uma ideia de como ¢é a dindmica da infec¢ao do ZIKV, podendo esses resultados

serem projetados em humanos (Burke et al., 2016).
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Figura 6 - Comparagao da fase embrionaria humana com a de G. gallus
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Comparagao entre o desenvolvimento de embrides de G. gallus (Hamburger; Hamilton,

1951) e o periodo embrionario humano (O’rahilly; Miller, 2010).

Trabalhos anteriores do grupo demonstraram que no modelo de infec¢ao in
ovo de G gallus, a taxa de embrides que desenvolvem a infecgao pelo ZIKV é em
torno de 55% com uma carga viral extremamente variavel (Benevenutti, 2022; Souza,
2022; Taufer, 2023). Sendo assim, € fundamental que cada embrido seja
diagnosticado para que uma analise precisa possa ser realizada. Além disso, a grande
variabilidade da carga viral exige um numero amostral relativamente grande. Isso
implica num custo alto para a realizagdo desse tipo de projeto de pesquisa. Por essa
razao, nesse projeto foram testadas outras alternativas de diagndstico para o ZIKV
com menor custo.

Diversos modelos diagndsticos ja foram utilizados para o diagnéstico do ZIKV,
incluindo testes soroldgicos e moleculares (Burrell; Howard; Murphy, 2017). No
entanto, como € necessario um grande numero de amostras para realizar esse estudo,
a reducdo de custos se faz necessaria. A técnica de reverse transcription Loop-
mediated isothermal amplification (RT-LAMP) para o diagndstico do ZIKV é uma das
escolhas mais econémicas, conforme descrito por varios trabalhos realizados nos
ultimos anos (Aonuma et al., 2022). Além disso, a enzima polimerase Bst 3.0, segundo
o fabricante, apresenta atividade de transcri¢cao reversa. Para a quantificagao viral, o
uso de reverse transcription polymerase chain reaction quantitatively (RT-qPCR), além
de confirmar o diagndstico do ZIKV, permite também a quantificagdo da carga viral de
cada amostra (Gregorova; Heinonen; Sarin, 2022). A RT-qPCR, sendo o padrao-ouro
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de diagndstico molecular, € possivel verificar com maior precisdo a extensao da
replicacdo viral, identificando em quais individuos e/ou em que estagios do
desenvolvimento embrionario o virus apresenta maior replicagdo. O que pode
evidenciar qual idade em que o ZIKV pode estar causando mais perturbacoes

moleculares, levando a sintomas mais severos da SCZ.
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2 JUSTIFICATIVA

E fundamental que a dindmica de infeccdo pelo ZIKV durante o
desenvolvimento em diferentes idades embrionarias seja bem compreendida e que as
células e tecidos suscetiveis ao ZIKV durante esse processo sejam identificados. Uma
vez conhecidos os alvos do ZIKV, seria possivel identificar alteragdes sutis no
desenvolvimento, pois malformagdes discretas que podem causar danos ao individuo
muitas vezes s6 sao perceptiveis quando as manifestagdes clinicas ja estdo bastante
avancgadas.

Para realizar estudos em embrides infectados com o ZIKV, é interessante
utilizar modelos que simulem a infeccdo em humanos. O embrido de Gallus gallus é
naturalmente suscetivel a infeccao pela cepa do ZIKV humano, o que permite a coleta
de dados que poderao contribuir para a determinagdo dos periodos criticos do
desenvolvimento para a infecg¢ao pelo ZIKV (Dick; Kitchen; Haddow, 1952; Goodfellow
et al., 2016; Gomes et al., 2023).

Conhecer os periodos criticos de infeccdo pelo ZIKV permitira entender os
locais de infecgado e, consequentemente, estudar com mais detalhes os efeitos do
ZIKV sobre essas areas. Além disso, esse tipo de informacgao podera servir de base
para a elaboracao de politicas publicas que visem mitigar os efeitos deletérios do ZIKV

durante o desenvolvimento humano.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver metodologias que permitam identificar os periodos de maior
susceptibilidade a infecgcado e replicacéo, além de permitir a marcagao do ZIKV,

durante o inicio do desenvolvimento embrionario, em Gallus gallus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar um método de infecgdo do in ovo néo letal de ZIKV, na regido
cardiaca de embrides de Gallus gallus;

e Avaliar métodos moleculares para diagnodstico do ZIKV compativel com o
modelo de infecgdo in ovo, que apresente melhor custo beneficio;

¢ Identificar, durante o desenvolvimento inicial de Gallus gallus, idade mais
susceptivel para infeccdo com ZIKV;

e Desenvolver uma sonda de RNA marcada com digoxigenina que permita a
marcacao e identificacdo dos sitios de infeccdo do ZIKV em embrides de

Gallus gallus.
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4 METODOLOGIA

4.1 ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Os procedimentos realizados com embrides de G. gallus tiveram aprovagao
do Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA/UFSC), com o ndmero
6016021017, e foram executados conformes os protocolos ja utilizados no Laboratoério
de Células-Tronco e Regeneragao Tecidual da UFSC (LACERT/UFSC). Os embrides
inoculados com ZIKV, foram manipulados em sala com sistema de contengdo com
nivel de biosseguranca 2 (NB2), que teve a sua certificagcdo obtida pelo Comissao
Interna de Biosseguranga da UFSC (CIBio/UFSC), com o cédigo CQB101/99.

Inicialmente os ovos foram incubados a 38°C com umidade relativa do ar (UR)
a 75%, por 72h ou 96h, atingindo as idades de E3 ou E4, respectivamente. Terminado
esse primeiro periodo de incubacgéo, os ovos foram abertos e os embrides expostos
para a inoculagéo na regido cardiaca com meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium [Gibco]) nos embrides controles e 300 PFU de solugao viral de ZIKV
(diluidos em DMEM) nos embrides inoculados. Apds inoculagdo do ZIKV, esses
embrides foram incubados por mais 24h. Terminado o periodo de incubacéo, os
embrides foram retirados dos ovos, fotografados e encaminhados para a extragao de
RNA do corpo inteiro.

O préximo passo foi o diagnostico do ZIKV nos embrides pelo método de RT-
LAMP, pelo seu baixo custo e praticidade, no entanto problemas metodoldgicos, que
serao apresentados ao longo do trabalho, nos levaram a optar pelo método de RT-
gPCR para todos os diagnésticos, que possibilitou além do diagnéstico, a realizagao
de quantificagao viral de cada embriao.

O passo seguinte foi desenvolver uma sonda de RNA marcada com
digoxigenina (Dig) para hibridizagao in situ. Nesse ponto, no entanto, foi necessario
padronizar uma outra forma de diagnosticar o ZIKV, pois para realizar a hibridizagao
in situ, o embrido deve estar intacto. Foi entdo padronizado um método de diagndstico
através das membranas extraembrionarias. Por fim, a sonda para hibridizagao in situ

pode ser testada.
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Figura 7 - Desenho experimental

A 'g

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Fluxograma da abordagem experimental realizada no estudo. A - Representa a
primeira fase do estudo na qual o objetivo foi identificar a idade com maior carga viral. B - Segunda
fase do estudo que foi o diagndstico pelas membranas extraembrionarias e preparagdo dos embrides

para hibridizagao in situ.

4.2 MODELO ANIMAL

Para o desenvolvimento desse estudo foi escolhido como modelo embrides
de G. gallus. Os ovos fecundados foram doados pelo Professor Fabiano Dahlke do
Laboratdrio de Avicultura do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA). A coleta dos ovos
aconteceu no mesmo dia da postura. No laboratério, os ovos foram armazenados a

18°C, até a utilizagao nos experimentos.
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4.2.1 Obtengdo dos embrides de G. Gallus

Para obtencdo dos embrides, os ovos fertilizados foram incubados na
chocadeira elétrica (ChocMais) a 38°C com 75% UR. Os ovos foram divididos em dois
grupos, em que um grupo experimental foi incubado por 72h (E3), correspondente ao
estagio HH20. O outro grupo foi incubado por 96h (E4), correspondente ao estagio
HH24 (Hamburger; Hamilton, 1951). Logo apds a incubagédo, os embrides foram
inoculados com ZIKV ou DMEM (no caso dos embrides controle), e incubados por
mais 24h nas mesmas condi¢gbes descritas anteriormente, e apds esse periodo os

embrides foram retirados dos ovos para analises (Figura 8 A e B).

4.3 VIRUS DA ZIKA

O virus utilizado para inoculagdo nos embrides foi da cepa ZV BR15261 com
0 genoma descrito no GenBank: MF073358.1. Essa cepa foi isolada do soro de um
paciente do Rio Grade do Norte na regido nordeste do Brasil, em margco de 2015
(Strottmann et al., 2019). Essa cepa foi amplificada pelo Instituto Carlos
Chagas/FIOCRUZ do Parana em Curitiba que gentilmente cedeu amostras para o

desenvolvimento desse projeto.

4.3.1 Inoculagao de embrides de G. gallus com ZIKV in ovo

Os procedimentos utilizados para infecgdo foram padronizados pelo grupo e
adaptados para as idades utilizadas nesse estudo (Benevenutti, 2022; Souza, 2022;
Taufer, 2023). Pois, é importante que o método de infecgéo seja nao letal para permitir
analises no embrido. Todas as manipula¢des de inoculagao ou retirada dos embrides
foram realizadas em capela de fluxo laminar equipada com filtro HEPA, com auxilio
de um microscopio estereoscopico (Olympus SZ61).

