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RESUMO

Considerando o numero de casos de Zika no pais e sua influéncia na satde da populacéo,
este estudo busca analisar histologicamente modelos experimentais de ratas gestantes
desafiadas com soro positivo para Zika Virus, visando entender a influéncia dessa
arbovirose nos principais tecidos maternos e fetais, incluindo tecido renal, do SNC e
hepéatico. Na metodologia, foi utilizado uma amostragem de 10 ratas da linhagem Wistars,
que foram desafiadas com o soro positivo no periodo gestacional, recebendo 3 desafios
intraperitoneais de Ac-Zika em intervalos regulares de 1 semana. Ap0s o0 hascimento, foi
avaliado se todos os animais sobreviveram ao teste e se ndo houve nenhum caso de aborto
ou natimorto. Em seguida, foram analisados através de biopsias 0s tecidos nervosos,
renais e hepaticos. A andlise histolégica foi realizada seguindo os processos de fixacéo,
desidratacdo, diafanizacdo ou clarificagdo, inclusdo, hidratacdo e a coloragdo. Os
resultados encontrados evidenciaram que o soro humano positivo para ZIKA n&o apenas
prejudica o desenvolvimento da gestacdo das ratas, fazendo com que essas tenham um
menor numero de prole viavel, como gera alteragdes histologicas tanto nas mées como
nos fetos viaveis. No SNC foi possivel a identificagdo de diminuicdo da maturagéo e
crescimento cerebral, somado a um aumento do nimero de capilares endoteliais, presenca
de glicose nas ceélulas e proliferacdo microglial. Nos Rins foi possivel a visualizagéo de
proliferacdo tubular e infiltrado inflamatorio predominantemente linfo-plasmocitario. O
figado ndo aparenta haver alteracGes significantes. Permitindo uma verificacdo mais
precisa da influéncia do virus em Orgaos principais, visto que as alteracdes clinicas em
humanos sdo muito diversificadas, abrangendo desde casos de facil resolucdo a
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manifestacdes com sequelas permanentes este estudo foi importante ser realizado. Sendo
assim, € possivel concluir que o soro humano positivo para ZIKA gera alteracdes
significantes nos tecidos maternos e fetais, evidenciando o agravamento que o quadro
pode gerar tanto nha mde como no neonato e o foco da infecgdo pelos 6rgdos nobres do
corpo, principalmente do SNC.

Palavras-chave: Arboviroses, Zika, Imunologia

ABSTRACT

Considering the number of Zika cases in the country and its influence on the population's
health, this study seeks to histologically analyse experimental models of pregnant female
rats challenged with positive serum for Zika Virus, aiming to understand the influence of
this arbovirus in the main maternal and fetal tissues, including tissue renal, CNS and liver.
In the methodology, a sample of 10 female Wistars rats was used, which were challenged
with the positive serum during the gestational period, receiving 3 intraperitoneal
challenges of Ac-Zika at regular intervals of 1 week. After birth, it was evaluated whether
all animals survived the test and whether there was any case of miscarriage or stillbirth.
Then, nervous, renal and hepatic tissues were analysed through biopsies. Histological
analysis was performed following the processes of fixation, dehydration, diaphanization
or clarification, inclusion, hydration and staining. The results found showed that positive
human serum for ZIKA not only impairs the development of pregnancy in rats, causing
them to have a smaller number of viable offspring, but also generates histological
alterations in both mothers and viable fetuses. In the CNS, it was possible to identify a
decrease in brain maturation and growth, added to an increase in the number of
endothelial capillaries, the presence of glucose in the cells and microglial proliferation.
In the kidneys, it was possible to visualize tubular proliferation and predominantly
lympho-plasmocytic inflammatory infiltrate. The liver does not appear to have significant
changes. Allowing a more accurate verification of the influence of the virus on major
organs, since the clinical changes in humans are very diverse, ranging from easy-to-
resolve cases to manifestations with permanent sequelae, this study was important to be
carried out. Thus, it is possible to conclude that human serum positive for ZIKA generates
significant changes in maternal and fetal tissues, showing the aggravation that the
condition can generate in both the mother and the newborn and the focus of infection by
Organs noble organs of the body, especially the CNS.

