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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) € um parasita intracelular obrigatério carregado por fémeas do mosquito
Aedes aegypti e transmitido-aolser\humano. As formas de transmisséo pelo ZIKV incluem:
transmissdo vetorial, vertical-e sexual. O hospedeiro’ final’pode apresentar a morfologia
citolégica do trato reprodutive-e do sistema nervoso central (SNC) alterada pela infecgao do
ZIKV. Os achados clinicos sdo semelhantes a outras arboviroses, sendo na maioria dos
casos assintomatica. Atualmente, a possibilidade de acometimento patolégico em outros
tecidos tem sido pesquisada através de estudos experimentais. O presente trabalho buscou
analisar a formacao do esqueleto fetal em camundongos balb/c infectados verticalmente.
Camundongos Balb/c foram distribuidos em grupos experimentais de machos
imunodeprimidos e imunodeprimidos infectados, e acasalados com fémeas sadias. Foram
coletados os fetos para analise do peso, medidas morfométricas (didmetro cefalico,
comprimento do tronco e da cauda) e contagem dos centros de ossificacdao apods
diafanizagdo e coloracdo por vermelho de alizarina e azul de alcian, e os dados foram
analisados pelo teste t de Student (p < 0,05) no software Past v.2.17c. Desse modo, o
acometimento fetal pela infecgéo vertical do virus pode prejudicar a formagao dos centros de

ossificacado primarios e o desenvolvimento 6sseo do feto.
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INTRODUGAO

O ZIKV é um virus de acido ribonucleico (RNA) de fita simples e sentido positivo,
pertencente ao género flavivirus, familia Flaviviridae. A particula viral é constituida de um
arranjo de glicoproteinas de superficie prM e E, que se rearranjam na bicamada fosfolipidica
nos periodos de replicacdo viral; sua estrutura possui proteinas ndo estruturais, que
participam na cadeia de montagem e replicagdo. O ZIKV se adaptou a diferentes vetores
artrépodes ao longo de sua distribuicdo pelos trépicos, sendo eles distintos entre si na
Africa, América do Sul, Sudeste Asiatico e na regido do Pacifico. Na América do Sul a
transmissdo acontece principalmente pelo mosquito Aedes aegypti, sendo esses fémeas
infectadas com o ZIKV (Sirohi & Kuhn, 2017).

No ano de 1947 em Uganda, ao conduzir vigilancia de rotina do virus causador da
febre amarela, cientistas isolaram pela primeira vez, em um macaco rhesus sentinela, o
ZIKV. A partir de 1952 houve a deteccéo de anticorpos neutralizantes no soro de humanos
com a expansao do virus para a Africa equatorial e posteriormente para a Asia. Entre 2015 e
2016, houve uma emergéncia internacional acerca da velocidade em que o virus se
espalhava pela América, registrando cerca de 900.000 casos (Hennessey, 2016).

Predominantemente, existem trés formas de transmissdo pelas quais o ZIKV
acomete a populacdo: a transmissao vetorial, a transmissao vertical e a transmissao sexual.
Em relagao ao aspecto clinico, os pacientes infectados pelo virus podem ser sintomaticos ou
assintomaticos, podendo apresentar febre baixa (38,5 °C), cefaleia, exantema, astenia,
artralgia, mialgia, além dos recentes achados no trato reprodutivo, como a orquite. As
manifestagdes tendem a ser similares a outras arboviroses, sendo necessario, muitas vezes,
o diferenciamento laboratorial. Com a epidemia pelo ZIKV a partir de 2015, houve o
aumento do numero de casos de:microcefalia . congénita e o desenvolvimento neuroldgico
anormal de recém-nascidos, | 0s/ estudos mostraram” "um “‘tropismo do ZIKV pelas
células-tronco progenitoras neuronais;-produzindo uma resposta-inflamatoria deletéria que
compromete o desenvolvimento,do SNC 'do feto (Miranda et al.»202%; Filgueiras et al., 2021).

O ZIKV infecta o trato reprodutivo masculino e seu RNA persiste no testiculo
mesmo apds a depuragdo do-virus no sangue periférico. Passada a infeccéo, a expresséo
de proteinas nas zonas de oclusdo, entre as células de Sertoli, € regulada negativamente,
possibilitando a invasao através da barreira hematotesticular de macréfagos com tropismo
para o ZIKV, levando ao aumento da expressao de células pro-inflamatoérias que lesionam os
testiculos (Yang et al., 2024).

Além dos danos ja conhecidos provocados pela viremia do Zika, como no SNC e no
trato reprodutivo masculino, ha, também, novos estudos que investigam a repercussao do
virus em outros tecidos. Em relagdo ao tecido 6sseo, Mumtaz et al. (2022) sugeriram que o
ZIKV pode influenciar a maturacao de osteoblastos e a formagao dos ossos cranianos pela
infeccao de células da crista neural. Nesse sentido, o presente estudo tem por objetivo
analisar a influéncia da infecgdo vertical de camundongos balb/c sobre o desenvolvimento
0sseo dos fetos.