Em cada procedimento de inoculagdo do ZIKV, os embrides foram divididos
em grupo controle e grupo de inoculados com ZIKV. Em cada experimento, em meédia
cinco embrides controles foram inoculados com 3ul de solugdo com meio de cultura
DMEM, e em média 15 embrides foram inoculados com 3pl de solugdo contendo
300PFU de ZIKV (Apéndice B).
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Para o procedimento de inoculagdo foi realizada uma abertura na regido da
camara de ar do ovo com uma tesoura (Figura 8 B), e realizada a retirada das
membranas externas para exposigdo do embrido. Em seguida, foi realizada uma
pequena abertura na membrana amniotica na regido cardiaca e a solugéo viral ou
DMEM foi inoculada nessa regiao (Figura 8 C). Apds a manipulagao, a abertura do
ovo foi fechada com fita atéxica (Scotch, 3M) e logo em seguida os ovos manipulados
foram devolvidos a incubadora, para ficar por mais 24h em 38°C com 75% UR (Figura
8 D). Apds o periodo de incubagéo, os embrides foram retirados dos ovos e passaram
pelo processo de limpeza que consiste na remog¢ao de todos seus anexos
embrionarios (Figura 8 E e F). Terminado o procedimento de limpeza os embrides
foram fotografados do lado direito e esquerdo com a camera fotografica (Olympus
DP71) acoplada a um estereomicroscépio (Olympus MVX10) (Figura 8 E e F), com o
auxilio do programa CellSens, versao 1.16 (Figura 9 A e B). Depois de fotografados,
parte dos embrides foram armazenados imediatamente em ultrafreezer -80°C, para
ser extraido o RNA, e parte fixados em formaldeido 4% diluidos em Phosphate-

buffered saline (PBS 1x), para o procedimento de hibridizagao in situ.

Figura 8 - Esquema de incubacgao e inoculacdo em embrides de G. gallus com ZIKV

[N

A e B //% C' .JF fk

Inoculagdo de DMEM ou

Sl ZIKV em embrides de E3 e

Incubag&o por 72h ou 96h manipulagdo do embrido

Incubacéo por 24h Retirada, limpeza e fotografia dos embrides em E4 e ES

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Legenda: Esquema desde obtengéo dos ovos, até a fotografia dos embribes para posteriores
analises. A — Procedimento de incubagao dos ovos pelo periodo de 72h ou 96h. B — Abertura na
regido da cAmera de ar do ovo para exposi¢cao do embrido. C — Inoculagéo da solugédo contendo

300PFU de ZIKV ou meio de cultura DMEM. D — Incubacéo dos embriées manipulados por 24h. E —
embrido n&o inoculados com o ZIKV em idade de E4. F - Embrido n&do inoculados com o ZIKV em
idade de ES5.

Figura 9 - Fotos realizadas dos embrides apos sua retirada dos ovos pos-inoculagao

viral

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Exemplo de embrides n&o inoculados com ZIKV com 4 e 5 dias de desenvolvimento (E4 e
E5). Ol = Olho, Te = Telencéfalo, Di = Diencéfalo, Me = Mesencéfalo, Co = Coracgéo, Bi = Broto do

membro inferior € Bs = Broto do membro superior.

4.4 EXTRAGCAO E QUANTIFICACAO DO RNA

4.4.1 Extragcao de RNA

A extragdo do RNA de cada um dos embrides inteiros foi realizada pelo método
fenol-cloroférmio com o reagente Trizol Reagent (Invitrogen), conforme as orientagoes
do fabricante. Os RNAs foram precipitados em isopropanol 100% a -20°C durante 18h,
centrifugados a 12000g por 10 minutos, descartado o sobrenadante, acrescentado
etanol 75% para lavagem do precipitado, centrifugados a 7500g por 5 minutos,
descartado o sobrenadante e logo em seguida foram eluidos em 100ul de agua DPEC
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(Pirocarbonato de dietila). Os RNAs foram armazenados em ultrafreezer a -80°C,

imediatamente apds a eluicdo em agua DEPC.

4.4.2 Qualidade e Quantificagao do RNA

Todos os RNAs utilizados foram dosados por fluorimetria. O preparo do RNA
para dosagem foi realizado com o Qubit RNA BR (Broad-Range) Assay Kit
(Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. As dosagens foram realizadas pelo
equipamento Qubit 4 Fluoromete (Invitrogen). As amostras com concentragdes de
RNA abaixo da faixa de sensibilidade do kit de dosagem utilizado (inferior a 10ng),
foram descartadas. As amostras que ficaram acima da faixa de sensibilidade do kit
(superior a 1200ng), foram diluidos 1:200, conforme orientacdo do fabricante e
realizada uma nova dosagem.

Para analise de qualidade do RNA foram realizados RT-qPCR para dois
genes distintos. MRPS27, gene usado como referéncia de expressédo constitutiva
(obrigatoriamente tem que amplificar). DIx5, gene cujo desenho dos primers permite
identificar uma possivel contaminacdo com DNA gendmico (DNAg), pois o amplicon
derivado do DNAg apresenta um intron, ou seja, em caso de contaminagédo com DNAg
o amplicon seria maior (Tabela 3). Esse tipo de analise permite a identificagdo, com

alta sensibilidade, de possiveis contaminagdes com DNAg.

4.5 DIAGNOSTICO DO ZIKV

4.5.1 RT-LAMP

Para a identificagdo do ZIKV nas amostras de RNA dos embrides, por reverse
transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) foram utilizados os
primers “FIP”, “BIP”, “F3”, “B3”, “LF” e “LB” descritos por Silva et al. (2021) e Song et
al. (2016) (Tabela 1). Segundo os autores, a regido de codificagdo da proteina do
envelope foi selecionada para projetar os primers ZIKV RT-LAMP devido a sua alta
homologia entre isolados de ZIKV e alta divergéncia dos outros flavivirus. Na reagao
de RT-LAMP, os mesmos primers sao utilizados pela Bst 3.0 DNA Polimerase (verséao

3.0 New England Biolabs), para transcrigao reversa seguida a amplificagdo dos alvos.
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Para cada primer foram feitas aliquotas (10x concentradas) contendo os primers FIP
e BIP (16uM cada), F3 e B3 (2uM cada), LF e LB (4uM cada).

As reacdes de RT-LAMP foram realizadas em volume de 25ul por tubo
contendo tampao de amplificagéo isotérmica 1x, 8mM de MgSO4, 4U de Bst 3.0 DNA
polimerase, 1,8mM de trifosfatos de desoxinucleotideos (dNTPs) (Promega), 1,6uM
de FIP, 1,6uM de BIP, 0,2uM de F3, 0,2uM de B3, 0,4uM de LF, 0,4uM de LB e 5uL
de amostra com RNA extraido dos embrides inteiros em idade de E4 ou ES5 (Figura 10
B). Apos foi acrescentado 1uL de SYBR Green | (ThermoFisher Scientific) diluido em
agua livre de nuclease (Promega) na proporgao de 1:10 (1000X) na tampa do tubo de
reacao, ou 0,2uL de vermelho de fenol (Bianquimica) direto na reacéo. As reacgdes de
RT-LAMP foram incubadas a 65°C ou 72°C durante 40 ou 60 minutos no
termocliclador SimpleAmp Thermal Cycler (ThermoFisher) (Figura 10 C), em seguida
foram inativadas a 80°C durante 5 minutos.

Apods a incubagao, os produtos do RT-LAMP foram detectados usando dois
meétodos diferentes confirmagdo dos resultados. No primeiro método, os produtos
foram observados através do olho nu em luz natural e fotografados usando uma
camera convencional de celular (Poco X3 Pro [Xiaomi]). Para amostras positivas para
o ZIKV que foram utilizados o vermelho de fenol era necessario a mudancga de cor de
rosa para amarelo, enquanto uma amostra negativa permaneceu rosa, e na utilizagao
do SYBR era necessario cor laranja para esverdeada para identifica amostra positiva,
enquanto uma amostra negativa permanece laranja (Figura 10 D). No segundo
método, os amplicons do RT-LAMP foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (1,0%) em tampao TAE 1x, seguido de coloragdo com SYBR Green | e
visualizagdo do gel com auxilio do transiluminador (The UVP MultiDoc-It) (Figura 10
E).
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Tabela 1 - Primers utilizados RT-LAMP

Primers Sequéncia 5' - 3'
FIP GGCGACATTTCAAGTGGCCAGAGAGCTCTRGAGGCTGAGA
BIP AGGGCGTGTCATACTCCTTGTGAGTGTTTCAGCCGGGATCT
F3 CAGTTCACACGGCCCTTG
B3 TGTACCTCCACTGTGACTGT
LF CCTTCCCTTTGCACCATCCA
LB TACCGCAGCGTTCACATTCA

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2019; 2021) e Song et al. (2016).
Figura 10 - Esquema do processamento das amostras

A B - —_— . C / D - — c E | | L
‘ feo s ‘ - -
@' . (RN ,_.‘,.x;:» _,. — | —
1 et S \ / \
Embrido recém Amplificagao (RT-

Processamento Resultado visual Resultado em gel
retirado do ovo. LAMP) u su de agarose 1%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Os testes foram realizados com RNAs de embribes inteiros que foram extraidos pelo
método de Fenol/cloroférmio. A - Embribes que foram retirados dos ovos e estavam congelados em
ultrafreezer -80°C. B - Processamento dos embrides, como a extragdo dos RNAs e preparagao para o
teste de LAMP. C - Amplificagédo do trecho de interesse para o diagnéstico das amostras positivas
para ZIKV. D - Resultado visual de positivos, em tubos utilizados SYBR ou vermelho de fenol. E -

Confirmagéao do resultado por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.5.2 RT-qPCR

As analises diagnésticas para o ZIKV foram realizadas utilizando o sistema
GoTaq® OneStep Probe RT-gPCR (Promega) com primers e sondas especificas,
conforme descritos na Tabela 2 (Lanciotti et al., 2008). As andlises foram feitas
conforme os protocolos cedidos pelo Instituto Carlos Chagas /FIOCRUZ do Parana.
Para o diagnéstico de ZIKV foram realizadas reagées em um volume de 10ul por poco,
tendo tampao GoTaq® Probe qPCR Master Mix, 2X com 5ul, GoScript™ RT Mix for
1-Step RT-qPCR (50X) com 0,2ul, forward primer (20X) com 0,5ul, reverse primer
(20X) com 0,5ul, hydrolysis probe (20X) com 0,2ul, 4gua livre de nuclease (Promega)
com 2,6yl, e com 1pl da eluigdo do RNA extraido dos embrides inteiros em idade de
E4 ou E5. A reacdo de RT-gPCR foi realizada no equipamento QuantStudio3 Real-
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time PCR Systems (Thermo Fisher), com os seguintes parametros: 50°C por 30
minutos e 95°C por 15 minutos para realizagao da transcrigdo reversa. Na segunda
etapa foram realizados 45 ciclos de quantificagdo (Cq) com temperatura de 95°C por
15 segundos e 60°C por 60 segundos. Apos esse processo as analises dos resultados
foram realizadas com o programa Design & Analysis Software versao 1.5.2. Embrides
que apresentam Cq com um numero igual ou maior a 38 foram considerados negativos

e descartados.

