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RESUMO

Apo6s a epidemia de casos de infeccdo por Zika virus (ZIKV) e o subsequente
aumento abrupto no nimero de criangas nascendo com microcefalia, a associacdo entre a
exposicao a infeccdo durante a gestagdo e o desenvolvimento dessas anomalias congénitas
foi estabelecida. Assim, em 2016, o ZIKV foi definido como novo teratdgeno humano, sendo
o causador da Sindrome Congénita por ZIKV (SCZ). Apesar de muitos estudos terem sido
realizados visando elucidar os mecanismos de acdo do ZIKV, ainda h4a muitas perguntas sem
resposta. Portanto, existe a necessidade do estabelecimento de modelos experimentais que
sirvam como ferramenta para a maior compreensao dos mecanismos teratogénicos do virus.
Neste contexto, os embrides de galinha sdo uma excelente alternativa como como modelo
experimental principalmente por apresentarem facil manipulacdo e baixo custo. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um modelo experimental para a SCZ
utilizando embrides de galinha. Para tanto, primeiramente foi realizada uma avaliagcdo do
efeito de diferentes doses virais de ZIKV para a selecao daquela ideal, ou seja, capaz de
gerar malformacgdes, porém sem causar altas taxas de mortalidade. A avaliagdo completa dos
fenotipos relacionados ao desenvolvimento encefélico também foi realizada. Em seguida
foram conduzidos experimentos de acompanhamento fenotipico dos embrides durante cinco
dias apos a infeccdo. A infeccdo viral foi realizada através de aplicacdo do virus sobre o
embrido nos estagios iniciais de desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC).
Embrides que foram expostos a infec¢do por ZIKV apresentaram maior taxa mortalidade,
tamanho encefalico reduzido e maior taxa de malformagdes de SNC, seguindo um padrao
dose-dependente. As malformacdes se tornaram mais evidentes no quarto dia apos a
infec¢do, mesmo tempo em que se observou um pico na carga viral. O estabelecimento desse
novo modelo experimental utilizando embrides de galinha possibilita a realizacdo de novos
estudos visando compreender os mecanismos moleculares envolvidos na acdo teratogénica
do ZIKV. Além disso, esse modelo experimental terd uma contribui¢do importante para o
desenvolvimento de estratégias de prevencdo e resgate dos fendtipos causados pela
exposicao ao virus, sendo possivel testar o potencial preventivo de substancias

farmacologicas conhecidas ou em desenvolvimento.

Palavras-chave: anomalias congénitas, sindrome congénita por ZIKV, embrides,

malformagdes do sistema nervoso central, microcefalia



ABSTRACT

After the epidemy of Zika virus (ZIKV) and the following abrupt increase in the
number of children born with microcephaly, the association between the exposure to the
infection during pregnancy and the development of these malformations was established.
Consequently, in 2016, ZIKV was identified as new human teratogen, being the causative
agent of the Congenital ZIKV Syndrome (CZS). Despite there are many studies trying to
better understand the mechanism related to CZS, there are still unanswered questions.
Therefore, there is a need of establishing experimental models to be used as tools to a better
understanding of the ZIK'V teratogenic mechanisms. In this context, chicken embryos are an
excellent alternative as experimental model, since they are easy to manipulate and cheap.
Hence, the aim of this work was to establish an experimental model for CZS using chicken
embryos. For that, firstly an evaluation of different ZIKV viral doses was performed to select
the best dose, capable to induce to malformations without generating high rates of embryo
mortality. A complete evaluation of the phenotypes after the exposure to ZIKV was also
conducted. Then, phenotype follow-up was performed during five days post-infection. The
viral infection was performed by applying the virus over the embryo in the initial stages of
central nervous system (CNS) development. Embryos exposed to ZIKV infection presented
high mortality rate, reduced brain size and a higher rate of CNS malformations, following a
dose-dependent pattern. The malformations became more evident by day the fourth post-
infection, at the same day when the ZIKV reached the peak of replication. By the
establishment of this new experimental model for CZS using chicken embryos, other studies
aiming to understand the molecular mechanisms involved in the ZIKV teratogenic action
can be performed. Furthermore, this experimental model will contribute to the development
of prevention and rescue approaches to the malformations caused by the exposure to ZIKV.
Therefore, it will be possible to test the preventive potential of pharmacological substances

already known or in development.

Keywords: congenital anomalies, congenital zikv syndrome, embryos, central nervous

system malformations, microcephaly
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1.1. Teratogénese

As anomalias congénitas (AC) podem ser classificadas como alteragdes estruturais
ou funcionais presentes ao nascimento, podendo ser diagnosticadas durante o periodo pré-
natal, logo ap6s o nascimento ou ainda mais tarde (Christianson et al., 2006; WHO, 2020a).
Em termos populacionais, existe um risco de 3% para ocorréncia de AC (Kalter and
Warkany, 1983). De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Satde, na América
Latina as AC sao responsaveis por cerca de 19 a 39% das mortes de criangas durante a
primeira infancia (WHO, 2020Db).

A etiologia das AC muitas vezes ¢ desconhecida, e grande parte ¢ definida como
sendo de causa multifatorial, representando cerca de 50 a 75% dos casos (Brent, 2001; WHO,
2020a). Os casos em que se conhecem a causa da AC normalmente estdo relacionados a
anomalias cromossomicas, doengas monogénicas e a fatores ambientais. Condigdes
maternas € exposicdo a agentes teratogénicos representam grande parte dos fatores
ambientais, responsaveis por cerca de 10% dos casos das AC (Brent, 2001).

A ciéncia responsavel por estudar e entender os mecanismos envolvidos nos efeitos
dos agentes teratogénicos em sistemas em desenvolvimento, como células germinativas,
embrides ¢ fetos é a teratologia (do grego teratos, significando “monstro”, e logos,
significando “o estudo de™) (Ujhazy et al., 2012). Os agentes teratogénicos sao aqueles
capazes de interferir no desenvolvimento embrionario, podendo levar a AC (Dicke, 1989).
Diferentes agentes podem ser classificados como teratogénicos, sendo eles condigdes
maternas, drogas ilicitas e licitas, medicamentos e infec¢cdes congénitas e outros agentes
biologicos, assim como agentes fisicos (Brent, 2001; Fraga et al., 2016; Vargesson and

Fraga, 2017; Moore et al, 2019; Tabela 1).



Tabela 1. Principais Agentes Teratogénicos.

Classes Agentes Exemplos Fenotipos Relacionados Referéncias
Teratogénicos
Condigoes Obesidade Macrossomia, restri¢cao de Andreasen et al., 2004
Maternas crgsmmentq fetal, morte fetal Norman ef al., 2011
tardia e defeitos de fechamento
de tudo neural
Hipertermia Defeitos de fechamento de Dreier et al., 2014
tubo neural, malformagoes
cardiacas ¢ fendas orais
Epilepsia Abortamento, hemorragia pré e Viale et al., 2015
pos-parto, hipertensao,
nascimento prematuro e
restricdo de crescimento fetal
Drogas llicitas Cocaina Nascimento prematuro, Gouin et al., 2011
r.estrlgao de cresc1mentq fetal e Cain et al, 2013
impactos no desenvolvimento
cognitivo
Drogas Licitas Tabaco Aumento do risco de Marufu et al., 2015
abgrtamento, redugdo d0. Gould et al., 2020
crescimento fetal e anomalias
placentarias
Alcool TEAF e SAF, caracterizada por Nayak and Murthy, 2008
déficit cognitivo, reduga(g de Dejong et al., 2019
peso e crescimento, redugdo da .
circunferéncia encefalica e Oei et al., 2020
fenotipos faciais caracteristicos
Medicamentos Isotretinoina Hidrocefalia, microcefalia, Benke et al., 1984

Acido valproéico

microtia ou auséncia de
orelhas, fendas orais,
malformagdes cardiacas

Meningomielocele,
malformagdes cardiacas,
fendas orais, hipospadia,

polidactilia, craniossinostose e
impactos no desenvolvimento
cognitivo

Altintas et al., 2020

Diav-Citrin et al., 2008
Ornoy et al., 2009
Jentink et al., 2010
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Continuacdo

