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O virus Zika (ZIKV), nos ultimos anos, tem sido foco de inUmeras pesquisas, que visam
entender e elucidar seus mecanismos ndo s6 como patdégeno humano, mas também como
teratdgeno, ou seja, agente ambiental capaz de causar anomalias congénitas, neste caso, a
Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ). Essa sindrome é caracterizada por um padrdo de
malformacdes que podem ou ndo ocorrer em bebés que foram expostos ao virus durante o
periodo gestacional, tais como microcefalia e problemas no desenvolvimento ocular. Um
modelo relevante para o estudo os mecanismos causais da SCZ) é o embrido de galinha (Gallus
gallus); apesar de pouco difundido é extensivamente utilizado em estudos de teratogénese
experimental e biologia do desenvolvimento, além de muito vantajoso em diversos aspectos
logisticos e financeiros. Este modelo possui também grande similaridade molecular, celular e
morfologica com embrides humanos. Sendo assim, o principal objetivo deste trabalho foi é
estabelecer um modelo animal de SCZ utilizando embrides de galinha como modelo
experimental para que possamos posteriormente investigar os mecanismos teratogénicos do
ZIKV. Para tanto, utilizamos a linhagem asiatica do ZIKV, obtido de uma amostra humana e
cultivado em ceélulas Vero em condi¢des usuais de cultivo. Ovos fertilizados de Gallus gallus
foram obtidos da cooperativa Languiru e mantidos em temperatura de manutencgéo (4°C) até o
uso. Para que os embrides atingissem o estagio de desenvolvimento adequado para os
experimentos, esses foram incubados por 37°C e umidade de 60% por tempo determinado por
Hamburguer and Hamilton (1951). Para esses experimentos utilizamos embrides em estagio (St
HH) - 10-12, que apresentam claramente as vesiculas que formardo o encéfalo e os olhos. Os
embrides foram expostos através de uma janela na casca do ovo e 50ul de virus ou de meio de
cultura foram aplicados sobre ele. Apos o tratamento os ovos foram fechados com fita adesiva
e novamente levados a incubadora até a necessidade de observacdo ou finalizagcdo dos
experimentos. Inicialmente, uma primeira fase de experimentos com um screening de
diferentes titulagdes virais (3x10%, 3x10* e 3x10°; n>5 por grupo) foi conduzido para verificar
a quantidade que levaria ao aparecimento de malformacgdes, mas que apresentaria menor taxa
de mortalidade. Os embriGes foram avaliados no quarto dia apds infec¢do, quando o
desenvolvimento do encéfalo fica mais evidente. Nesse dia, 0s ovos foram novamente abertos
e foram avaliados o fenotipo e a mortalidade. Além disso, amostras de RNA foram extraidas
para confirmar e quantificar a presenca viral na amostra através de PCR em tempo real (QPCR).
A partir deste experimento, em que a carga viral mais adequada foi definida, uma segunda fase
de experimentos foi conduzida. Nessa foi realizado um acompanhamento de fendtipos e carga
viral diariamente por sete dias para que se pudesse avaliar o momento com maior infeccao viral.
Encontramos, na primeira fase que embrides expostos a titulagio de 3x10* apresentavam
fendtipos mais evidentes (microcefalia, anomalias de desenvolvimento mesencefélico, atraso
no desenvolvimento, malformacdes faciais, cardiacas) e auséncia de mortalidade. Na titulacdo
menor havia mais individuos com fen6tipo normal e na titulacdo maior havia malformacdes,
porém, uma alta taxa de mortalidade. Na segunda fase de experimentos, pudemos confirmar os
fendtipos ja observados e notamos atraves das analises de gPCR que o quarto dia apés a
infeccdo apresenta um pico de replicacdo viral. Pode-se concluir até 0 momento, que o0 embrido
de galinha € um bom modelo que possibilitou a realizag&o rapida, eficiente e custo reduzido
dos experimentos, que a titulacdo 3x10*é a adequada para seguir os futuros experimentos e que
0 quarto dia apos a infeccdo apresenta fendtipos mais evidentes e maior replicacdo viral. Ha a
perspectiva de avaliar outros fenotipos, dentre eles a funcéo cardiaca dos embribes e também
conduzir andlises moleculares.