Tabela 2 - Primers e sonda utilizado para diagndstico e quantificagao do ZIKV e

produgao da sonda de hibridizagao in situ

Primers/Sonda Sequéncia 5' - 3' Promotor
ZIKV 1086' CCGCTGCCCAACACAAG
ZIKV 1162c! CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT
ZIKV 1107-FAM' AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA
ZIKV_T3 Probe S2 GGTGGGACTTGGGTTGATGT T3 - AATTAACCCTCACTAAAG
ZIKV_T7 Probe AS?2 ATGTCACCAGGCTCCCTTTG T7 - TAATACGACTCACTATAG

Fonte: ' Adaptado de Lanciotti et al. (2008). 2 Elaborado pelo autor.
Legenda: Primers utilizados no diagnostico do ZIKV e produgéo da sonda para hibridizagao in situ. Os
primers ZIKV_T3 e ZIKV_T7 tiveram uma sequéncia de promotores adicionados junto conforme

mostrado na tabela.

4.5.2.1 Anélise de expressdo dos genes de referéncia MRPS27 e DLX5

Para as analises dos genes de referéncia foi utilizado o sistema goTaq®
OneStep RT-gPCR (Promega), com primers especificos para os genes MRPS27 e
DLX5 descritos na Tabela 3 (Souza, 2022; Taufer, 2023). As rea¢des foram realizadas
com volume de 10pl por poco, tendo tampao GoTaq® Probe qPCR Master Mix, 2X
com 5pl, GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-qPCR (50X) com 0,2ul, forward primer
(20X) com 0,4ul, reverse primer (20X) com 0,4ul, 3ul de agua livre de nuclease
(Promega) e 10ng do RNA extraido dos embrides inteiros em idade de E4 ou E5. Logo
apos esse processo, a placa foi colocada no equipamento QuantStudio3 Real-time
PCR Systems (Thermo Fisher), incubados por 37°C por 15 minutos e 95°C por 10
minutos. Apos esse tempo o proximo passo foi a fase de amplificagdo em 40 ciclos de
quantificacdo de 95°C por 10 segundos, 61°C por 30 segundos e 72°C por 30

segundos. Apos finalizada a fase de amplificagdo, o equipamento fez a melt curve,
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que acontece em um ciclo unico de 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos e
95°C por 1 segundos. Terminado esse processo as analises dos resultados foram
realizadas com o programa Design & Analysis Software versao 1.5.2. Embrides que
apresentam Cq com um numero igual ou maior que 38 foram considerados negativos

e descartados.

Tabela 3 - Primers utilizados para expressao de genes de referéncia
Sequéncia Anti-Sense  RNA DNAg

Gene Sequéncia Sense (5'-3')

(5'-37) (pb)  (pb)
DIX5 GCCCCTACCACCAGTACGGA  CGCGGTCGCACTTTCTT 127 961
Mrps27 TAACCCTGACCACCCAACTC GCTTGTTCTTGCTCCCACTC 103 103

Fonte: Elaborado por Souza (2022) e Taufer (2023).
Legenda: pb = Pares de bases.

4.6 QUANTIFICACAO RELATIVA DO ZIKV - RT-QPCR

Para a quantificacao relativa de ZIKV nos embrides foi realizado RT-gPCR
para ZIKV (Topico 4.4.3.1), mas aqui utilizando uma curva de diluicdo de RNA de ZIKV
com concentracdo conhecida (doada pelo Professor Dr. Daniel Santos Mansur
MIP/UFSC). Essa curva foi elabora com cinco pontos e fator de diluicdo 1:10 entre
cada um dos pontos. Cada poco da curva recebeu os mesmos volumes e
concentragbes dos reagentes citados no topico 4.5.2, para diagnostico de ZIKV. O
calculo da carga viral foi realizado por regressao linear, comparando o Cq obtido na
RT-gPCR para cada embrido e a curva obtida dos Cq correspondentes a leitura dos
RNAs com concentracao de ZIKV conhecidas.

Considerando a variagdo natural no tamanho dos embrides, para uma
quantificacdo mais precisa, os valores obtidos foram divididos pela quantidade de
RNA total extraido de cada embrido. Dessa forma, todos os resultados de
quantificagdo da carga viral do ZIKV nos embrides foram expressos na forma de RNA

viral/RNA total do embrido.
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4.7 HIBRIDIZAGAO IN SITU EM EMBRIOES DE G. GALLUS

4.7.1 Produgao da sonda de RNA marcado com digoxigenina para hibridizacao

in situ

As sondas de RNA, marcadas com dig, para hibridizagdo in situ foram
produzidas por transcri¢cao in vitro, utilizada como molde sequéncias especificas do
genoma do ZIKV (ZV BR 15261), amplificadas por PCR (Creuzet, et al., 2002;
Henrique et al., 1995). Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 2. A esses
primers foram adicionadas as sequéncias de promotores para a RNA polimerase T3
— primer sense e T7 primer anti-sense. O produto do PCR (Amplicon) foi purificado
usando kit comercial Wizard® SV Gel and PCR CleanUp System (Promega). O
Amplicon purificado foi dosado por espectrofotometria com o equipamento NanoVue
Plus Spectrophotometer (General Electric) e foi utilizado para sintese de sonda de
RNA marcada com dig, utilizando o kit comercial DIG RNA Labeling (Roche), conforme
orientagdes do fabricante. Ao final do processo, a sonda foi purificada utilizando
precipitagdo com etanol 70% a -20°C durante 18h e solubilizada em agua livre de
nucleases (Promega), e dosado pelo equipamento Qubit 4 Fluoromete (Invitrogen),
conforme as instrucdes do fabricante. Apds o processo de dosagem a sonda foi

misturada ao mix de hibridizagao.

4.7.2 Hibridizagao in situ

Para a realizagcao da hibridizacao in situ, os embrides foram fixados por 24
horas em formaldeido 4% em PBS a 4°C, em seguida foram desidratados em séries
de metanol/PBS a 50% e 100% na sequéncia reidratados em uma série de
metanol/PBS a 75%; 50%; 25% e PBT (PBS 1x + 0,01% de Tween20). Os embrides
foram entdo permeabilizados com proteinase K (Roche) 10ug/ml em PBT e pos-
fixados com formaldeido 4% + glutaraldeido 0,1% em PBT por 20 minutos. Os
embrides foram pré-hibridizados em tampao de hibridizagao (formamida 50%, EDTA
5mM, RNA de levedura 50ug/ml, Tween20 0,4%, CHAPS 0,5%, heparina 100ug/ml e
tampéo SSC 1,5X) e PBT em uma concentragéo de 1:1 até tombarem ao fundo do

tubo, seguido de outra incubagado com tampao de hibridizagdo puro até tombarem ao
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fundo novamente, seguida de uma incubagéo a 70°C com o tampao de hibridizagéo
por no minimo 1 hora.

A hibridizagcdo foi realizada durante toda a noite a 70°C em tampéao de
hibridizagdo, acrescentando-se 0,3ug/ml da sonda de RNA direcionada para o ZIKV
(ver topico 4.7.1), previamente preparadas e marcadas com dig conforme descrito por
Creuzet et al. (2002) e Henrique et al. (1995). Apds o periodo de hibridizagao, foram
realizadas cinco lavagens em tamp&o de hibridizacdo a 73°C, seguidas por quatro
lavagens realizadas em tamp&ao MABT (agua, NaCl 5M 3%, acido maleico 2M 5% e
NaOH 10N a 2%). Na sequéncia, os embrides foram imersos em solugédo de bloqueio
com MABT, Blocking reagent 10% (Roche) e SBF 20% (soro bovino fetal) por 2 horas.
Imediatamente apds, os embrides foram incubados com anticorpo secundario anti-
digoxigenina (anti-DIG) a 4°C por 12 horas. No dia seguinte, cinco lavagens foram
realizadas em tampao MABT, seguidas de duas lavagens no tampao NTM (Tris 1M
10%, NaCl 5M 2%, MgCI2 2M 2,5%, Tween20 0,005% e agua Milli-Q), seguidas da
revelacdo com solugéo de nitro blue tetrazolium chloride (NBT) a 33,75ug/ml e 5-

bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt (BCIP) a 175ug/ml em NTM.

4.8 DIAGNOSTICO DO ZIKV PELAS MEMBRANAS EXTRA EMBRIONARIAS

Como uma alternativa para diagnosticar o ZIKV, mantendo os tecidos
embrionarios intactos para outras analises, foi testada a possiblidade de identificar a
presenca do ZIKV nas membranas extraembriondrias. Para esses testes foram
utilizadas as membranas amniéticas e alantoide (membranas extraembrionarias)
(Figura 11). Esses anexos embrionarios foram separados dos embrides, e
armazenados em ultrafreezer -80°C. Apds esse processo foram realizadas a extragao

do RNA desses tecidos e realizado o RT-qPCR para diagnosticar o ZIKV.
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Figura 11 - Separagcao da membrana amnidtica e alantoide dos embrides

amniotica

Embrido no ovo

Embrido com membrana Embrido com membrana
amniotica e alantoide amniodtica e alantoide removida

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: As membranas retiradas dos embrides para diagndstico de ZIKV em idade de E4. A —
Modelo de embrido no ovo e principais partes anatémicas utilizadas no estudo. B - Embriao retirado

do ovo ainda com a membrana extraembrionarias. C - Embrido com as membranas separadas.