Misoprostol Malformagoes de SNC, Pastuszak ez al., 1998
i sguloesqueletlcas, Vargas et al., 2000
urogenitais, cardiovascular e de
membros e Sindrome de Opaleye et al., 2010

Mobius, caracterizada pela
paralisia facil congénita

Agentes Toxoplasmose Hidrocefalia, microcefalia,
Bioldgicos aboﬂameptos, ngtlmoﬁqs, Kieffer and Wallon, 2013
perda auditiva, coriorretinite e

Jones et al., 2001

impactos no desenvolvimento Fallahi et al., 2018
cognitivo
Rubéola Sindrome Congénita por Yazigi et al., 2017

Rubéola, caracterizada por
cegueira, catarata,
microftalmia, George et al., 2019
hepatoesplenomegalia,
malformagdes cardiacas,
impactos no desenvolvimento
cognitivo € no
neurodesenvolvimento

Kaushik et al., 2018

Citomegalovirus Perda auditiva e impactos no Chiopris et al., 2020

neurodesenvolvimento Martinez-Gomez ef al.,
2020
Herpes virus LesoOes cutaneas, queratite e Fa et al., 2020
impactos no
neurodesenvolvimento
Agentes Radiagao Microcefalia, Gilbert-Barness, 2010
Fisicos Ionizante comprometimento cognitivo e v
~ . argesson and Fraga,
reducao de crescimento se a 2017
exposic¢do ocorrer antes da

implantagao embrionaria

Abreviaturas: TEAF: Transtornos do Espectro Alcoodlico Fetal; SAF: Sindrome Alcodlica
Fetal; SNC: Sistema Nervoso Central.
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Os primeiros relatos da teratologia surgiram a partir da publicacdo de Hale, em 1935.
Neste estudo, o autor utilizou porcas gravidas que foram alimentadas com uma dieta
deficiente em vitamina A. Os resultados evidenciaram a influéncia da dieta materna no
desenvolvimento das crias, uma vez que os filhotes das porcas nasceram com um conjunto
de malformagdes, sendo a mais evidente delas a cegueira congénita causada pela ausénca
dos olhos (Hale, 1935). Esses achados foram também confirmados por Josef Warkany em
1946 usando ratas gravidas, demonstrando que condi¢des maternas podem afetar o
desenvolvimento (Warkany and Schrafenberger, 1946). Alguns anos apds a publicacdo dos
experimentos de Hale, relatos de casos de criangas com catarata congénita nascidas de maes
que tiveram rubéola durante a gestacdo também foram fundamentais para a demonstragdo
de que fatores ambientais poderiam interferir no desenvolvimento dos embrides e fetos. Até
aquele momento se pensava que a placenta funcionava como uma barreira capaz de evitar
qualquer dano de origem externa ao concepto (Gregg, 1941).

Um outro marco na historia da teratogénese foi a descoberta do efeito teratogénico
da talidomida no inicio da década de 1960. A exposicao a talidomida durante o periodo pré-
natal ¢ capaz de induzir a uma série de malformagdes, caracterizando a Embriopatia da
Talidomida. Essas malformacgdes caracteristicas abrangem principalmente os membros,
coragdo, olhos, ouvidos e 6rgaos internos (Smithelis and Newman, 1992; Vargesson, 2009;
Vianna ef al., 2013; Vargesson, 2015; Kowalski et al., 2015; Fraga et al., 2016; Vargesson,
2019). A conhecida tragédia da talidomida teve implicagdes muito importantes em relagdo
ao desenvolvimento de novas medicacdes, ensinando na pratica a importancia da avaliagao
prévia dos possiveis efeitos teratogénicos de um determinado medicamento através de testes
de toxicologia reprodutiva e toxicologia do desenvolvimento em mais de um modelo animal
antes do inicio dos estudos clinicos. Além disso, a partir da tragédia da talidomida, criaram-
se sistemas de vigilancia e de informa¢do no mundo todo (Vargesson, 2013; Vargesson,
2015).

A partir dessas primeiras observacoes relacionadas com efeitos teratogénicos,
algumas premissas foram propostas por James Wilson em 1949 e publicadas definitivamente
como os seis principios da teratologia em 1973 (Wilson, 1973). As principais premissas
postuladas por Wilson que descrevem os fatores responsaveis por influenciar no efeito
teratogénico da exposicdo a um determinado agente estdo relacionadas (a) ao estagio de

desenvolvimento do concepto no momento da exposi¢do ao agente teratogénico, (b) a
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relacdo entre a dose de exposicdo e o efeito observado, (c) a0 mecanismo especifico
apresentado por cada agente, (d) a natureza do agente e a importancia da heterogeneidade
genética, ou seja do genotipo materno-fetal para a defini¢do do efeito da exposigdo. Portanto,
o efeito da exposi¢ao durante a gestacdo a um determinando agente teratogénico depende de
diferentes fatores. Dessa forma, observa-se uma variedade de desfechos nos conceptos como
morte intrauterina, defeitos de desenvolvimento, reducao do crescimento fetal, disturbios
funcionais, incluindo a possivel auséncia de efeitos teratogénicos (Moore et al., 2019).

Nos anos 1990 foram definidos sete critérios para a identificacdo de novos agentes
teratogé€nicos (Shepard, 1994). Dentre esses critérios estdo: a exposicdo ao agente em
momentos criticos do desenvolvimento, a apresentagdo de evidéncias epidemioldgicas,
descricdo detalhadas de casos clinicos, uma exposi¢ao ambiental rara relacionada a uma
malformagdo igualmente rara e a presenca de um sentindo bioldgico por trds dessas
associagdes. Outro critério sugerido pelo autor é a comprovacdo da teratogenicidade do
agente utilizando estudos in vivo, que embora ndo essencial, ¢ fundamental para auxiliar no
entendimento dos processos € mecanismos de teratogénese de agente teratogénicos
conhecidos e para avaliar potencias riscos de substancias cujo potencial teratogénico ainda
¢ desconhecido. A partir da demonstra¢ao do potencial teratogénico de determinado agente
e da confirmagdo dos achados em humanos em um ambiente controlado ¢ possivel

compreender seus mecanismos de acao.

1.2.Teratogénese Experimental

A avaliagdo e/ou comprovagao do potencial teratogénico de determinado agente ¢
apenas uma das atribuigdes da teratogénese experimental. Através de estudos in vivo e
também in vitro, é possivel compreender o potencial teratogénico de novas substancias e de
agentes infecciosos, além de serem fundamentais para a determinagdo dos mecanismos de
teratogénese implicados. A determina¢ao dos mecanismos relacionados as AC causadas pela
exposi¢do a determinado agente teratogénico ¢ essencial para a compreensdo de todo o
processo de teratogénese, bem como para desenvolver estratégias preventivas. Portanto, a
teratogénese experimental possui varias implicagdes, podendo ser elas voltadas para a
compreensao e confirmagado de risco previamente observado, para a avaliagao de potenciais

riscos ainda desconhecidos, incluindo a avaliagdo do potencial teratogénico de farmacos e
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para definicdo dos mecanismos envolvidos nos efeitos teratogénicos de um determinado
agente (Vargesson and Fraga, 2017).

Por razdes éticas, a avaliagdo de teratogénese em humanos ¢ realizada apenas de
maneira observacional. Neste contexto, os modelos animais sdo essenciais para a conducao
de intervengdes experimentais e avaliagdes de desfechos. Esses modelos sdo fonte principal
de conhecimento sobre o potencial teratogénico de muitos agentes, que posteriormente pode
ser extrapolado para os humanos (Vargesson and Fraga, 2017).