Keywords: Arboviruses, Zika, Immunology

1 INTRODUCAO

As arboviroses afetam milhares de pessoas no Brasil anualmente, entretanto, a
maioria dessas doencgas ndo sdo exclusivas de nosso pais, e atingem dezenas de outras
nacionalidades ao redor do mundo. Essas patologias tém especial importancia em areas
tropicais, que possuem, temperatura e umidade favordvel para proliferacdo de seu
principal vetor, os artrépodes, e caracteristicas de cidades subdesenvolvidas, ou seja,

ocupacdo florestal e crescimento urbano desordenado, que s&o facilitadores de
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transmisséo desses virus. 4 5 (lwamoto et al., 2003; Biggerstaff et al., 2002) Arbovirus
(" Arthropod-borne virus™") séo virus transmitidos por artrépodes, por meio da picada de
mosquitos hematofagos, recebem seu nome ndo apenas por isso, mas também por
realizarem parte de seu ciclo reprodutivo no ambiente favoravel criado interior desses
insetos. Atualmente dentre as 545 espécies de arbovirus estudadas, 150 delas foram
identificadas como provaveis causadoras de patogenias em humanos. Realizam um ciclo
de transmissdo, entre artropodes e reservatdrio vertebrados temporarios. No inseto,
exercem pouca influéncia maléfica, ja em vertebrados, como é o caso dos humanos,
podem gerar alteracbes homeostéaticas significativas. 2 e 3 (Cleton et al., 2012; Gubler,
2001) Clinicamente, as afeccOes geradas pela atuacéo desses virus em humanos sdo muito
diversificadas, em decorréncia do grande numero de agentes etioldgicos possiveis,
variando desde doencas simples de facil resolucdo, a manifestacbes com sequelas
permanentes. Existem 4 grupos principais de manifestacGes clinicas geradas pelas
arboviroses: Doenca febril moderada ou grave (febre, cefaleia comum e mialgia)
Sindromes neuroldgicas (mielite, meningite, encefalite, paresia, mudancas
comportamentais e perda de condenacdo) Manifestaches dérmicas (Rash cutaneo e
exantemas) e Sindromes hemorragicas (petéquias, hemorragias com possivel evolugédo
para choques). (Cleton et al., 2012) Dentre as 150 espécies identificadas como causadoras
de patologias em humanos, se destacam cinco familias: Bunyaviridae, Togaviridae,
Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae prevalentes no Brasil. A familia Flaviviridae
recebe destaque, possuindo espécies causadores da dengue (DENV), febre amarela e Zika
(ZIKV), as arboviroses de maior importancia atualmente em nosso pais. (Rust, 2012)
Particularmente, o ZIKV, foi originalmente descoberto em 1947, na floresta de Uganda,
Africa, mais especificamente no “*Vale da Zika™™ em um macaco Rhesus. Inicialmente,
pouco destaque foi dado ao virus, até que em 2013-2014 dois surtos foram registrados em
paises Sul americanos, chegando a atingir 1,5 milh&o de individuos infectados. 6 (Ngono
e Shresta, 2018; Ngono e Young, 2019) O ZIKV pertence a familia Flaviviridae e ao
género flavivirus, € um virus envelopado, de RNA simples ndo segmentado. Sua
transmissdo assim como a de outras arboviroses ocorre por meio da picada de um
artropode, no caso, 0 mosquito Aedes aegypti, estudos recentes também apontam a
possibilidade de transmissdo via contato sexual, ainda que ndo seja recorrente.
Clinicamente, os pacientes infectados podem se mostrar assintomaticos, como ocorre na
maioria dos casos (80%), ou sintomaticos, apresentado: febre leve, mal-estar, mialgia,

erupcdes cutaneas e cefaleia moderada. Ou seja, sua manifestacdo clinica em pacientes
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higidos é pouco especifica, dificultando o diagnostico e tratamento precoce. Ainda que
sejam importantes, esses sintomas ndo sdo o principal maleficio gerado pelo virus. A
associacao do ZIKV a consequéncias graves para salde publica acontece devido a sua
interacdo com o feto de gestantes contaminadas, gerando mal formacBes congénitas
graves e disturbios de desenvolvimento, sendo a Microcefalia o fenbmeno mais
recorrente. 6 7 8 9 (Ngono e Shresta, 2018; Ngono e Young, 2019; Paquin-Proulx et al.,
2018; Hastings et al., 2019). Em geral, virus sdo microrganismos intracelulares
obrigatorios, que utilizam os componentes da célula que parasitam para se replicar e
manter a viruléncia. Esses microrganismos podem infectar quase todas as células do
organismo, e utilizam de proteinas de superficie como receptores para favorecer sua
entrada nas células hospedeiras, sendo assim, a resposta imune contra esse grupo
patoldgico € especifica, apresentando poucas alteracdes para diferentes espécies.
(Janeway, 2019) A principal atuacdo da imunidade inata contra os virus, consiste na
inibicdo da infeccdo por interferon tipo | e destrui¢do das células infectadas por meio de
linfocitos NK. Vérias vias iniciam a producdo de interferon I, sendo o reconhecimento do
RNA e DNA viral pelos TLRs endossomais e ativacdo dos receptores citoplasmaticos
tipo RIG e da via Sting, os principais. Estas vias convergem para a ativacdo de proteinas
quinases que por sua vez favorece fatores de transcricdo de IRF que estimulam a
transcricdo do gene gerador do interferon tipo I, que bloqueia a replicacdo viral.
Linfécitos NK, destroem células infectadas sendo importantes no inicio da infecgéo,
diminuindo a velocidade desta, garantindo tempo para organizacdo do sistema imune
adaptativo. (Chadha et al.,2004; Abbas et al.,2015) A imunidade adaptativa contra os
virus sera mediada por anticorpos e por células T. Os anticorpos sao eficientes contra os
virus apenas na fase extracelular, por atuarem bloqueando a penetragdo do virus nas
células do organismo, sua funcionalidade esta relacionada a interagdo com receptores do
envelope viral, impedindo a ligacao desses com células hospedeiras, e consequentemente
a invasdo celular. (Chadha et al.,2004; Abbas et al.,2015) A ativacdo da via classica do
sistema complemento também ¢é uma funcao dessa imunidade. A eliminagdo dos virus
que conseguiram penetrar nas células é efetuada pelos linfocitos T (CTLs), capazes de
matar as células infectadas. A principal funcéo delas é a vigilancia contra infec¢es virais.
A maioria das CTLs especificas para virus séo células T CD8+, capazes de reconhecer
peptideos virais que foram previamente apresentados pelo complexo MHC tipo 1. As
células T CD8+ sofrem uma proliferacdo macica durante infec¢des virais, e a maioria das