4.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Foram realizadas as analises estatisticas dos resultados utilizando o software
GraphPad Prism, versao 9.2.0. A analise outliers nos embrides nao foi realizada pois
a variagdo da carga viral € muito grande em cada embrido, por esse motivo foi
considerado a utilizagao de todos os embrides positivos para ZIKV.

O teste de normalidade dos dados foi realizado utilizando o teste de Shapiro-
Wilk e o teste de Kolmogorov-Smirnov como confirmagao. Os dados obtidos nesse
estudo nao tiveram resultado positivo para normalidade em nenhum dos dois testes,
entdo para as analises de comparagéao entre os grupos foi realizado o teste de Krukal-
Wallis que é utilizado para dados ndo paramétricos sendo utilizada a mediana e o
intervalo interquartil.

A correlacéo entre duas variaveis foi avaliada por meio do teste de correlacéo
Spearman, utilizado em dados que nao apresentam distribuigdo normal. Em seguida,
foi realizada uma analise de regressao linear simples. Foram considerados resultados

estatisticamente significativos aqueles que o valor de p foi igual ou inferior a 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 INFECCAO PELO ZIKV VIA REGIAO CARDIACA NAO AFETA A
SOBREVIVENCIA DE EMBRIOES DE G. GALLUS

Nesta primeira etapa do trabalho foi verificado os indices de sobrevivéncia dos
embrides de G. gallus infectados com ZIKV, via inoculagdo na regido dos cardiaca.
Os embrides inoculados com ZIKV apresentaram a taxa de sobrevivéncia variando
cerca de 10% entre as idades de E4 e E5 (Figura 12). O método de infecgao utilizado
nesse trabalho em embrides E4 e E5 ndo mostrou diferenga significativa no indice de
sobrevivéncia dos embrides, nem entre as duas idades analisadas, e também em
relagdo ao método anteriormente utilizado pelo grupo (Apéndice A). Isso valida a

técnica e permite a utilizacdo desses dados em conjunto, comparando-os entre si.

Figura 12 - Taxa de sobrevivéncia dos embrides inoculados
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Analise entre os grupos de embrides vivos no processo de inoculagdo. As analises entre os

grupos ndo apresentaram significancia estatistica. p = 0,3849.
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5.2 RNAS EXTRAIDOS DE EMBRIOES INOCULADOS COM ZIKV

O diagnéstico do ZIKV em tecidos embrionarios é bastante delicado. O
numero de particulas virais utilizadas no procedimento é relativamente baixo. Para
que os diagnosticos de ZIKV sejam precisos e confiaveis, € necessario que a
qualidade do RNA seja testada. Para isso foi utilizado dosagens de RNA realizadas
por espectrofotometria, seguido de teste da qualidade desses RNA por RT-qPCR para
o Mrps27, uma proteina constitutiva expressa por todos os tecidos embrionarios. Na
Figura 13 é possivel observarmos uma sobreposicdo das melt curve, todas
apresentando um pico unico. Isso mostra que os RNAs com os quais esse RT-qPCR
foi realizado estdo integros, pois picos multiplos sdo sinais de fragmentacgao, primers

inespecificos, ou contaminagao (Nascimento et al., 2015).

Figura 13 - Melt curve do gene Mrps27
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Analise de RT-qPCR da expressao do gene Mrps27, em todos os embrides controles e
infectados com ZIKV, com todas as amostras com pico Unico, apenas o controle negativo para o gene

nao apresentando pico.

A segunda analise realizada nesses RNAs visa identificar possiveis
contaminagdes da amostra de RNA com DNAg. Para isso foi realizada reacao de RT-
gPCR para DIx5, pois o primer para esse gene foi desenhado de forma a contemplar

uma regiao de intron entre eles. Sendo assim, possiveis contaminagées com DNAg
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seria facilmente identificada pela presenca de picos duplos na analise da melt curve.
Como ¢é possivel observar na Figura 14, todos os RNA apresentaram apenas um pico
sobreposto. Esses resultados mostram que os RNAs utilizados estavam integros e

sem contaminagédo de DNAg, sendo viaveis para as analises seguintes.

Figura 14 - Melt curve do Gene DIx5
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Analise de RT-qPCR da expressao do gene DIx5, em todos os embrides controles e
infectados com ZIKV, com todas as amostras com pico Unico, apenas o controle negativo para o gene

nao apresentando pico.

5.3 DIAGNOSTICO DE ZIKV POR AMPLIFICACAO ISOTERMICA MEDIADA POR
LOOP DE TRANSCRICAO REVERSA (RT-LAMP)

A RT-LAMP € uma técnica de biologia molecular que torna possivel realizar
diagnosticos moleculares, de forma facil, rapida, com alta sensibilidade e valor menor
que os kits de diagndsticos moleculares por RT-qPCR, amplamente utilizados. Com
poucos materiais no laboratério ja € possivel obter os resultados com sensibilidade
comparavel ao RT-gPCR (Notomi et al., 2000; Thompson; Lei, 2020).

5.3.1 Teste dos primers utilizados para RT-LAMP
Diferente do RT-gPCR ou RT-PCR convencional, a RT-LAMP exige um

conjunto de primers com anelamento complexo (Tabela 1). Para reduzir o numero de

variaveis, realizamos os testes desses primers utilizando um RNA sabidamente
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positivo para ZIKV e um kit comercial previamente padronizado pelo laboratério da
Dra. Luisa Rona Pitaluga (gentiimente doado) - WarmStart Colorimetric LAMP 2X
Master Mix (New England Biolabs).

Os testes foram realizados em triplicada, com uma amostra ja conhecida
como positiva para ZIKV (Figura 15 A), uma amostra de RNA negativa para ZIKV
(Figura 15 B), e uma amostra sem RNA (Figura 15 C). A amostra positiva teve
resultado confirmado pelo teste do RT-LAMP e as amostras negativa ndo apresentam
mudanca de cor, mostrando que os primers utilizado para as analises estavam
funcionando, e nao apresentam problemas para o diagnéstico em embrides

inoculados com ZIKV.

Figura 15 - Teste de validagao dos primers para diagnéstico do ZIKV

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: A — Amostra com RNA positivo para ZIKV. B — Amostra com RNA negativo para ZIKV. C —

Amostra controle sem RNA.

5.3.2 Diagnéstico de ZIKV por RT-LAMP

Confirmado que os primers desenhados para RT-LAMP estavam funcionando,
a proxima etapa foi testar o kit que seria utilizado nas nossas amostras. Para isso, foi
escolhido um kit que, segundo o fabricante, apresentava capacidade dupla de
transcrigdo reversa e amplificagéo (Bst 3.0 DNA Polimerase [versédo 3.0 New England
Biolabs]). No entanto, quando realizado os testes com os RNAs das mesmas amostras
utilizadas para o teste dos primers, os resultados foram negativos, mesmo para a

amostra sabidamente positiva, como visto na Figura 16. Para verificar se as amostras
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realmente ndo haviam amplificado, além do teste colorimétrico, (Figura 16 A e B) foi
realizado uma eletroforese do produto do RT-LAMP (Figura 16 C). Foi constado que
o teste realmente era negativo. Na sequéncia foram realizados inumeros testes como
uso diferente temperaturas (de 65°C a 72°C), diferentes tempos de incubacéo (de 30
a 60 minutos), como sugerido nos protocolos do fabricante, porém todos sem sucesso.
Para verificar se as amostram nao estavam com os RNAs degradados, foram
utilizadas outras amostras também sabidamente positivas para o ZIKV, porém os

resultados permaneceram negativos.

Figura 16 - RT-LAMP para diagnostico do ZIKV
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: A — Reagao de RT-LAMP com amostra positiva para ZIKV. B - Reagao de RT-LAMP com
amostra negativa para ZIKV. C - Eletroforese dos produtos da reacdo de RT-LAMP. 1 - Amostra
controle Positivo, 2 - Controle negativo com embrido negativo. 3 - Controle negativo com Mix de RT-

LAMP com Agua, 4 - Agua no Lugar do mix com SYBR.

Apos inumeros testes realizados sem sucesso e, apesar do fabricante afirmar
que o kit Bst 3.0 DNA Polimerase (versao 3.0 [New England Biolabs]) apresenta
atividade de transcriptase reversa, realizamos um novo teste, adicionando RT extra
(GoScript™ Reverse Transcriptase - Promega) a solugdo do RT-LAMP para o
diagndstico do ZIKV. Na primeira andlise visual o resultado desse teste pareceu
negativo (Figura 17 A), porém quando realizado a eletroforese do produto da RT-
LAMP, foi possivel observar os produtos tipicos da amplificagéo nesta técnica (Figura
17 B), mostrando que a enzima Bst 3.0 DNA Polimerase (versao 3.0 [New England
Biolabs]) realiza a amplificagdo, mas sua atividade RT ¢é insuficiente para a realizagao
do RT-LAMP, contrariando o que descreve o fabricante. Dessa forma, a Unica opg¢ao
para utilizarmos RT-LAMP no diagndstico do ZIKV seria acrescentando transcriptase
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reversa extra, o que tornaria o processo mais caro, pois acrescentaria em torno de R$
6,80 a mais em cada reacgéao (preco cotado em 2022). Sendo assim, alternativamente,
resolvemos utilizar o RT-gPCR para os diagnosticos de ZIKV em embrides, com o

protocolo adaptado utilizado no laboratério.

Figura 17 - RT-LAMP em com enzima de transcri¢gao reversa

A1

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: A — Imagens da reacao de RT-LAMP. B — Imagens do gel realizado com o produto da RT-
LAMP da imagem A. 1 — Reagao conforme o protocolo do fabricante. 2 — Reagéo utilizando o

protocolo do fabricante com adigdo da GoScript™ Reverse Transcriptase.