No desenvolvimento de farmacos, os estudos em toxicologia reprodutiva e do
desenvolvimento necessitam utilizar duas espécies de modelos experimentais, sendo uma
delas alternativa aos roedores, ja que a sensibilidade a determinados agentes teratogénicos
varia muito entre diferentes espécies, como observado nos experimentos com talidomida
(Wilson, 1973; Janer et al., 2008; Vargesson, 2013; Vargesson, 2015). Os animais mais
utilizados como modelos experimentais para a avaliagdo do potencial teratogénico de
farmacos e também para compreender os mecanismos que levam as malformagdes sdo
embrides de zebrafish, galinha, roedores, porcos, porcos da india, coelhos e primatas nao
humanos (Janer et al., 2008; Therapontos et al., 2009; Ema et al., 2010; Ito et al., 2010;
Cassina et al., 2012; Mahony et al., 2013, Beedie et al., 2015, 2016a, 2016b, 2017; Macedo
et al., 2015; Cugola et al., 2016; Darbellay et al., 2017). A partir do estabelecimento de
modelos experimentais em diferentes espécies, foi possivel observar e definir os efeitos
fenotipicos de determinados agentes teratogénicos (Tabela 2).

A definicdo da espécie animal a ser utilizada como modelo experimental para cada
estudo ¢ baseada em diferentes aspectos, como o tempo de desenvolvimento, acessibilidade
aos Orgaos e estruturas potencialmente afetados e suscetibilidade da espécie ao agente
teratogénico (Cassina et al, 2012). Além disso, aspectos relacionados a manutengao,
facilidade de manipulacdo e limitagdes éticas também sdo considerados. Como a
sensibilidade a cada agente teratogé€nico varia de acordo com as espécies, a escolha do
modelo experimental animal deve levar em consideracao a utilizacdo de animais que sao
sensiveis aos efeitos teratogénicos do agente que sera avaliado. Por exemplo, a sensibilidade
a talidomida varia de acordo com a espécie, sendo os roedores menos sensiveis aos efeitos
teratogénicos do farmaco, ao contrario dos embrides de galinha (Janer et al., 2008;

Vargesson, 2015).
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Tabela 2. Exemplos de teratogenos cujos estudos em animais demonstram anomalias
congénitas semelhantes as observadas em humanos.

Agente Espécies Fenotipos Relacionados Referéncias
Teratogénico
Talidomida e Embrides de Defeitos de membros TheraPontos etal.,
seus andlogos  zebrafish, galinha, 2009: Ema et al.,
PNH e roedores 2010: Ito et al., 2010:
Vargesson, 2019
Acido Embrides de Redugao de crescimento, Whl,tSIG et al., 2002;
Valproico zebrafish, galinhae malformacgdes cardiacas, Gilbert-Barness,
roedores de formagao de tubo 2010
neural e defeitos de
membros
Acido Hyatt et al., 1992;
Retindi .
etinoico Embr{oes de Malformagdes Oculares Vargesson and Fraga,
galinha 2017
Cadmio x ) .
Embrides de Defeitos de membros e Cullinane et al.,
galinha, zebmﬁsh e ma]formagaes cardiacas e 2009; Yamamoto et
roedores de formagéo de tubo al., 2012; Vargesson
neural and Fraga, 2017
Alcool Embrides de N Smith, 2008; Ali
galinha Malformagdes Laghari et al., 2015

caracteristicas de SAF

Abreviaturas: PNH: Primatas ndo-humanos; SAF: Sindrome Alcoolica Fetal.

A utilizacao de animais vertebrados nao mamiferos para experimentos relacionados
a teratogénese experimental como embrides de zebrafish e de galinha ¢ uma excelente
alternativa. Além de minimizar o uso de mamiferos, que normalmente necessitam de uma
estrutura mais complexa de cuidado animal, apresentam uma manipulag¢ao simplificada em

relacdo a outros animais de maior porte e possuem o desenvolvimento semelhante ao dos
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mamiferos, tornando possivel a extrapolacdo dos achados em animais para humanos
(Vargesson and Fraga, 2017).

Assim como em estudos observacionais realizados com humanos, a ética é
fundamental e rege os principios de uso dos animais como modelos experimentais para os
estudos de teratogénese experimental. Para tanto, o Centro Nacional de Reutilizagdo,
Refinamento e Redu¢do do Uso de Animais na Pesquisa (National Center for Replacement,

Refinement and Reduction of Animals in Research, em inglé€s- NC3Rs; www.nc3rs.org.uk/)

foi criado, executando o conceito dos 3Rs: substitui¢do (replacement), reducao (reduction)
e refinamento (refinement) do uso de animais, primeiramente estabelecidos por Russell and
Burch em 1959.

A substituicao esta relacionada a utilizacdo de outros modelos sempre que possivel,
buscando acelerar o desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitem a reducao do
uso de animais. Ja a redu¢@o de uso procura selecionar métodos que minimizem o numero
de animais envolvidos nos experimentos, buscando utilizar o menor niimero possivel
necessario para que o estudo seja replicavel e robusto, o que pode ser realizado através de
um desenho experimental adequado e um estudo piloto capaz de estimar o menor n amostral
necessario (Russell and Burch, 1959).

Por fim, o refinamento do uso esta relacionado com a minimiza¢ao do sofrimento
dos animais e a preocupacao com a qualidade de vida dos mesmos. Dessa forma, respeitando
todos principios ¢ com a aprovacdo de um Comité de Etica, os estudos de teratogénese
experimental utilizando animais como modelos experimentais podem ser realizados de

forma adequada.

1.3. Embriées de galinha e seu uso na teratogénese experimental

Nos ultimos 50 anos, os estudos com embrides de galinha (Gallus gallus)
contribuiram muito para o avan¢o dos conhecimentos relacionados a biologia do
desenvolvimento (Stern, 2004). Este modelo tem sido muito importante para a compreensao
de mecanismos no desenvolvimento de 6rgaos e sistemas, como por exemplo de membros e
sistema nervoso central (SNC) (Tickle et al., 1975; Vargesson et al., 1997; Lewandoski et
al., 2000; Stern, 2004; Davey and Tickle, 2007; Towers and Tickle, 2009; Vergara and

Canto-Soler, 2012; Mahony and Vargesson, 2013). Sao também um modelo muito utilizado
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para estudos relacionados a virologia e teratogénese experimental, como para a avaliagdo do
potencial teratogénico de farmacos em desenvolvimento (Beedie ef al., 2016a; Dong and
Liang, 2018). Além disso, sio modelos interessantes para estudos com agentes teratogénicos
que tenham efeitos no desenvolvimento do SNC, como por exemplo o ZIKV, ja que
apresentam um desenvolvimento de SNC correlato ao dos humanos (Wallis et al., 2004;
Stern, 2004).

A utilizacdo de embrides de galinha como modelo experimental estd baseada nas
inimeras vantagens que esse modelo animal apresenta. Além da facilidade de manipulacao
e de manutencdo, a visualizagdo in vivo proporciona o acompanhamento direto do
desenvolvimento dos embrides (Davey and Tickle, 2007; Vergara and Canto-Soler, 2012;
Bjornstad et al., 2015). O embrido apresenta um tamanho ideal que permite sua visualizagao
macroscopica e nao possui influéncia do metabolismo materno, ja que ocorre in ovo, o que
também ¢ interessante em termo éticos, ja que ndo € necessario o sacrificio materno para a
avaliacdo dos desfechos. Portanto, os embrides de galinha, além de serem muito importantes
e efetivos para estudos com biologia do desenvolvimento e teratogénese experimental,
também se enquadram no conceito dos 3Rs antes mencionado (Beedie et al., 2017,
Vargesson and Fraga, 2017; Davey et al., 2018).

No que se refere as caracteristicas de desenvolvimento embrionario, entre a
fertilizacdo e a eclosdo do ovo sdo necessarios apenas 21 dias. Nos trés primeiros dias
ocorrem a gastrulagdo, neurulagdo, o inicio da histogénese e em seguida se inicia a formagao
dos brotos dos membros e outros 6rgdos como olhos e cérebro (Hamburger and Hamilton,
1951; Davey et al., 2018; Vilches-Moure, 2019). O estagiamento dos embrides de galinha
se baseia na escala desenvolvida por Hamburguer and Hamilton (1951), elaborada de acordo
com importantes marcos do desenvolvimento desses animais. Os estdgios facilitam a
comparagdo dos periodos de desenvolvimento dos embrides de galinha e dos humanos,
tornando possivel a extrapolagdao dos achados nesses modelos animais para outras espécies.