MATERIAIS E METODOS

Para a execugdo do experimento os animais adultos (camundongos adultos de
linhagem balb/c) foram randomicamente divididos em 2 grupos (10 fémeas sadias e 5
machos que sofreram intervengdes): Grupo macho imunodeprimido e grupo macho
imunodeprimido e infectado. Para cada fémea prenhe foram coletados em média 6 fetos,
totalizando uma média de 60 fetos por grupo.

Os animais fémeas prenhes foram pesados e anestesiados com pentobarbital sédico
(Nembutal®) a 50mg/kg em 0,3ml de agua para inje¢do. Os fetos presentes nos cornos
uterinos das fémeas prenhes foram coletados, pesados e fixados em solucdo de alcool
etilico a 92%.



Foram obtidos o didmetro cefalico (resultado da média dos eixos latero-lateral e
antero-posterior da cabeca do animal), o comprimento do tronco e da cauda dos fetos
através da utilizagdo de um paquimetro analégico MTX® (0,02 - 200mm).

Os fetos foram processados para avaliagdo do esqueleto através da técnica de
diafanizagdo com marcacao do esqueleto. Apds 48 horas, tiveram a pele removida por
dissecagao com bisturi, bem como as visceras presentes nas cavidades toracica, abdominal
e pélvica. Em seguida os espécimes foram imersos em acetona para remocao dos lipidios e
posteriormente imersos em solugdao alcodlica de vermelho de alizarina e azul de alcian
durante 72 horas, para marcagido dos ossos e das cartilagens. Por fim foram imersos em
solugdo aquosa de hidréxido de potassio a 2% para clarificagao dos tecidos moles nao
corados.

Os resultados das analises foram submetidos ao teste t studant através do software
Past v.2.17c. Os dados foram expressos em média * desvio padrdo, sendo considerado o
valor de p < 0.05.

RESULTADOS E DISCUSSOES
O peso corporal médio dos fetos ndo apresentou alteragdes (Figura 1).

Figura 1— Peso corporal dos fetos
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Fonte: O autor

Legenda: MI - Grupo Macho imunodeprimido; MI+ZIKV - Grupo macho imunodeprimido e infectado
com virus Zika. (P < 0,05) (Student Newman Keuls).

A morfometria corporal ndo apontou variagdes significativas nos eixos latero-lateral e

anteroposterior da cabega (Figura 2). Também ndao houveram alteragdes do didmetro
cefalico, no comprimento do eixo longitudinal ou na cauda dos fetos.

Figura 2 — Morfometria corporal dos fetos




Legenda: AP — Eixo antero-posterior; LL — Eixo latero-lateral; DC — Diametro cefalico; EL — Eixo
longitudinal; CC — Comprimento da cauda; Ml — Grupo Macho imunodeprimido; MI+ZIKV — Grupo
macho imunodeprimido e infectado pelo virus Zika. (P < 0,05) (Student Newman Keuls).

Fonte: O autor.

Os centros de ossificacdo do esqueleto fetal apresentaram variagcbes no 0sso
esterno (Tabela 1 e figura 3), representando uma redugdo de 85,9% dos centros de
ossificagao.

Tabela 1 — Contagem do numero de centros de ossificagdo do esqueleto fetal

Agrupamento Grupos experimentais
Osseo
Mi MI+ZIKV
Vértebras 30,44+3,69 28,11+0,98
Costela 24, 11+1,84 25,78+0,69
Esterno 0,78+0,35 0,11+0,10

Legenda: MP — Grupo macho placebo; Ml — Grupo Macho imunodeprimido; MI+ZIKV — Grupo macho
imunodeprimido e infectado pelorvirus.Zika. Letras distintas sobrescritas aos resultados quantitativos,
entre os grupos experimentais,/diferem estatisticamente-entre: si{P-<'0;05) (Student Newman Keuls).

Fonte: O autor.

O osso esterno é am-importante componente do esqueleto, sendo o responsavel por
ancorar as costelas anteriormente, no esqueleto axial. O conjunto de costelas e do osso
esterno formam a chamada “caixa toracica” ou “gradil costal’, estrutura complexa
responsavel pela protegdo fisica dos o6rgaos toracicos e também por fornecer suporte
mecanico para a ventilagdo pulmonar. Um comprometimento desta estrutura poderia causar
disfuncbes severas aos pulmoes e reduzir a protecdo mecanica dos 6rgaos, como relatado
por Storoni e colaboradores (2021).

Figura 3 — Esqueleto fetal marcado com a técnica de diafanizagdo (Machos manipulados)

MI+ZIKV
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Legenda: MI — Grupo Macho imunodeprimido; MI+ZIKV — Grupo macho imunodeprimido e infectado
pelo virus Zika.

Fonte: O autor.



CONCLUSAO

Os dados obtidos sugerem que a infecgdo parental por virus Zika pode retardar o
desenvolvimento do esqueleto fetal, através da diminuicdo do numero de centros de
ossificagdo, como o que ocorreu com 0 0sso esterno.
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