5.4 ZIKV INFECTA EMBRIOES DE G. GALLUS COM EFICIENCIA VARIAVEL,
CONFORME A IDADE

Para reduzir custos, inicialmente todos os embrides foram submetidos ao
diagnostico do ZIKV sem dosagem do RNA. Apds o diagndstico inicial foram
separados os embrides positivos e negativos (Figura 18). Num segundo momento,
apenas os embrides positivos para o ZIKV, tiveram o RNA dosado, para que a carga
viral fosse determinada com precisdo. Nos resultados do diagndstico, € possivel
observar uma grande diferengca na amplificacdo para ZIKV, com Cq variando de
23,974 a 37,321 (Figura 18). Apos calcular, as eficiéncias de infec¢do, variaram de
33,30% em E4 e 78,78% em E5 isso mostra que o padrao de infeccao € nitidamente
variavel dependendo a idade do embrido, apresentando significativa diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 19).



Figura 18 - RT-qPCR diagnéstica para ZIKV dos embrides em idade de E3 e E4.
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Legenda: As amostras positivas para o ZIKV (embrides E4 e E5), sdo aquelas que amplificaram com

a subida no grafico, as amostras que ndo apresentam a subida, eram os embribes controles ou

aqueles que nao apresentaram resultados positivos. Como a quantidade de virus em cada embrido é

relativa e muito variavel, o grafico de amplificagéo fica espalhado, mostrando a variedade de Cq nos

Figura 19 - Eficacia de infecgcdo em embrides inoculados com 300PFU de ZIKV

Legenda: Eficacia no sucesso de infecgdo dos embrides inoculados com ZIIKV. p<0,0001.

embrides positivos que variou de 23.974 a 37.231.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5 A EFICIENCIA DA REPLICAGCAO DO ZIKV E DEPENDENTE DA IDADE DO
EMBRIAO DE G. GALLUS

Apos confirmada a infecgéo pelo ZIKV nos embrides, foi determinada a carga
viral de cada embrido. Porém pela variagao natural do tamanho de cada embrido, foi
necessario realizar a normalizagédo da carga viral obtida. A normalizagao foi calculada
realizando a divisdo da carga viral total pela quantidade total de RNA extraido de cada
embrido.

Apods os calculos de normalizagao foi observado que os embrides em idade
de E5 apresentaram carga superior de ZIKV em comparagdo as outras idades
analisadas, sendo a carga viral aproximadamente 19.3 vezes maior que os embrides
de E4 (Figura 20). Esse aumento surpreendente de ZIKV nos embrides E5 levanta
algumas duvidas, entre elas, se o0 aumento no sucesso replicativo do ZIKV estaria
relacionado a alguma regido/tecido embrionario especifico em que o ZIKV tem maior
tropismo. No entanto, para realizar esse tipo de avaliacdo seria necessario um método

diagnostico que ndo comprometesse o tecido embrionario.

Figura 20 - Quantificagao viral dos embrides infectados com ZIKV e com diagndstico

positivo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Grafico da quantificagao viral dos embrides analisados. p= <0,0001.
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56 A QUANTIDADE DE ZIKV PRESENTE NAS MEMBRANAS
EXTRAEMBRIONARIAS ESTA CORRELACIONADA A CARGA VIRAL DO EMBRIAO

O método do RT-gPCR mostrou-se extremamente preciso e eficiente para o
diagnostico do ZIKV, no entanto, os testes realizados até aqui exigem que o tecido
embrionario seja dissociado por completo, impedindo outros tipos de analises nesses
embrides. Na tentativa de criar um método diagndstico que preserve o tecido
embrionario, foi levantada a hipotese que as membranas extraembrionarias seriam
positivas para o ZIKV. Diante disso, foram realizados os testes para a confirmagao
dessa hipotese e além de que também foram testados se a carga viral das membranas
extraembrionarias teria correlagdo com a carga viral de seus respectivos embrides.
Para isso, foi necessario a separagdo das membranas de seus embrides, seguido de
testes individuais para ZIKV em cada uma dessas membranas, e embrides (Figura
11). Todas as membranas referentes aos embrides positivos para ZIKV utilizadas
tiveram resultado positivo como visto na Tabela 4, e os grupos ndo apresentaram

diferenga estatistica quando comparado entre si (Apéndice D).

Tabela 4 - Embrides inteiros e membranas positivas para ZIKV

Amostra Cqdo ZIKV/RNA total Cgda ZIKV/RNA total
Embrido dos embrides Membrana das membranas
Z41 28,685 993,6955 28,81 240,7761
242 36,815 3,281697 33,536 38,10474
Z44 27,591 2143,512 34,181 88,16321
246 27,46 2350,201 27,983 2413,036
247 32,629 62,17321 28,987 59,86089
248 34,047 22,9536 36,644 1,07193
Z49 33,42 35,66169 34,253 19,55883
7412 33,441 35,13929 35,608 30,6561

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Embrides em idade de E5, que foram separados os corpos inteiros e as membranas
extraembrionarias para analise, diagndstico e comparacao da carga viral. Observa-se a carga viral
dos embrides e suas respectivas membranas, assim como o valor do Cq.

Apos confirmada o diagnéstico positivo para ZIKV das membranas
extraembrionarias, foi realizada a quantificagcao de ZIKV dessas membranas e dos
respectivos embrides (Tabela 4). Depois disso, foram realizadas analises de
correlagao, para verificar se o diagndstico das membranas poderia ser utilizado como
um indicativo da carga viral do embrido. Ainda que o numero amostral do teste tenha

sido pequeno (por limitagdes técnicas - falta de ovos embrionados), os resultados
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foram promissores, pois € possivel observar uma correlagao forte entre a carga de
ZIKV das membranas e dos embrides (Figura 21) (Callegari-Jacques, 2003 p.90; Yan,
Zhihong et al., 2019). Esses dados possibilitam que o diagndstico e estimativa de
carga viral sejam realizadas em embrides preservando o tecido embrionario. Isso
permite, por exemplo, a localizacédo dos sitios de infeccdo do ZIKV, ou ainda

alteragdes na expressao de determinados genes de forma localizada.

Figura 21 - Correlagdo das membranas amnidticas, alantoide com embrides inteiros

positivos para ZIKV
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Correlagéo de Sperman realizada entre o valor de quantificagdo viral das membranas

extraembrionarias e a quantificacéo viral dos embribes inteiros em idade de ES5.

5.7 LOCALIZACAO DO ZIKV NA CABEGA DOS EMBROES POR HIBRIDIZAGCAO IN
SITU

Para localizar os sitios de infecgdo do ZIKV nos embrides de G. gallus, a
técnica escolhida foi a hibridizagao in situ, pela sua capacidade de marcar RNA em
tecidos e estruturas inteiras. Porém o primeiro passo do processo € a producio de
uma sonda de RNA especifica para ZIKV. Para a isso foi necessario selecionar a
regido do genoma do virus, onde seriam desenhados os primers. Essa regido deve
ser especifica para o ZIKV, nao reconhecendo outros flavivirus. A regido do genoma
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do virus escolhida foi a 44-63 e 322-341 (Regido da Glicoproteina do ZIKV). Em
seguida, ao desenho do primers foram adicionados as sequencias de reconhecimento
da T7 e T3 RNAs polimerases (Tabela 2). Ao realizar o RT-gPCR de uma amostra
sabidamente positiva para ZIKV, foi verificado que o par de primers apresentou

anelamento em apenas uma regiao (Figura 22).

Figura 22 - Melt curve da RT-PCR para avaliar os primers da produg&o da sonda de

hibridizagao in situ
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Analise de RT-gPCR dos primers desenhados para sondas, a presenga de um pico unico

na melt curve, mostrando que nao ha interagdo com regides inespecificas do RNA viral e do embrido.

Para confirmar a especificidade dos primers, foi realizada uma eletroforese do
produto de PCR. Para isso foi realizada uma série de diluicbes seriadas do produto
de PCR em 1:10, junto a um controle negativo (Figura 23). Os resultados obtidos foram
a presenca de unica banda nos quatro pocos com as concentracdes maiores do
amplicon. 1sso mostra que foi amplificado apenas a regido do genoma do ZIKV de
interesse para a producio da sonda.
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Figura 23 - Gel da RT-PCR da sonda ZIKV de hibridizacao in situ

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Dilui¢gdes seriada 1:10 do produto de RT-PCR para producdo da Sonda ZIKV. 1 - 1:1, 2 -
1:10, 3-1:100, 4 - 1:1000, 5 - 1:10000, 6 - Controle negativo.

Apods a confirmacao da especificidade dos primers, o produto de RT-gPCR foi
utilizado para a produgao da sonda por transcri¢cao in vitro, conforme descrito no tépico
4.7.1. Apds o processo de sintese, foi obtido 6,80ng/ul de sonda de RNA para
identificacdo do ZIKV. Essa quantidade € suficiente para realizagao da ISH (Creuzet
et al., 2002; Henrique et al., 1995).

5.7.1 Padronizacgao de técnica de hibridizagao in situ

A técnica de hibridizagao in situ tem a capacidade de marcar acidos nucléicos
de interesse em tecidos, partes ou embrido inteiro. Apos a produg¢ao da sonda de RNA
direcionada ao ZIKV, foi necessaria a validagdao do protocolo da técnica de
hibridizagao in situ e verificagdo da qualidade dos reagentes utilizado pelo grupo no
laboratério. Essa etapa se fez necessaria pois com a pandemia de Covid-19, as
atividades do laboratério foram paradas por dois anos e dessa forma a técnica nao
pode ser realizada nesse periodo. Além disso, a hibridizagao para ZIKV em embrides
inteiros nunca havia sido feita antes, sendo assim essa padronizagcdo prévia de

reagentes e processos, reduziria 0 numero de variaveis no processo. Para o teste da
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hibridizagao in situ foi utilizado um embrido fixado em formaldeido a 4% em PBS com
idade de E3, que nao foi inoculado com ZIKV. Foi realizada hibridizagao in situ com
uma sonda de RNA direcionada ao RNA mensageiro do Fgf8 (sonda previamente
testada). No processo de hibridizagédo, os reagentes foram validados vistos pelos
resultados positivos da técnica de ISH. Foi possivel observar marcagbes altamente
especificas para Fgf8, e para confirmar o resultado, a imagem foi comparada com a
do banco de dados Gallus Expression In Situ Hybrudization Analysus (Geisha) (Figura
24). E esse resultado validou a técnica para ser utilizada com a sonda produzida para
o ZIKV.