Outra razao que evidencia a relevancia deste modelo ¢ que o genoma das galinhas,
que foi o primeiro genoma de animais amnidticos nao-mamiferos sequenciado
(Internacional Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004), compartilha um nivel de
complexidade transcricional similar ao do genoma dos humanos, apesar de apresentarem um
numero menor de genes (Cheng and Burt, 2018). Por outro lado, parte das limitagdes

envolvidas no uso de embrides de galinha como modelo experimental estdo relacionadas a
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manipulacdo genética desses animais. Devido a dificuldade de acesso ao embrido nos
primeiros estagios de fertilizagdo e desenvolvimento, ainda com o ovo dentro da galinha, a
utilizacdo de técnicas como knockout de genes especificos através de recombinacao
homologa se torna complicada. Porém, com a aplicacdo de novas técnicas de edicao
gendmica, novas oportunidades de uso dos embrides de galinha estdo sendo geradas (Stern,
2018). A aplicagdo de técnicas que sejam capazes de silenciar a expressdo de determinados
genes como siRNA (pequenos RNAs de interferéncia, small interfering RNA, em inglés),
RNAIi (RNAs de interferéncia, interfering RNA, em inglés) e RCAS (ALV LTR Competente
para Replicacdo com Aceitador de Jungdo, Replication Competent ALV LTR with a Splice
aceptor, em inglés), além de CRISPR/Cas9 (Agrupado com intervalos Regulares entre
Repeticdes Palindromicas Curtas com Proteina 9 Associada, Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats associated- protein 9, em inglés) sao alternativas
para superar as limitagcdes desse modelo (Logan and Tabin, 1998; Krull, 2004; Stern, 2018;
Williams et al., 2018; Chojnacka-Puchta and Sawicka, 2020).

Os embrides de galinha tém sido utilizados na compreensdo dos mecanismos de
teratogé€nese de agentes teratogénicos como o acido valproéico, o dlcool, a cocaina, a nicotina
e o0 acido retindico (Wiens et al., 1992; Venturini and Sparber, 2001; Cullinane et al., 2009;
Hsieh et al., 2012; Yamamoto et al., 2012; El-Beltagy et al., 2015). Ademais, também sdo
utilizados para estabelecimento de modelos experimentais de embriopatia ou sindromes
causadas pela exposi¢do a teratdgenos, como em relagao a Sindrome Congénita por ZIKV e
a Embriopatia por Talidomida (Therapontos et al., 2009; Ito et al., 2010; Ema et al., 2010;
Goodfellow et al., 2016a; Thawani et al., 2018). Nesse sentido, os embrides de galinha foram
essenciais para a demonstrag@o do potencial antiangiogénico da talidomida e de mecanismos
relacionados a proteina Cereblon (Therapontos et al., 2009; Vargesson, 2009; Ito et al.,

2010; Davey et al., 2018).

1.4. Virus Zika (ZIKV) e a Sindrome Congénita pelo Virus Zika

O ZIKYV foi primeiramente descrito em 1947, apos ter sido isolado de amostras de sangue
de macacos Rhesus (Macaca mulata) (Dick et al, 1952). Como os demais flavivirus, ¢é

transmitido majoritariamente através dos vetores do género Aedes, porém sua transmissao

pelas vias congénita, perinatal e sexual também ¢ possivel (Musso et al., 2015; Cugola et
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al., 2016, Plourde and Bloch, 2016). Durante muitos anos, apenas casos de infeccgdes
esporadicos e isolados foram registrados, sendo os primeiros casos de infeccdo em humanos
reconhecidos em 1954 na Nigéria (Macnamara, 1954). Ja a transmissao do ZIKV através do
vetor urbano Aedes aegypti somente foi observada em 1966 na Malasia (Marchette et al.,
1969). Nos anos de 2007 e 2013 alguns surtos localizados foram registrados no Gabao, na
Africa e nas Ilhas Yap e Gudo, na Micronésia, Polinésia Francesa e outras ilhas na Oceania
(Musso et al., 2014; Weaver et al., 2016). Em termos clinicos, a infec¢ao por ZIKV ¢, na
maioria das vezes, assintomatica, porém quando sintomatica, apresenta sintomas muito
similares aos da infeccdo pelo virus da dengue (DENV), caracterizada por erupcdes
cutaneas, febre baixa e intermitente ¢ dores musculares ¢ de cabeca. Além disso, ndo tao
frequentemente, a infec¢ao por ZIKV pode ter consequéncias mais severas como a sindrome
de Guillain-Barré (Zanluca et al., 2015; Cao-Lormeau et al., 2016).

A infec¢@o por ZIKV passou a ter notoriedade e relevancia em 2015, quando uma
epidemia foi registrada na regido Nordeste do Brasil. A epidemia de infec¢do por ZIKV foi
acompanhada por um aumento significativo dos casos de criancas nascidas com
microcefalia, o que chamou atengdo e levantou a hipdtese de que esses fatos estariam
relacionados (Marrs et al., 2016; Bautista, 2018). Em 2016, essa associacao foi confirmada
através da aplicagao dos critérios de Shepard e de Bradford-Hill (Rasmussen ef al., 2016).
A exposicdo a infeccao por ZIKV durante a gestacdo foi relacionada a uma sindrome
malformativa com dano cerebral importante onde microcefalia era a caracteristica mais
frequente, conhecida atualmente como Sindrome Congénita pelo Virus Zika (SCZ) (Schuler-
Faccini et al., 2016a e b; de Aratjo et al., 2016; Del Campo et al., 2017).

A SCZ ¢ caracterizada principalmente pelo acometimento do SNC, podendo
apresentar fen6tipos de menor ou maior gravidade, indicando que o ZIKV ¢ capaz de induzir
a disrupcao do desenvolvimento do SNC (Schuler-Faccini et al., 2016b; Del Campo et al.,
2017). Além disso, o acometimento do SNC geralmente ¢ acompanhado por deficiéncias
motoras, além de graves manifestacdoes neuro-cognitivas (Del Campo et al., 2017).

Nesse sentido, ¢ importante salientar que assim como os demais agentes
teratogénicos ¢ de acordo com as premissas postuladas por Wilson (1973), nem todos os
individuos expostos a infeccdo por ZIKV durante a gestacdo apresentam desfechos
relacionados com SCZ. Efetivamente, apenas cerca de 45% das criangas expostas nascem

com algum fenoétipo relacionado com a sindrome (Schuler-Faccini et al., 2016a; Del Campo
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et al., 2017). Fatores genéticos também estdo relacionados com a maior suscetibilidade a
desfechos mais severos apos a exposi¢ao ao ZIKV durante o desenvolvimento (Santos et al.,
2019; Gomes et al., 2021; de O da Silva et al., 2021). Além disso, estudos sugerem que
condigdes maternas, como desnutrigdo, também podem estar relacionadas a maior
suscetibilidade a SCZ e severidade dos desfechos, o que poderia ser um cofator para a maior
incidéncia de casos de SCZ em determinadas regides do Brasil com menor poder econdmico

(Gilbert-Jaramillo et al., 2019; Barbeito-Andrés et al., 2020).

1.5. Modelos experimentais em ZIKV: achados morfologicos e de mecanismos
de teratogénese

Experimentos in vitro e in vivo vem sendo fundamentais para a compreensao dos
mecanismos de acdo do ZIKV responsaveis pela indugao da disrup¢do do desenvolvimento
do SNC e dos demais fenotipos relacionados a SCZ (Pena et al., 2018). Estudos com culturas
celulares e com organoides demonstram que o ZIKV infecta células pluripotentes, ativando
sua diferenciacdo prematura, além de inducdo de morte celular, ocasionando a redugdo da
multiplicagdo celular antes da diferenciagdo e gerando uma posterior diminui¢do no niimero
celular, o que levaria a uma consequente reducao na espessura de regides cerebrais (Qian et
al., 2016; Souza et al., 2016; Tang et al., 2016 Gabriel et al., 2017). Apesar do
estabelecimento de alguns mecanismos importantes para a geragao dos efeitos teratogénicos
observados ap0s a exposi¢ao ao ZIKV durante o desenvolvimento, ainda ha muitas perguntas
a serem respondidas.