células em proliferacdo séo especificas para o antigeno que as estimulou. (Chadha et
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al.,2004; Abbas et al.,2015) A resposta geral do sistema imune a infeccGes virais,
apresenta essa estruturacdo basica descrita anteriormente, mas, devido a especificidade
muito elevada de nosso sistema imune adaptativo, algumas infec¢des sdo respondidas
com mecanismos Unicos, como é caso da resposta a ao ZIKV, que sera discutido com

maior nuance no decorrer do trabalho.

2 OBJETIVO

Avaliar possiveis alteragdes Anatomo-Histoldgicas do Sistema Nervoso Central,
tecido renal e tecido Hepatico de ratas gestantes desafiadas com soro positivo para Zika
Virus, por meio da andlise de suas biopsias e sua comparacdo com 0s respectivos tecidos

em ratas gestantes controle.

3 HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

Enfermidades causadas pelo Zika virus ocorrem em quantidades crescentes no
Brasil, fazendo com que esse grupo de doencas se classifique como uma preocupacéao
nacional. Sua caracteristica teratogénica, influencia o desenvolvimento fetal fisioldgico,
elevando os indices de morte prematura, reduzindo o nimero de nascidos vivos e
elevando o numero de portadores de mal formacéo, assim, faz-se necessarios a criacdo de
estudos mais aprofundados das reacGes organicas imunes existentes no corpo do
hospedeiro, principalmente no grupo mais afetado, mulheres gestantes. Para esse fim,
desenvolveremos testes em seres vivos, exclusivamente em ratas femeas fecundadas, e
analisaremos as possiveis alteracdes imunes, podendo expor, durante o experimento

possiveis solucbes para a doenca em seres humanos.

4 MATERIAIS E METODOS

Animais: Serdo utilizadas 12 ratas fémea, ja fecundadas, na fase adulta jovem (8
semanas) da linhagem wistars disponivel no biotério fornecedor, pesando cerca de 250
gramas, alojados em local a critério da orientadora sob temperatura de aproximadamente

25 graus em ciclo claro/escuro 12/12 horas. Terdo livre acesso a agua e racdo, vivendo
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em caixas que possibilitem a livre circulacdo de ar. As gaiolas terdo de ser limpas uma
vez por semana, rigorosamente no mesmo horério. A disponibilidade de &gua e ragdo
deveria ser monitorada de maneira que nao haja qualquer desbalango na dieta dos animais.
Os animais serdo distribuidos aleatoriamente em trés grupos:

A. Grupo controle de ratas fémea fecundadas (n=4) que néo receberdo nenhum desafio.
B. Grupo de ratas fémea fecundadas (n=4) que receberdo 1mg/dL soro contendo AcZika
(intraperitoneal)

C. Grupo de ratas fémea fecundadas (n=4) que receberdo 2mg/dL soro contendo AcZika
(intraperitoneal).

As ratas gestantes receberdo 3 desafios intraperitoneal de Ac-Zika em intervalos de
regulares de 1 semana. Posteriormente, serdo coletadas amostras de sangue periférico e
sera aguardado o periodo do parto para a analise das proles E RATAS
SEPARADAMENTE.

Pds-parto: Primeiramente, serd avaliado se todos 0s animais sobreviveram ao teste (mées
e neonatos) e se ndo houve nenhum caso de aborto e/ou natimortos. Apoés esta avaliacao,
serdo analisados os aspectos morfofuncionais, e se esses estdo dentro, ou ndo, da
normalidade.