Figura 24 - Embrido em idade de E3 marcado para Fgf8
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: A foto da hibridizagéo in situ do gene Fgf8 em embrides com idade de E3 (HH20).
A — Foto realizada pelo autor. B — Foto retirada do banco de dados do Geisha para comparagéo
(Geisha, 2023).

5.7.2 Hibridizagao in situ para ZIKV em embridoes de E3

Para chegar ao ponto de realizar a hibridizagao in situ para ZIKV em embrides
inteiros, foi necessaria ndo apenas a validagdo a metodologia e reagentes, mas
também o desenvolvimento de um método de diagndstico para ZIKV que preservasse
o embrido. Depois de todos esses procedimentos prévios, a proxima etapa seria a
realizagao de hibridizagao in situ para localizacado dos sitios de infecgao do ZIKV. No
entanto, pouco antes do inicio desses experimentos houveram problemas com o
fornecimento de ovos (doados pela fazenda da UFSC). Por esse motivo, nao foi

possivel realizar os testes da sonda nos embrides inteiros como planejado no inicio
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do estudo. Dessa forma, para o teste da sonda de ZIKV foram utilizadas cabecgas de
embrides com idade de E3. Esses embrides haviam sido inoculados com o ZIKV em
trabalhos anteriores do grupo (Souza, 2022; Taufer, 2023). Como esses embrides
foram isolados antes da padronizagdo do diagnodstico pelas membranas, os corpos
deles foram utilizados para o diagndstico do ZIKV, sendo que apenas as cabegas
foram submetidas a hibridizacao in situ.

O procedimento de hibridizacao in situ para ZIKV nos embrides apresentou
resultados positivos. Na Figura 25, é possivel observar pequenos grupos de pontos
de marcagado no entorno do telencéfalo, por¢cao superior da vesicula éptica e no
processo maxilar, principalmente. Infelizmente, a reagdo nédo pdde ser repetida o
numero de vezes necessarias para que o background pudesse ser reduzido. Ainda
que o numero amostral utilizado para realizar esses as ISHs tenha sido baixo, os
resultados sdo promissores e mostram que ha possibilidade de identificar os sitios de

infeccado do ZIKV, em embrides em desenvolvimento.

Figura 25 - Sitios de infecgédo de ZIKV marcados por hibridizacgao in situ

A

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: As setas vermelhas estdo marcando os provaveis locais de marcacgéo para ZIKV.
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6 DISCUSSAO

A sindrome congénita associada a infecgao pelo ZIKV vai muito além da
microcefalia, sdo frequentes relatos de alteragbes visuais, auditivas e
neuropsicomotoras (Brasil, 2023). A gravidade do fenétipo microcefalico, muitas vezes
mascara as outras consequéncias da infecg¢ao pelo ZIKV (Werner et al., 2016). Nesse
trabalho foi adaptado um método de infecgcdo com ZIKV in ovo nao letal que permite
analises em diversas idades.

A sobrevivéncia de embrides positivos para ZIKV é fundamental para que os
efeitos do virus no desenvolvimento possam ser estudados. O protocolo utilizado por
Thawani et al. (2018), infecta os embrides com alta quantidade de particulas virais,
diretamente no ventriculo do mesencéfalo embrionario. Esse € um método que por si
sO causa lesdo do neuroepitélio, ainda leva a grande mortalidade dos embrides
infectados. Nos estudos de Wachholz et al. (2021), a metodologia foi menos invasiva,
0 virus é colocado sobre as membranas extraembrionaria, porém também com altas
cargas virais, mas com baixa mortalidade. A metodologia utilizada em nossos estudos
€ semelhante a metodologia utilizada por Goodfellow et al. (2016), em que o ZIKV é
inoculado através de uma pequena abertura da membrana amniética, diretamente
sobre a regido do coracao primitivo. Porém o modelo de infecgao utilizado por
Goodfellow et al. (2016) inocula uma quantidade de até 20.000 PFU de ZIKV sendo
até 66 vezes maior que a utilizada em nosso modelo nos embrides. Quando
comparado o indice de sobrevivéncia dos embrides de Goodfellow et al. (2016), que
foram inoculados com uma alta carga viral tiveram baixa taxa de sobrevivéncia. Nos
embrides que foram inoculados com 200 PFU, cerca de 25% sobreviveram até 3 dias
pos infeccdo. Em nossos estudos embrides que foram infectados com 300 PFU de
ZIKV, apresentaram taxa de sobrevivéncia de 69% a 72% um dia apds a infecgao. Os
resultados de estudos anteriores do grupo, mostraram uma taxa de sobrevivéncia de
cerca de 80%, o que esta de acordo com os resultados de sobrevivéncia apresentados
nesse estudo (Apéndice A). E importante ressaltar que o grupo apresenta resultados
em embrides infectados em E2 e retirados em E3 ou E4 dependendo da analise
((Benevenutti, 2022; Souza, 2022; Taufer, 2023).

Um dos parametros mais importantes para estudar os efeitos do ZIKV no
desenvolvimento, € conhecer a carga viral de cada um dos embrides. Trabalhos

anteriores do nosso grupo demonstraram que independente do protocolo de infecgao
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utilizado, a carga viral dos embrides é extremamente variavel (na ordem de 1000x)
entre individuos (Benevenutti, 2022; Souza, 2022; Taufer, 2023). Curiosamente, a
grande maioria dos trabalhos que relacionam ZIKV com malformagdes n&o faz esse
diagnostico individualizado de forma cuidadosa. Nesse trabalho foram tomadas uma
série de medidas que permitissem a quantificagdo do ZIKV em cada um dos embrides.
O RNA foi quantificado por fluorimetria (método ouro de quantificagdo de RNA) e sua
integridade analisada por RT-qPCR de um gene de referéncia (Mrsp27) e um gene,
cujo o desenho do primer, permitisse identificar possiveis contaminagées com DNAg
(DIx5). Nos estudos de Nascimento et al. (2015), os autores demonstraram que o gene
Mrps27 em G. gallus é um 6timo gene de referéncia por ndo apresentar grande
variagado de sua expressdo em diversas situagdes, como infecgao por patdogenos, por
exemplo. Em nossas pesquisas, ndo houve diferenga estatisticamente significativa na
expressao do gene de referéncia ao compararmos os embrides controle com aqueles
infectados pelo ZIKV. (Apéndice C). Na literatura também é demonstrado que a melt
curve pode ser utilizada para distinguir produtos desejados ou indesejados de uma
amostra sendo dimerizacao de primers ou sequéncias de DNA que nao sao alvo das
analises realizadas (Ririe; Rasmussen; Wittwer, 1997). Segundo nossos resultados
nao houve presenca de pico duplo para os RNAs que foram testados pelo gene DIx5,
mostrando que a amostra estava livre de DNAg. Uma vez verificada a qualidade dos
RNAs extraidos de embrides inoculados com ZIKV, o proximo desafio foram os
métodos para diagnostico do ZIKV utilizados. A principais barreiras que deveriam ser
vencidas nessa etapa eram: o alto custo dos insumos e os embrides que seriam
utilizados em analises de imagens deveria ter um diagnostico indireto. Importante
lembrar que para a reagdo de RT-qPCR o embrido é desintegrado para a extragao do
RNA.

E importante deixar claro que essa etapa do projeto foi desenvolvida no ano
de 2021, periodo final da pandemia de Covid-19. A alta demanda por insumos de RT-
gPCR para o diagnostico de Covid-19, fez os pregos se elevarem muito. Para
contornar esse problema, foram realizadas tentativas para padronizar a técnica de RT-
LAMP com o intuito de diagnosticar o ZIKV nos embrides. A técnica de RT-LAMP ja é
amplamente utilizada, como point-of-care para diagnosticos de diversas doencgas
como Dengue e Covid-19 por exemplo (Das; Lin; Chuang, 2022; Mautner et al., 2020;
Moehling et al., 2021). Observando as qualidades da técnica de RT-LAMP e com o

proposito de diminuir os custos para diagndstico dos embrides com ZIKV, a proposta
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foi padronizar a técnica de RT-LAMP para diagnostico de ZIKV em embrides de G.
gallus. O principal atrativo da técnica de RT-LAMP é seu custo menor. Para realizar o
diagnéstico RT-LAMP com o kit utilizado o preco ficava em torno de R$ 2,60 por
reacao, porém quando era utilizada a técnica de RT-gPCR o preco ficava em torno de
R$ 7,94 por reagdo no ano de 2021. Apds o levantamento de prego acima foi escolhido
padronizar a técnica de RT-LAMP. A utilizacdo da técnica de RT-LAMP para
diagnostico de ZIKV ja foi descrita por diversos trabalhos realizados nos ultimos anos
(Aonuma et al., 2022; Calvert et al., 2017; Teoh et al., 2020).