O estabelecimento de modelos experimentais in vivo utilizando diferentes espécies
animais esta sendo fundamental para a compreensao nao sé dos mecanismos envolvidos na
teratogénese do ZIKV, mas também para a geracdo de conhecimentos relacionados a
biologia do virus, podendo ter variadas implicacdes, incluindo desenvolvimento de vacinas
(Caine et al., 2018; Pena et al., 2018; Nazerai et al., 2019; Xu et al., 2019). Os principais
modelos animais experimentais utilizados para estudos relacionados ao ZIKV e seus
principais achados morfoldgicos e relacionados a mecanismos de teratogénese do virus estao

sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3: Principais modelos animais utilizados para estudos com ZIKV.

P;/Ilg(clle[;(?;s Achad? S Achzrld.os Achados Referéncias
para ZIKV Morfoanatomicos Patologicos Moleculares
Reducao da Cugola et al.,
expressao de 2016; Grant et al.,
genes 2016; Li et al.,
relacionados a 2016; Shao et al,
Disrupcio da microcefalia e 2016; Wu ef ql .
neurogénese, n@urogénese 2016; Vermillion
Microcefalia, desenvolvimento cortical; aur~nent0 e}‘ al, 2017;
malformacdes vascular anormal, da expressao de Xav1er.-Net0 etal.,
Roedores oculares e ativacao da genes 2017, Ga.rcez. et
displasia microglia, relacmngdos a al., 2018; Shi et
hipocampal desregulacio do resposta imune,  al., 2018; Yockey
ciclo celular e apoptqsg resposta ef al., 201 8;
apoptose antiviral, de Khaiboullina et al.,
receptores de 2019; Liang et al.,
flavivirus, de 2019; Rathore et
resposta a hipoxia al.,2019;
e da via do Barbeito-Andrés et
interferon al., 2020
Microcalcificagoes, Adams Waldorf et
gliose al.,2016; Adams
Lesdes cerebrais periventricular, Waldorf et al.,
SR ’ reducdo da 2018; Gurung et
PNH diminui¢do do . - .
crescimento fetal e prohfe’:ragao das al., 2018; Martinot
displasia de retina células et al.,2018; Mohr
neuroprogenitoras etal.,2018;
€ necrose neuronal Rayner et al.,
2018; Gurung et
al., 2019
Superexpressao de
genes de vias de
resposta antiviral e
Menor peso e Neuropatologia, da via do Darbellay et al.,
Porcos estatura ao deplecao de interferon; 2017; Wichgers et
nascimento e neurénios no Reducio da al., 2018; Udenze
microcefalia cortex expressao de etal.,2019
genes
relacionados a
mitose
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continuag¢do

Reducao de
crescimento e
diminuig¢ao do

Goodfellow et al.,
2016; Willard et
Alteragao da al., 2017; Cairns et

Embrzges perlrrlgtro expressao de shh, al.,2018; Thawani
de Galinha encefalico e
o bmp7 e fgf8 etal., 2018;
fendtipos .
dimorficos do Thawani et al.,
2020

ouvido interno

Abreviaturas: PNH: Primatas ndo-humanos; shh: Proteina Sonic Hedghog; bmp?7:

Proteina Morfogenética do Osso; fgf8: Fator de Crescimento de Fibroblasto 8.

Apesar de ndo serem naturalmente suscetiveis a infec¢do por ZIKV, os roedores
aparecem como sendo os modelos animais mais utilizados para diferentes abordagens
relacionadas ao virus (Cugola er al, 2016). A utilizagdo de animais knockout
imunossuprimidos devido a uma deficiéncia na via de sinalizagdo do interferon (IFN) ¢ uma
das estratégias aplicadas para tornar esses animais suscetiveis a infeccao pelo ZIKV (Grant
et al., 2016; Xu et al., 2019). Além disso, a utilizagdo de doses maiores de virus também ¢
uma alternativa para transpor a limitacdo do uso de roedores, assim como a utilizagdo de
drogas imussupressoras (Cugola et al., 2016; Li et al., 2016; Xavier-Neto et al., 2017).

A frequéncia de uso desses animais se deve principalmente por apresentarem uma
série de vantagens como baixo custo, tempo de reproducdo curto, ninhadas numerosas e
facilidade de manuseio e manutencao (Caine et al., 2018). A confirmagao da transmissao
vertical do ZIVK e seus efeitos embriondrios/fetais em animais foi primeiramente
demostrada utilizando camundongos como modelo (Cugola et al., 2016). Desde entdo,
muitos outros estudos utilizando roedores foram realizados (Tabela 3), gerando
conhecimentos importantes principalmente relacionados a patogénese do ZIKV. Apesar da
importancia desse modelo experimental, existem limitacdes em relagdo a extrapolacao dos
achados para humanos devido as diferengas fisiologicas, estruturais e imunologicas entre
esses organismos (Xu et al., 2019). Nesse contexto, a utilizacdio de modelos animais
experimentais mais préximos evolutivamente dos humanos ¢ fundamental, como ¢ o caso

dos primatas nao-humanos.
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Os primatas ndo-humanos, apesar de apresentarem limita¢des relacionadas com a sua
manuten¢do, custo e questdes éticas, sdo de importincia fundamental em estudos da
teratologia do ZIK'V. Sua utilizag¢do esta muito relacionada a similaridade desses organismos
com os humanos no que diz respeito a fisiologia, placentagdo e relacdo materna-fetal
(Hendrickx and Binkerd, 1990; Pena et al, 2018; Mohr, 2018). Muitos achados
morfologicos importantes foram observados utilizando principalmente macacos Rhesus
(Macaca mulatta) e babuinos (Papio anubis,; Tabela 3; Adams Waldorf et al., 2016; Adams
Waldorf et al., 2018; Gurung et al., 2018; Martinot ef al., 2018; Mohr et al., 2018; Gurung
et al., 2019). Um campo emergente atualmente ¢ a utilizacdo de primatas ndo-humanos
(PNH) para a compreensdo dos efeitos em longo prazo no neurodesenvolvimento da
exposicao a infe¢do pelo ZIKV durante a gestacao, completando observagdes clinicas em
humanos (Mohr, 2018).

Outros modelos experimentais alternativos também tém sido utilizados para o
entendimento das vias moleculares afetadas por ZIKV. Por apresentaram fisiologia bastante
similar a dos humanos, os porcos sao um bom modelo para o estudo das alteragdes
morfologicas causadas pela infecgdo pelo ZIKV (Meurens et al., 2012). Adicionalmente aos
achados morfoldgicos (Tabela 3), Darbellay e colaboradores (2017) também identificaram a
superexpressao de genes relacionados a vias de resposta antiviral e de producao de interferon
e a reducao da expressao de genes relacionados a mitose.

Os embrides de galinha, por apresentarem varias vantagens em seu uso (ja citadas
anteriormente na sessdo 1.7.), vém sendo utilizados para o estabelecimento de modelos
experimentais de SCZ e para o entendimento dos mecanismos teratogénicos do ZIKV
(Goodfellow et al., 2016; Willard et al., 2017; Cairns et al., 2018; Thawani et al., 2018;
Thawani et al., 2020). Interessantemente, logo ap6és a identificacdo do ZIKV em 1947,
estudos utilizando embrides de galinha foram realizados para a compreensao da sua biologia
(Taylor, 1952). Os embrides de galinha também foram a ferramenta utilizada para o
estabelecimento de modelos experimentais da SCZ, corroborando com os demais dados
observados em humanos e gerados através de estudos utilizando outros animais como
modelo experimental (Goodfellow et al., 2016; Willard et al., 2017; Cairns et al., 2018;
Thawani et al., 2018; Thawani et al., 2020).