Analise histologica: Sera realizada uma avaliacdo histoldgica do Rim, figado e das
estruturas do sistema nervoso central seguindo as etapas de processamento descritos a
sequir:

1- Fixacdo: O material, quando coletado do animal sacrificado, é identificado e colocado
em solucdo fixadora para evitar autélise. O fixador escolhido foi a solucdo tamponada de
Formol - 10%. A etapa de fixa¢do ocorre em um tempo previsto de 8 a 12 horas.

2- Desidratacdo: Fixado o material, sera realizada a desidratagdo, através de banhos em
alcool etilico em dilui¢des alcodlicas com porcentagem de agua moderada até a minima
porcentagem de agua possivel (50%, 70%, 80%, 95%, 100%), respeitando a
particularidade de cada estrutura em processamento.

3- Diafanizacdo ou Clarificacdo: Preparacdo do material com banhos de Xilol (Xilol e
alcool anidro — 50%) e trés banhos de Xilol puro cuja titulagdo respeita a concentracéo
adequada. Posteriormente, o material passara pelos dois banhos de parafina a temperatura
de 58°C.

4- Inclusdo: Confeccéo, identificacdo e congelamento dos blocos de parafina contendo a

estrutura a ser estudada com a finalidade de seccionar posteriormente no micr6tomo
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(Cortes de 5 u). Tais cortes serdo combinados com as laminas finais e colocados na estufa
para derreter a parafina.

5- Hidratagdo: A lamina passara por trés banhos de Xilol no periodo de 30 minutos (10
minutos para cada banho). Apos a exposicdo ao Xilol, a lamina passara por solucdes
alcoolicas cuja porcentagem de agua aumentard (banhos sucessivos em solucgdes
alcodlicas diferentes). Ao sair dos banhos, a lamina passard na &gua corrente por 10
minutos.

6- Coloracdo: Antes de ser exposta aos corantes escolhidos, a lamina sera exposta a agua
destilada. Durante 7 minutos, ela ficara submersa em uma solucdo de Hematoxilina. No
intervalo entre o proximo corante, ocorrera uma lavagem em &gua corrente por 10
minutos e exposicdo ao alcool 80%. Em seguida, sera realizada a exposicdo a solucédo de
Eosina com a finalidade de corar os nucleos e citoplasmas celulares. Finalmente, a lamina
passara por uma desidratacdo, clarificacdo e pelo 16 acabamento (montagem permanente
das laminas com ENTELAN, laminulas e identificacdo para analise).

O projeto foi submetido ao comité de ética sendo aprovado: CEUA — Aprovado em
18/09/20219 (006/2019)

5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Estardo inclusos no projeto: Ratas femeas, na idade fértil, sem patogenias
anteriores ou disfungdes hereditarias estardo excluidos do projeto: ratos machos, femeas
com enfermidades anteriores, inférteis, com disfuncGes genéticas ou fora da idade

reprodutiva

6 RESULTADOS INICIAIS
Os resultados encontrados evidenciaram que o soro humano positivo para ZIKA

ndo apenas prejudica o desenvolvimento da gestacdo das ratas, fazendo com que essas
tenham um menor numero de prole viavel, como gera alteragdes histolégicas tanto nas
mées como nos fetos viaveis. No SNC foi possivel a identificacdo de diminuigdo da
maturagdo e crescimento cerebral, somado a um aumento do numero de capilares

endoteliais, presenca de glicose nas células e proliferacdo microglial. Nos Rins foi
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possivel a visualizacdo de proliferagdo tubular e infiltrado inflamatorio
predominantemente linfo-plasmocitario. O figado ndo aparenta haver alteracGes
significantes. Permitindo uma verificagdo mais precisa da influéncia do virus em 6rgéos
principais, visto que as alteracdes clinicas em humanos sdo muito diversificadas,
abrangendo desde casos de facil resolucdo a manifestacbes com sequelas permanentes
este estudo foi importante ser realizado. Sendo assim, € possivel concluir que o soro
humano positivo para ZIKA gera alteragdes significantes nos tecidos maternos e fetais,
evidenciando o agravamento que o0 quadro pode gerar tanto na mde como no neonato e o

foco da infeccéo pelos érgdos nobres do corpo, principalmente do SNC.

7 FORMATO DO TEXTO

Os autores devem utilizar normas ABNT para citacOes e referéncias. As legendas
de elementos graficos devem aparecer acima do elemento, centralizada e em fonte Times
New Roman, tamanho 10. A fonte do elemento deve aparecer apds o elemento, alinhada

a esquerda e em fonte Times New Roman, tamanho 10.
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