No entanto, os resultados do diagndstico para ZIKV utilizando a técnica de
RT-LAMP, nesse trabalho, ndo apresentaram resultados satisfatério. A enzima
polimerase Bst 3.0, segundo o fabricante, apresentaria atividade de transcri¢do
reversa, o que também foi observado por Wang et al. (2017) e Silva et al. (2021).
Estudos realizados por Park et al. (2020), também tiveram resultados positivos quando
utilizaram a enzima polimerase Bst 3.0, porém seus testes foram utilizando uma RT
logo no inicio do processo, ndo sendo necessaria a atividade de transcrigao reversa
da Bst 3.0. Em nossos estudos, os resultados foram diferentes dos obtidos nos estudo
citados acima, pois em nossos experimentos os resultados de RT da enzima Bts 3.0
utilizada foram insuficientes. Apenas quando foi adicionado uma RT exdgena ao kit foi
observada amplificacdo. Alguma falha na fabricagao do lote utilizado, poderia explicar
os resultados inesperados. Se fosse necessario RT suplementar, a técnica poderia
ser utilizada, isso elevaria o custo, tornando-a inviavel para nossos estudos. Para
concluir os diagnésticos do ZIKV nas amostras foi realizada entdo a técnica de RT-
gPCR. A utilizagdo da RT-gPCR para o diagnéstico do ZIKV permitiu, além do
diagndstico qualitativo, a quantificagcdo da carga viral de cada amostra de forma
individualizada (Gregorova; Heinonen; Sarin, 2022; Nolan; Hands; Bustin, 2006).

Nesse trabalho foram obtidos embrides positivos para ZIKV com indices
variando em torno de 33% a 78%, dependendo da idade em que a analise foi
realizada. Embrides infectados com 3 dias de desenvolvimento (E3) e analisados 24h
depois (E4) apresentaram a menor taxa de embrides positivos para ZIKV. A
possibilidade é que nessa idade os embrides possam ser menos susceptiveis a
infecgao pelo ZIKV, pois a neurogénese € iniciada apenas entre as idades de E4 e E5,
sendo o ZIKV um virus com alto tropismo por progenitores neurais, essa poderia ser
uma das explicagdes (Bhagat, et al., 2021; Rengifo, et al., 2023; Tsai; Garber;
Larramendi, 1981). Na idade de E5 a taxa de infec¢ao foi de 78.78%, a maior taxa de
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infeccao observada no estudo. O dado mais impressionante, no entanto, é a diferencga
na carga viral dos embrides infectados em diferentes idades. Embrides em idade de
ES apresentaram aproximadamente 19.3 vezes maior carga viral quando comparados
com E4. Os achados de Wachholz et al. (2021), mostraram que, mesmo com método
de infecgao diferente, o pico da carga viral foi em embrides de G. gallus com idade de
E5,5. Esses dados sugerem fortemente que a idade que permeia o quinto dia
embrionario apresenta maior predisposicédo para infecgao pelo ZIKV. Essas taxas de
replicacdo podem estar associadas a neurogénese dos embrides de G. gallus que
inicia logo nos entre o 3° e 4° dias de incubacao dos embrides (Charvet; Sandoval;
Striedter, 2010; King; Irigoyen, 2021). Trabalho anteriores ja demonstraram que o
ZIKV tem tropismo por progenitores neurais o que poderia explicar a alta taxa de
replicagcéo e as diferengas entre os dias de infecgao (Garcez, et al., 2016; Qian et al.,
2016). Outra explicagao pelo motivo desse resultado, seria que o ZIKV também tem
alto tropismo por algumas células imunoldgicas, como os macréfagos, que em idades
de E4 e E5 invadem o SNC e isso também poderia explicar essa alta taxa de
replicagéo viral, porém para confirmar mais teste seriam necessarios (Fujimura et al.,
2023; Perry; Teeling, 2013; Prinz et al., 2021; Schmitt et al., 2023).

Para obter uma compreensdo mais completa das dindmicas de infeccéao, é
crucial ndo apenas avaliar a quantidade de virus presente no embrido, mas também
identificar com precisdo a localizacdo exata dos pontos de infecgdo. Com isso é
possivel identificar as provaveis perturbagdes moleculares que o ZIKV pode estar
causando nos locais de infecgdo. Para isso € necessario localizar os sitios de infecgao
diretamente nos embrides. Todavia, normalmente para o diagndéstico do ZIKV, o tecido
do embrido é desintegrado (para a extragdo do RNA). Portanto, o primeiro passo é
padronizar metodologias de diagndstico que possibilitem a preservagao dos tecidos
embrionarios. Existem alguns métodos diagndsticos para o ZIKV, como RT-gPCR ou
RT-LAMP que utilizam a detecgdo de componentes virais, como o RNA. Existem
também os ensaios sorolégicos que medem a concentragdo de anticorpos contra
proteinas virais (resposta imune do hospedeiro), para o diagnéstico do ZIKV (Herrada
et al., 2018; Musso; Gubler, 2016). Em embrides muito novos, como os utilizados
nesse estudo, o método mais sensivel € o RT-gPCR. Entao iniciamos a busca para
uma forma de diagndstico que ndo fosse necessario utilizar o embrido diretamente,
mas ainda fosse confiavel para o diagndstico do ZIKV. A primeira estratégia foi a

utilizagdo do sangue ou outros fluidos dos embrides, como nos exames tradicionais
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(Gorchakov et al., 2019). Porém, a remocéo de fluidos desses embrides nao foi viavel
pelo tamanho reduzido dos embrides, pois os embrides em E4 tem cerca de 4mm de
comprimento, e embrides em ES tém aproximadamente 5mm de comprimento (Singh
etal., 2017), O uso do sangue foi cogitado, porém em embrides pré-ecloséo ou recém-
nascidos € possivel coletar em torno de 100 a 150ul de sangue 0 que ja seria pouco
para os testes diagndsticos, e em embrides de E4 e ES entdo a técnica fica inviavel
(Watson, 2012). A segunda estratégia, envolve a utilizagdo das membranas
extraembrionarias (topico 4.8), como um indicador indireto da carga viral, o que nunca
tinha sido feito antes na literatura. Os resultados de diagndsticos para ZIKV nas
membranas extraembrionarias foram positivos. Durante os testes de diagnéstico,
100% das membranas demonstraram resultados positivos para a infecgéo pelo ZIKV.
Nesta fase de padronizagdo, quando examinamos a carga viral dos embrides e suas
membranas extraembrionarias correspondentes, observamos uma correlagao
significativamente alta entre eles. Esse é o primeiro trabalho do género que propde
esse tipo de analise indireta para diagndéstico do ZIKV, mostrando o virus apresenta
tropismo pelas células presentes nas membranas (Callegari-Jacques, 2003 p.90; Yan,
Zhihong et al., 2019).

Sendo confirmada uma forma de diagndstico para ZIKV sem a utilizagdo do
embrido ou partes dele, o préximo passo foi a localizagdo dos sitios de infeccdo do
ZIKV no embrido de G. gallus. A técnica de hibridizac¢ao in situ foi a maneira escolhida
por permitir marcar com alta sensibilidade o RNA viral. A utilizagdo de hibridizagao in
situ para marcar o virus da Zika foi realizado por diversos pesquisadores como Ball et
al. (2022), que utilizou em laminas histolégicas para marcar o trato reprodutivo de
macacos, ou Newman et al. (2021), que realizou a marcagéo de cortes histolégicos
de placenta de fémeas de Macacos Rhesus, apds realizar inoculacdo do ZIKV
intravaginal. A técnica também foi realizada em humanos, nos estudos de Langerak
et al. (2022), também trabalhando com placenta. O grande problema é que todos
esses trabalhos citados foram realizados em cortes histoldgicos, utilizando sondas de
radioisétopos para realizar a marcacao. Esse tipo de analise € inviavel para ser
realizada em larga escala analisando embrides inteiros. A grande diversidade de
malformagdes apresentadas por criangas infectadas com ZIKV, sugere um grande
numero de sitios de infecgcdo. Uma identificacdo precisa desses sitios, s6 pode ser
realizada com anadlises de embrides inteiros, em partes ou érgédos. Em nosso estudo

foi proposto marcar grandes regides ou embrides inteiros no inicio do
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desenvolvimento. Para que isso fosse possivel, foi desenvolvida uma sonda de RNA
marcado com dig especifica para ZIKV. Apesar desse tipo de sonda oferecer uma
marcacao nao isotdpica, um pouco menos sensivel em comparagido as sondas
radioativas (Komminoth, 1992), a sensibilidade é satisfatoria para nossos objetivos.

O desenho da sonda para hibridizacdo in situ do ZIKV nos embrides
estudados, foi realizado numa regidao do genoma do ZIKV ja utilizada previamente
para desenho de primers e sonda para RT-qPCR. Os autores que fizeram esses
primers e sonda, utilizaram uma regido do genoma que é transcrita a glicoproteina do
envelope, pois a regido apresenta alta homologia entre as cepas de ZIKV e diverge
de outros flavivirus. A sonda para RT-q PCR apresentou segundo os autores uma
especificidade de 25 codpias virais o que é altamente especifica. Além disso, nao
apresentou reatividade para o DENV-1, 2 3 e 4, virus da Febre Amarela entre outros
flavivirus (Lanciotti et al., 2008). Como essa regido do genoma do ZIKV mostrou ter
alta especificidade, a nossa sonda de RNA marcado com Dig para a hibridizagao in
situ foi feita a partir da mesma regido. Nos ensaios realizados com a nossa sonda para
a hibridizacdo in situ, as marcacdes foram positivas para o ZIKV, porém com um
grande background. Essa situacdo pode surgir em varias circunstancias, ja que a
sonda de RNA marcada com Dig pode, por si s0, criar esse ruido de fundo. Contudo,
existem varias estratégias que podem ser empregadas para lidar com isso, como
aumentar a temperatura de hibridizagéo e a intensidade das lavagens. Além disso, €
possivel utilizar levamisole com o propdsito de reduzir o nivel de background. (Baldino;
Chesselet; Lewis, 1989; Komminoth, 1992). Outra possibilidade que explicaria um alto
background, seria sonda estar anelando parcialmente de forma inespecifica (Binder;
Preibisch, 2005). Porém quando avaliado a possibilidade de anelamento inespecifico,
tanto de primers, quanto de regides ao longo da sonda, nenhum dos testes in silico
realizados mostraram essa possibilidade.