Através do estudo de Goodfellow e colaboradores (2016) foi comprovado que os

embrides de galinha sdo suscetiveis e permissiveis a infec¢do por ZIKV, além de terem
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conseguido demonstrar que a inje¢do direta de ZIKV no encéfalo em desenvolvimento
causava também efeitos letais e dano progressivo ao SNC. Willard e colaboradores, também
utilizando embrides de galinha como modelo experimental, e também utilizando uma
estratégia de infec¢ao por injecdo direta no SNC, avaliaram o tempo de sobrevivéncia dos
embrides expostos a infecgdo. Em termos de mecanismos de teratogénese, Thawani e
colaboradores (2018) demonstraram que o virus causa a reducdo da expressdo de
morfégenos importantes para o desenvolvimento encefalico (Tabela 3). Mais recentemente,
esse mesmo grupo publicou um novo estudo sobre os efeitos da injecao de ZIKV diretamente
na orelha interna em desenvolvimento (Thawani et al., 2020), onde demonstraram que a
infec¢do pelo ZIKV pode levar a fenotipos dimorficos nesta regido do 6rgdo. Assim, a
deficiéncia auditiva apresentada por algumas criangas com SCZ pode ser devida ndo s6 a
disrupg¢ao do desenvolvimento do SNC, mas também a efeitos do virus diretamente na orelha
em desenvolvimento (Thawani et al., 2020). Cairns e colaboradores (2018) estabeleceram
também um modelo experimental para testar o potencial de niclosamida, um anti-helmintico,
em reduzir os efeitos de ZIKV no desenvolvimento encefalico desses embrides. Neste
estudo, utilizando uma estratégia de infeccao diferenciada, por meio da inoculagdo de células
neuroprogenitoras diretamente no mesencéfalo em desenvolvimento, foi observado que a
niclosamida ¢ capaz de reduzir os danos causados pela exposi¢ao a infec¢cdo (Cairns et al.,
2018).

Estes estudos, ainda que muito importantes, apresentam algumas limita¢des. Todos
os modelos apresentam uma forma de inoculagdo invasiva. Os embrides sdo sensiveis, visto
que estdo em pleno desenvolvimento e, ademais da acdo teratogénica do virus, uma
manipulagdo realizada de forma inadequada ou muito invasiva pode ser fatal e acrescentar
muitos vieses ao experimento. Ademais, esses estudos se centram principalmente na
avaliagdo dos efeitos da exposi¢ao ao ZIKV no SNC e acabam por nao realizar uma analise
morfologica completa. A falta de uma anélise morfolégica completa acaba ocasionando
também a falta de uma analise molecular completa, que serd fundamental para a
determina¢do dos mecanismos teratogénicos envolvidos nos fenotipos relacionados a

infeccdo por ZIKV durante o desenvolvimento.
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CAPITULO 2

Justificativa e Objetivo
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2.1. Justificativa

Apesar de a epidemia de casos de infecgdao por ZIKV e o consequente aumento de
casos de microcefalia terem ocorrido em 2015, tragédia que acometeu milhares de
individuos, e atualmente as taxas de infec¢ao estarem declinio, foram registrados no Brasil
609 casos provaveis em gestantes, desses apenas 214 confirmados em 2020 de acordo com
dados do Ministério da Saude (Boletim Epidemiologico 3, 2021). Além disso, ha muitas
regides brasileiras que nao foram atingidas pelas primeiras ondas de 2015 e 2016, havendo
significativa parte da populacdo ndo imune ao virus (Netto et al., 2017). Logo, a possiblidade
de ocorréncia de epidemias localizadas em outras regides, como a regido Sul, pouco atingida
inicialmente, ¢ preocupante.

Ainda ndo ha uma vacina efetiva para o ZIKV e as mudancas climaticas ocasionadas
pelo aquecimento global preocupam, ja que o mosquito Aedes aegypti vem se adaptando a
diferentes habitats e pode vir a se instalar em novas regides (Reinhold ef al., 2018; Lwande
et al.,, 2019). Assim, com a propagagao do vetor, as doengas por ele transmitidas também
podem propagar-se, acometendo novas populacdes (Brady and Hay, 2019).

Portanto, sdo necessarios estudos que objetivem compreender melhor os efeitos do
ZIKV sobre o desenvolvimento embrionario através de uma descri¢do morfologica mais
detalhada, bem como entender os mecanismos teratogénicos da SCZ, gerando assim a
possibilidade de prevenc¢ao dos possiveis efeitos teratogénicos da exposi¢do ao virus durante
a gestagdo. Nesse sentido, o estabelecimento de modelos experimentais para estudos in vivo
¢ uma ferramenta fundamental e que pode ser aplicada e utilizada para a geragdo de

diferentes conhecimentos.
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2.2. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer um modelo experimental para a

Sindrome Congénita por ZIKV utilizando embrides de galinha.

2.3. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Estabelecer o modelo experimental infectando os embrides de forma nao

invasiva,

Testar diferentes titulagdes virais para a definicdo da titulagdo ideal para os

experimentos;

Analisar os efeitos teratogénicos de ZIKV em embrides de galinha em

desenvolvimento, focando em alteragdes morfoldgicas causadas pela infecgao.

Avaliar a cinética da infecc¢do viral, bem como o aparecimento de malformagoes

ao longo dos primeiros cinco dias ap6s a infecgao.
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Abstract

Background: Zika virus (ZIKV) was confirmed to be related to microcephaly in
2016. However, there is still a need for understanding the embryonic morphological changes
induced by ZIKV and when they occur. Here, chicken embryos were chosen as experimental
model of ZIKV to evaluate virus-associated morphological alterations that might take place

during embryonic development.

Methods: A screening with different viral doses was conducted in embryos at HH
Stage 10-12 (E1.5) as well as a follow up of the first 5 days postinfection (dpi) was performed

to observe the main morphologic changes post ZIKV infection.

Results: ZIKV exposed embryos presented a higher prevalence of mortality and
defects such as brain malformation when compared to controls. Moreover, we observed that
the phenotypes become more evident at 4dpi, when the viral load quantification reaches a

peak.

Conclusions: We found that ZIKV exposed embryos presented a high prevalence of
mortality and central nervous system (CNS) abnormalities in a dose-dependent manner. The
phenotype was more evident 4 days postinfection, when the viral load quantification reached

a peak.

Keywords: bird; birth defects; cell culture; congenital ZIKV syndrome; embryo

manipulation; encephalon; reduction.
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Neste trabalho estabelecemos um modelo experimental para a Sindrome Congénita
por ZIKV através de uma abordagem de infec¢do alternativa e menos invasiva quando
comparada as comumente usadas em estudos de embrides de galinha. Através da aplicacao
viral sobre o embrido e ndo por meio de inje¢do direta no SNC ou na camada subgerminativa,
como realizado nos demais trabalhos utilizando este modelo experimental (Goodfellow et
al., 2016; Willard et al., 2017; Cairns et al., 2018; Thawani et al., 2018; Thawani et al.,
2020), foi possivel a geragao de malformacdes muito semelhantes aos encontrados em
pacientes expostos pela infeccdo do ZIKV ao longo da gestagao. Diferentemente dos demais
trabalhados citados, que apenas demonstraram alteragdes de tamanho das estruturas do SNC,
como redu¢do do perimetro encefalico ou do mesencéfalo, o presente modelo experimental
foi importante para a demonstracdo de malformacodes efetivas e ndo somente no SNC, mas

também em outros 6rgaos, como os olhos.

Para o estabelecimento do modelo foram testadas varias titulagdes virais visando a
defini¢dao da melhor titulacdo em termos de desfecho, ou seja, uma titulacao viral capaz de
causar as malformacdes almejadas, porém sem que houvesse uma taxa de mortalidade alta
dos embrides. Através da realizacdo de uma avaliagdo fenotipica, foi definida entdo que a
titulagdo 3x10* Unidades Formadoras de Placa (PFU) de ZIKV era a ideal para o seguimento

dos demais experimentos.

Cabe salientar também que além de ser diferente na abordagem de infeccao, esse
trabalho foi o primeiro a realizar um acompanhamento fenotipico ao longo de cinco dias
apos a infegdo viral, sendo possivel a observacdo da cinética de infec¢do e os momentos
criticos para a evidenciacdo das malformagdes. Nesse contexto, o quarto dia apos a infecgdo
por ZIKV ¢ importante pois ¢ quando se observou um pico da replicacdo viral e também o
momento em que as malformagdes observadas nos embrides infectados se tornam mais
evidentes. A partir do estabelecimento desse novo modelo e ja compreendendo melhor a
cinética de infeccdo, ¢ possivel utilizar ferramentas para compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na acao teratogénica do virus, principalmente por meio da avaliagao

da expressao de diferentes genes que possam estar envolvidos.