Apesar do alto backgroud é possivel identificar sitios de infeccédo pelo ZIKV
nos embrides (Figura 25). Essas marcagbdes observadas corroboram parcialmente
com o que estd descrito na literatura sobre sitios de infecgdo do ZIKV. O ZIKV
demonstra afinidade por receptores encontrados em células SNC em
desenvolvimento, bem como em varios outros locais do corpo, como evidenciado
pelos resultados, inclusive em membranas extraembrionarias. (Kim et al., 2020;
Ribeiro et al., 2017; Wu et al., 2018). Segundo Schultz et al. (2021), em seus estudos

mostram que a infecgdo do ZIKV pode estar associada ao nervo oOptico, cérebro e
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medula espinal, com maior incidéncia na substancia branca. Além do SNC, nossos
dados mostram sitios de infecgdo associados ao olho em desenvolvimento (Labib;
Chigbu, 2022).

As células da crista neural cefalica secretam moléculas sinalizadoras capazes
de influenciar fortemente no volume do telencéfalo (Creuzet; Couly; Le Douarin, 2005).
Ja foi demonstrado que o ZIKV é capaz de infectar as células da crista neural cefalica,
perturbando a dinamica da migragao e/ou proliferagdo dessas células (Bayless et al.,
2016; Cumberworth et al., 2017; Miner; Michael et al., 2017). Em nossos resultados
observamos marcacgdes para ZIKV no mesénquima da cabega, em regides fortemente
sugestivas para serem células da crista neural cefalica. Na Figura 25 é possivel notar
marcagao em toda regido da face, além de também visualizamos marcagéo no broto
maxilar do primeiro arco branquial, corroborando com os estudos que mostram o ZIKV
pode estar associado a infecgdo de células da crista neural cefalica e/ou seus
derivados.

Os resultados das marcagdes do ZIKV ainda sdo muito preliminares, sendo
necessaria a revisdo da técnica, e o teste de outras sondas com locais diferentes do
genoma viral. Atualmente, no ambito do grupo, estdo em curso estudos que visam
desenvolver sondas direcionadas aos RNAs das proteinas NS5, NS1, NS4B e a
glicoproteina do envelope do genoma do virus Zika (ZIKV). Essas sondas sado de
diferentes tamanhos, buscando diminuir o background, pois podem se ligar a sitios
mais restritos do genoma viral, ou caso liguem a sitios inespecificos possam ser mais
faceis de remover durante as lavagens realizadas durante os procedimentos descritos
no topico 4.7.2. Essas novas sondas foram desenvolvidas buscando inibir ligacbes
inespecificas ndo detectaveis in silico.

Os resultados apresentados neste estudo, embora necessitem de uma
investigacdo mais aprofundada, mostram-se altamente promissores e podem servir
como base para a identificagédo de novos locais e células suscetiveis a infecgao pelo
virus Zika (ZIKV) em embrides em estagios iniciais de desenvolvimento. Um
mapeamento abrangente dos sitios de infecgdo do ZIKV tem o potencial de contribuir
significativamente para a descoberta de novos mecanismos moleculares, permitindo
a identificacdo de novos alvos celulares e receptores relacionados a infecgéo. Tais
informagdes sdo de extrema relevancia para a saude publica em geral, pois nao

apenas aprofundam nossa compreensado da dindmica da infecgao pelo ZIKV, mas
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também podem orientar o desenvolvimento de politicas de protecdo mais eficazes

para grupos de alto risco, como mulheres gravidas em areas endémicas da doenca.
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7 CONCLUSAO

Este estudo possibilitou o desenvolvimento e a padronizagdo de técnicas que
levaram a identificagdo de uma maior susceptibilidade a infecgcéo pelo virus Zika
(ZIKV) durante o desenvolvimento de embrides de G. gallus, ao mesmo tempo em
que permitiu 0 mapeamento dos locais de infec¢cado do ZIKV em varias regides da
cabeca desses embrides.

A padronizagdo do método de infecgao do ZIKV em embrides de G. gallus, com a
administragdo do virus na regido cardiaca, resultou em resultados promissores.
Estes incluem uma baixa taxa de mortalidade em comparagdo com os embrides
de controle, uma taxa de infec¢do satisfatéria em comparagdo com estudos
anteriores e éxito nas analises posteriores apds a aplicagdo deste método de
infecgao.

Os resultados deste estudo indicam que os embrides infectados no quarto dia de
desenvolvimento (E4) apresentam, 24 horas apos a infecgdo, uma elevada taxa
de infeccao e uma notavel replicacao do ZIKV. Isso demonstra que essa fase inicial
do desenvolvimento, especificamente nesse estagio, € altamente suscetivel a
infeccao pelo ZIKV.

A técnica desenvolvida neste estudo para a identificagao dos sitios de infec¢ao do
ZIKV demonstrou resultados promissores. Foi possivel marcar com sucesso 0s
locais de infecgdo do ZIKV na cabeca dos embrides no estagio E3, incluindo areas
previamente conhecidas como alvos da infecgcao pelo virus Zika. Embora os
resultados ainda sejam preliminares, eles sdo encorajadores em relagdo ao

alcance do nosso objetivo proposto.
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8 PERSPECTIVAS

O desenvolvimento de diferentes sondas com locais variados do genoma do
ZIKV pode ser uma saida para melhorar e refinar as marcagdes do ZIKV nos embrides
testados. Além dos testes em diferentes idades em embrides inteiros no inicio da fase
embrionaria sdo interessantes para acompanhar os diferentes sitios de infecgao, e
entender quais as células que o virus apresenta maior susceptibilidade.

A partir dos dados sobre os locais de infecgdo, como aqueles que foram
observados no telencéfalo nos nossos resultados, torna-se factivel identificar e
investigar os genes responsaveis pelo desenvolvimento dessas areas especificas.
Isso abre a possibilidade de conduzir marcagdes de hibridizagdo in situ para esses
genes, a fim de entender de que forma o ZIKV pode estar afetando a expressao deles.
Estudos nessa diregao estao atualmente em andamento no grupo, visando identificar
0Ss genes associados a algumas das regides que demonstraram marcagao positiva
para o ZIKV.

Ainda com as marcagodes, € possivel investigar locais em que o ZIKV e ndo
tenha sido descrito. A busca pera entender quais receptores o virus utiliza para entrar
na célula, buscando compreender novos mecanismos de infec¢ao, além de procurar
entender alguns dos sintomas da SCZ que ainda nao tenha explicagdes concretas.

Ainda que esse estudo se concentrou apenas no inicio do desenvolvimento
de embrides de G. gallus, foram abertas diversas possibilidades de descoberta para
novos sitios de infecgao pelo ZIKV. Esses resultados podem nortear novos estudos a
buscarem tecidos e/ou 6rgédo de embridbes com idades mais avangadas do
desenvolvimento. Além de que é possivel alongar o tempo de incubagéo do ZIKV, nos
embrides. Mesmo que nos embrides mais velhos ndo seja possivel marcar o virus no
corpo todo com a técnica que padronizamos, ha possibilidade realizar a marcagao em
tecidos ou células especificas.

Essas sédo algumas das diversas possibilidades em que sao possiveis realizar
a partir desse estudo. Porém ha muito trabalho ainda para obter respostas concretas
de quais motivos levam o ZIKV a ser um agente teratogénico. Porém com trabalhos
como estes, abre novas possibilidades para ficar mais perto de compreender como

esse mecanismo que pode trazer diversos problemas a sociedade funciona.
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APENDICES

APENDICE A — SOBREVIVENCIA DOS EMBRIOES

Figura 26 - Grafico do indice de sobrevivéncia dos embrides realizados nesse

estudo e nos estudos do grupo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Esse grafico mostra a taxa de sobrevivéncia dos embrides que foram manipulados nos
estudos. Nessa analise ainda néo tinha sido realizado os diagndsticos. Os embrides em E3, foram

testes realizados pelo grupo. Teste de anova com o valor de p = 0,3237.



APENDICE B — NUMERO DOS EMBRIOES POSITIVOS

Tabela 5 - Numero de embrides positivos por grupo de infecgao

Embrides .Embriées o
Grupo Idade inoculados mocu_lados Emt?r_loes Tax_a_ de
inicialmente sobre’vwentes positivos Positivos

apos 24h

G1 E4 11 9 2 22,22%
ES5 17 13 12 92,31%
G2 E4 11 9 2 22,22%
ES 17 14 10 71,43%
G3 E4 9 6 3 50,00%
E5 15 6 4 66,67%
G4 E4 18 14 6 42,86%
E5 17 13 10 76,92%
G5* E5 18 13 10 76,92%
G6 E4 15 13 4 30,77%
ES 10 7 6 85,71%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Todos os embrides que foram manipulados com ZIKV nesse estudo. Embrides de E3
nao entraram nessa tabela, pois nao foi realizado nenhum teste com esses embrides.
Observacgao* - O Grupo G5 apresenta a apenas a idade E5, pois ouve uma contaminacao
apenas nessa idade, por esses motivos ele foi retirado das analises.



APENDICE C — ANALISE ESTATISTICA DOS GENES DE REFERENCIA

Figura 27 - Gréfico dos genes de referéncia
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Gréfico das analises do Cq dos embrides controles e infectados, nas idades E4 e E5
mostrando que os genes usados como referéncia nao apresentam diferenga estatistica quando
testados os embrides controles em comparagao com os infectados com ZIKV. A — Embrides
analisados para o gene MRPS27. B — Embrides analisados para o gene DLX5. Teste realizado

Kruskal=Wallis, com valor de p = 0,0008.
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APENDICE D - ANALISE ESTATISTICA DAS MEMBRANAS E EMBRIOES
INTEIROS

Figura 28 - Andlise da carga viral das membranas e embrides

10000
1000
100

10

ZIKV Total/RNA Total

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Analise estatistica entre os grupos dos embrides inteiros e suas respectivas
membranas. As analises ndo presentaram diferenga significativa entre os grupos analisados. Teste

utilizado Mann-Whitney com o valor de p = 0,7984
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