A partir deste modelo experimental utilizando uma estratégia de infec¢gdo menos
invasiva e que estabeleceu os momentos criticos de replicacdo viral e aparecimento das

malformagdes, serd possivel executar diferentes investigagdes relacionadas a mecanismos €
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avaliagdo de compostos com potencial de reduzir e resgatar os danos causados pelo ZIKV.

Assim, estudos de expressao génica, metilagdo e protedmica sdo perspectivas desse trabalho.

Portanto, aqui estabelecemos um modelo experimental para SCZ utilizando embrides
de galinha e por meio de uma estratégia de infec¢do menos invasiva quando comparada as
utilizadas pelos demais trabalhos. O modelo estabelecido serd fundamental para continuar
desvendando os mecanismos moleculares envolvidos na teratogenicidade do ZIKV. A partir
do conhecimento dos mecanismos de teratogénese do virus, novas estratégias de prevencao
e de resgate das malformagdes resultantes a exposi¢cdo poderdo ser desenvolvidas,

contribuindo para a prevengdo de AC na populagao.
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Abstract

Background: Due to the diversity of studies in animal models reporting that molecular mechanisms are involved in
the teratogenic effect of the Zika virus (ZIKV), the objective of the present study is to evaluate the methodological
quality of these studies, as well as to demonstrate which genes and which molecular pathways are affected by ZIKV
in different animal models.

Methods: This search will be performed in four databases: PubMed/MEDLINE, EMBASE, Web of Science, and
Scopus, as well as in the grey literature. The studies selection process will be reported through the PRISMA
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of the published studies with animal models that investigated the molecular mechanisms involved in the
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Background

Zika virus (ZIKV) was first isolated from rhesus monkeys
in the Zika Forest (Uganda) in 1947, and the first cases of
human infection were reported in Nigeria in 1954 [6, 12].
In 2015, a large increase of newborns with microcephaly
was reported in Brazil [13], and it is already consolidated
by the literature that this increase was due to the exposure
to ZIKV infection during pregnancy [13, 18, 19].

The most concerning effects of ZIKV infection are related
to pregnancy, when its infection can lead to a set of abnor-
malities related to impaired Central Nervous System devel-
opment of the embryo/fetus. The phenotype spectrum
ranges from absent/mild/moderate microcephaly without
distinctive dysmorphic features to a severe microcephaly,
and also can include contractures, ranging from dimples to
generalized arthrogryposis [5]. Such abnormalities comprise
the Congenital ZIKV Syndrome (CZS) [4, 5].

Several experimental studies have presented results
that not only confirm ZIKV as the causative agent of the
observed congenital anomalies, but also suggest possible
molecular mechanisms by which the virus leads to ad-
verse outcomes. These animal studies include non-
human primates, chicken embryos, hamsters, guinea
pigs, and swine [3, 10, 14, 17, 23, 24], using different ap-
proaches to analyze the mechanisms of infection and
teratogenesis of ZIKV. Such results are related to ZIKV
changes in gene expression in genes involved in autoph-
agy and apoptosis processes in mouse embryos’ brains
[2] as well as cell cycle and immune response [11].

Little is known about how ZIKV can actually produce
the visualized changes in affected babies. In vivo studies
have pointed out the different pathways and genes or
proteins that are involved in this process; however, there
are few literature reviews on this field and no systematic
reviews. Thus, to compile, the results from experimental
models are important not only to understand the mo-
lecular mechanism of the syndrome, but also to propose
hypotheses, prevention strategies, and possible treatment
to the damage caused by the virus.

Objective

The objective of this systematic review is to assess the meth-
odological quality of the studies in animal models that inves-
tigated the molecular mechanisms of ZIKV teratogenesis.
Through a systematic search in literature databases and
proper data extraction and analyses, in addition to the evalu-
ation of the methodological quality of the studies, we aim to
present the genes and molecular pathways which were
shown to be affected by ZIKV in different animals.

Methods/design

Study question

This systematic review protocol has the following re-
search question: what are the molecular mechanisms
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involved in the teratogenesis of the Zika virus proposed
in studies with animal models?

Protocol and registration

This protocol was developed by the members of the Re-
productive and Developmental Biology Laboratory at
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. These
members are biologists and physicians specializing in
clinical, molecular and experimental teratogenesis. This
protocol was written in accordance with the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analysis Protocols (PRISMA-P) guideline [15, 20]. In
addition, the protocol has been registered with the Inter-
national Prospective Registry of Systematic Reviews
(PROSPERO) under registration ID CRD42019157316
(https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.
php?ID=CRD42019157316).

Eligibility criteria

From the question proposed in this protocol, the study’s
Population, Intervention, Comparison, and Outcome
(PICO) was established, as well as its resulting concepts:

Population

The population/species studied will be animal models
with Congenital Zika Syndrome, including all species
already studied in all different types of biomedical and
biological experimental studies regardless of gender or
species.

Intervention

The intervention/exposure will be the exposure to ZIKV
during the embryonic/fetal period of development in any
method of exposure, in any viral amount/titration, and
at any stage of the embryo/fetal development.

Comparison

The control population will be given by a group of ani-
mals in the same study which undergone the same con-
ditions of the treated/exposed animals but without ZIKV
or other virus exposures.

Outcome

Two outcomes will be assessed. A primary outcome is
that the studies must be analyzing the occurrence of
congenital anomalies in the ZIKV-treated animals, where
at least one morphological parameter (anatomical, histo-
logical, etc.) proves such effects. A secondary outcome is
that all studies must have analyzed the presence or ab-
sence of molecular changes caused by such exposure
that may be correlated to the observed anomalies. These
molecular parameters include gene expression, proteo-
mics, methylation patterns, or any other approach that
investigates the possible changes in the patterns,
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structure, or amount of cellular macromolecules (DNA,
RNA and proteins).

Search strategy

A literature search to find relevant studies will be per-
formed in four databases: PubMed/MEDLINE, EMBASE,
Web of Science and Scopus, as well as in the grey litera-
ture, through the following sources: bioRxiv, OpenGrey,
and PQDT Open. The databases present publications
from medical, biomedical, pharmacological and life sci-
ences journal literature. Before starting this protocol,
searches were performed in order to identify any existing
systematic review of molecular mechanisms of ZIKV
from animal studies.

A combination of controlled vocabulary terms [e.g.,
Medical Subject Headings (MeSH)] and free-text terms
will be used in the searches. For instance, in PubMed/
MEDLINE search for ZIKV, the following will be used:
Zika Virus[mh] OR Zika Virus Infection[mh] OR NS1
protein, zika virus[nm] OR Zika[tiab] OR ZikV[tiab].
Drafts for the search strategies for all the four databases
that will be used for the systematic review are provided
in Supplementary Table 1. This list was developed by all
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the members of the research group after consulting a li-
brarian with extensive experience in setting up search
strategies for systematic reviews of the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. No language restrictions
or publication date will be applied.

Study selection

Abstracts, conference papers, erratum, letters to the edi-
tor, and short survey will be considered for the system-
atic review. Review articles; editorials; case reports;
studies with humans or human samples; studies exclu-
sively ex vivo, in vitro, or in silico; studies in which
methodological information is absent or unclear; and
studies that have no relevance to the research question
will be excluded. In addition, vaccine development stud-
ies will also be excluded. Studies in which the exposure
to ZIKV has occurred in the postnatal period will not be
considered.

The process from searching for studies to the final se-
lection of studies that will compose the systematic re-
view is shown in Fig. 1. The selection of the relevant
studies will be performed in two phases. In the first
phase, two independent reviewers will screen by reading

Records identified through
database searching (n=)

Additional records
identified through other

sources (n=)

|

J

Records after duplicates
removed (n=)

Records screened (n=)

Records excluded (n=)

|

for eligibility (n=)

Full text articles assessed

Full text articles excluded,
with reasons (n=)

|

Studies included in

qualitative synthesis (n=)

|

Studies included in

quantitative synthesis (n=

)

teratogenesis from animal studies
.

Fig. 1 Flow chart showing the search and screening strategy to identify publications eligible for investigating the molecular mechanism of ZIKV
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the titles and abstracts of the articles. In the second
phase, full texts of the articles selected in the first phase
will undergo an evaluation. The study selection process
will be reported through the PRISMA Statement diagram
model (Fig. 1) [15, 20]. Two reviewers will screen all the
titles, abstracts, and full texts for potential eligibility in
an independent manner. Disagreements between re-
viewers will be resolved either by consensus or by con-
sulting a third reviewer. In addition, the evaluation of
agreement between reviewers will be tested by using
Cohen’s kappa coefficient test [1].

A pilot search using the designed search strategies
(Supplementary Table 1) was carried out on August 17,
2020, in which 1481 records were obtained (634 from
PubMed, 674 from EMBASE, and 173 records from
other sources). After the removal of duplicates (n =
177), 1304 unique studies were eligible for the title and
abstract screening. From this first screening, 38 publica-
tions were selected for full-text screening and seven
were finally selected for data extraction. Therefore, we
expect to include around 10-15 studies in the final sys-
tematic review.

Data extraction

General characteristics of the included articles

The data processing will be performed according to the
diagram presented in Fig. 2. The design and methodo-
logical characteristics of each study will be extracted
(Supplementary Table 2), such characteristics include
type of study, sample size of each experimental group,
experimental design (e.g., sample size calculation), ex-
perimental groups, animal housing, period of follow-up,
age of development in which animals were inoculated,
methods and techniques used for outcome assessment,
and use of guidelines to conduct and publish the study
(e.g, ARRIVE Statement) [9]. Information of animal
models will also be extracted, including species used,
lineage, age, and genetic modification factors.

Intervention characteristics

The method of ZIKV applications can be different
among species; in some species, the teratogenic agent is
applied directly onto the embryo (e.g., chicken embryos);
in others, the application is applied indirectly through
application to the mother (e.g., rodents and non-human
primates). Therefore, the methods of viral application/
embryonic exposure to ZIKV will also be extracted in
detail in order to compare the different studies (Supple-
mentary Table 2). Moreover, the amount of virus applied
(volume and viral load) and the route of viral inoculation
will also be extracted. Finally, the period in which ani-
mals have been exposed to ZIKV (post-inoculation time)
will also be assessed individually.
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Outcome measures

Information regarding outcome data, their units, and
types will be collected according to the following
outcomes:

1. Teratogenic analyses data: number and percentage
of animals with congenital anomalies, descriptive
summary of such anomalies, and description of
organs (e.g., head and eyes) that showed differences
in morphological measurements between ZIKV-
exposed and controls. Since some studies have
shown variability between the confirmation of infec-
tion in the mothers and the embryos/fetuses (using
qPCR data), the number of animals with positive re-
sults to ZIKV infection will also be collected.

2. Molecular analyses data: the absence or presence, as
well as the measurements, of altered gene
expression, protein expression, epigenetic
characteristics of the location of a given protein in a
cell considering the experimental groups (case or
controls). In addition to these descriptive data,
information related to histological and cellular data
will be collected. Molecular data will have their
descriptive data collected (increase, decrease, or
absence of variation) as well as continuous data
(increase or reduction ratio, or absence of
variation).

These data will be extracted from both the original ar-
ticles and supplementary materials, when available or
even will be requested to the authors.

Initially, data extraction will be performed by obtain-
ing numerical and descriptive values directly from the
tables, figures, and information of the results section of
each study. When only percentages are presented, the
values will be calculated based on the sample size infor-
mation. Finally, if it is not possible to obtain relevant
data, the authors will be contacted.

In cases where two research sources are potentially de-
scribing the same data, the study with a larger dataset
and/or more complete reporting of the results will be in-
cluded. Data collection will be conducted by one re-
viewer and checked by a second. Cases of disagreement
will be resolved by consensus or by consultation of a
third reviewer.

Others parameters

The number of deaths, dropouts (animals that have been re-
moved from the study during the experiments), reason for
exclusion, and incomplete experiments will be extracted.

Assessment of risk of bias and study quality
Risk of bias and analysis of the quality of the studies will
be carried out independently by two reviewers of this
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Search

Literature Grey Literature
(PubMed/MEDLINE, EMBASE, (bioRxiv, OpenGrey
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Fig. 2 Flow chart and data processing diagram for the proposed systematic review. RoB: risk of bias

study. Disagreement between the review authors will be
solved by including a third reviewer.

The risk of bias will be performed using the Sys-
tematic Review Center for Laboratory Animal Experi-
mentation (SYRCLE) Risk of Bias tool developed by
SYRCLE to assess animal intervention studies [8].
This tool includes domains of selection bias, driving,

detection, friction, and reporting of results. The risk
of bias from each study will be reported as low, un-
clear, and high. In addition to these types of biases
evaluated, we will include in the analysis peer-
reviewed publication, report on sample size calcula-
tion, and report on the use of guidelines for the exe-
cution and publication of the studies.
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Data synthesis

From the pilot searches, it was possible to observe that
there is a high variability on the selected studies con-
cerning the methods of molecular evaluation (RNAseq,
qPCR, and so on), gestational period of intervention,
species evaluated, etc. Therefore, a meta-analysis involv-
ing studies with such different characteristics is unlikely
ever to be feasible. Therefore, data synthesis will be per-
formed in a narrative manner, as follows.

All data obtained will be tabulated and organized by
outcomes (morphological and molecular) in order to
allow further analysis. The studies will also be grouped
according to the used animal species for the in vivo as-
says, and, within the species groups, they will be differ-
entiated in lineages and ages of embryonic/fetal
development (by intervals) as well as the evaluated or-
gans in which the molecular analyses (RT-qPCR or RNA
sequencing, for example) were performed.

Morphological data will be combined and compared in
a descriptive manner according to the different studies,
since the focus of this review is on molecular alterations
and all included studies will be those that determine
structural malformations (congenital anomalies) in ex-
posed embryos. For molecular data, a list of genes/pro-
teins with altered expression or altered epigenetic
patterns will be created according to the abovemen-
tioned grouping method. Considering that the method
of evaluating these changes may have been conducted
with different tools and equipment, when possible, the
data will be pooled together aiming to find the most fre-
quently affected genes/proteins. All data will be ex-
tracted from groups exposed to ZIKV and controls, and
genes will be evaluated individually. Genes and proteins
will be compared and ranked according to the fold
change values.

The studies/data showing morphological and molecu-
lar alterations caused by ZIKV exposure during embry-
onic development will be prioritized for summary and
synthesis. Extracted data will be first presented narra-
tively in tables (morphological and molecular data ta-
bles) and then, whether possible, though Venn diagrams
and illustrations showing common genes/proteins af-
fected by the viral exposure.

The limitations of the data synthesis of the selected
studies are related to the fact that the research question
of this systematic review can generate diversified studies.
For instance, the studies can utilize different animal spe-
cies and different molecular analysis techniques, making
their combination difficult.

Availability of data
The complete list of studies will be made available as
supplementary material, and raw data will be made
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available from the corresponding author on reasonable
request.

Discussion

We are conducting the first systematic review of possible
molecular mechanisms involved in CZS in animal
models. Nowadays, there are many studies comprising
ZIKV teratogenic capacities utilizing different animal
models as mice, rats, porcine, marmoset, chicken, and
non-human primates [2, 3, 7, 16, 17, 21, 22, 24]. Such
animal models are mainly used due to rodents being
very common to biomedical research or, in case of non-
human primates, due to their similarity to humans.

By compiling and comparing the data, the methodo-
logical quality of different studies on animal models will
be presented. From our systematic review, other studies
analyzing data in which no congenital defect was found
in animals exposed to ZIKV infection during develop-
ment would be interesting and helpful in explaining how
slight molecular changes could explain a threshold for
congenital anomalies. In this context, our results will
certainly be of great relevance for future studies in this
area, allowing the extrapolation of our findings in re-
search with hypotheses directed to humans or even ani-
mal models.
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