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Animal models for experimental Zika virus infection: a systematic review

Modelos animales para la infeccion experimental por el virus del Zika:
una revision sistematica

Derick Mendes Bandeira!, Ana Luisa Teixeira de Almeida', Gabriela Cardoso Caldas?,
Debora Ferreira Barreto-Vieiral.

RESUMO

Objetivo: Investigar na literatura modelos animais utilizados para pesquisa com o virus Zika em que haja a
possibilidade de quantificagédo de carga viral e analises histopatolégicas. Métodos: Trata-se de uma revisao
sistematica redigida de acordo com as diretrizes do método PRISMA (2020). Os autores realizaram a busca
inicial de artigos nas plataformas PubMed, Embase, Google Académico, LILACS e Scielo. Resultados: Foram
encontrados inicialmente 735 artigos, dos quais 27 foram incluidos apés avaliagdo pelos critérios de inclusdo
e exclusdo. Camundongos e primatas ndo-humanos foram as espécies mais utilizadas (88,89% dos estudos).
A cepa viral mais frequente foi a PRVABC59 (Porto Rico, 2015) e, em 77,78% dos estudos, o virus foi
inoculado por via subcutanea. Entre os sinais clinicos mais reportados estdo a conjuntivite/secre¢ao ocular,
paralisia dos membros inferiores, letargia e postura arqueada. As analises histopatologicas foram feitas
principalmente em cérebro e presenca de infiltrado inflamatdrio e degeneracao celular foram as alteracdes
mais comuns. Consideragfes finais: Todos 0os modelos animais analisados apresentaram manifestacdes
clinicas relevantes da infec¢@o pelo virus Zika. No entanto, a maior parte dos estudos investiga danos
cerebrais, ndo caracterizando os danos histopatol6gicos em outros 6rgéaos. Além disso, considerando a ampla
biodiversidade de espécies, novos modelos animais podem ser investigados.

Palavras-chave: Virus Zika, Modelos animais, Revisdo sistematica.

ABSTRACT

Objective: To investigate in the literature animal models used for research with the Zika virus in which there
is the possibility of quantification of viral load and histopathological analysis. Methods: This is a systematic
review written in accordance with the guidelines of the PRISMA method (2020). The authors performed the
initial search for articles on PubMed, Embase, Google Scholar, LILACS, and Scielo. Result: Initially, 735
articles were found, 27 of which included after evaluation according to the inclusion and exclusion criteria.
Mice and non-human primates were the most used species (88.89% of the studies). The most frequent viral
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strain was PRVABC59 (Porto Rico, 2015), and in 77.78% of the studies, the virus was inoculated
subcutaneously. Among the most reported clinical signs are conjunctivitis/ocular discharge, paralysis of the
lower limbs, lethargy and hunched posture. Histopathological analyzes were performed mainly in the brain,
and the presence of inflammatory infiltrate and cellular degeneration were the most common alterations. Final
considerations: All animal models analyzed showed relevant clinical manifestations of Zika virus infection.
However, most studies investigate brain damage, not characterizing histopathological damage in other organs.
Furthermore, considering the wide biodiversity of species, new animal models can be investigated.

Keywords: Zika virus, Animal models, Systematic review.

RESUMEN

Objetivo: Investigar en la literatura modelos animales utilizados para la investigacion con el virus Zika con
cuantificacion de carga viral y analisis histopatolégico. Métodos: Es una revision sistematica redactada segun
el método PRISMA (2020). Los autores realizaron una busqueda inicial de articulos en PubMed, Embase,
Google Académico, LILACS y Scielo. Resultados: Inicialmente, se encontraron 735 articulos, 27 de los cuales
fueron incluidos después de la evaluacion por los criterios de inclusién y exclusién. Los ratones y primates no
humanos fueron los mas utilizados (88,89%). La cepa viral més frecuente fue PRVABC59 (Puerto Rico, 2015)
y, en 77,78% de los estudios, el virus se inoculd por via subcutanea. Entre las manifestaciones clinicas mas
reportadas se encontraron conjuntivitis/secrecién ocular, pardlisis de los miembros inferiores, letargia y
postura arqueada. Los analisis histopatoldgicos se realizaron principalmente en el cerebro y la presencia de
infiltrado inflamatorio y degeneracion celular fueron las alteraciones mas comunes. Consideraciones finales:
Todos los modelos animales analizados mostraron manifestaciones clinicas relevantes de la infeccion por el
virus del Zika. Sin embargo, la mayoria de los estudios investigan el dafio cerebral, no caracterizando cambios
histopatoldgicos en otros 6rganos. Ademas, considerando la amplia biodiversidad de especies, se pueden
investigar nuevos modelos animales.

Palabras clave: Virus Zika, Modelos animales, Revision sistematica.

INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus de RNA, fita simples, polaridade positiva, pertencente a familia
Flaviviridae (ICTV, 2023). Este virus foi isolado em 1947 (DICK GW, et al., 1952), porém durante muitos anos
0s casos humanos eram raros e predominantemente assintomaticos ou oligossintomaticos. Em 2015, no
entanto, a atencdo mundial foi despertada durante a epidemia ocorrida no Brasil (MARTIN-ACEBES MA e
SAIZ JC, 2019), quando, pela primeira vez, foi sugerida a correlacdo da infec¢gdo com o desenvolvimento de
microcefalia (WEN Z, et al., 2017) e quadros clinicos graves, como a sindrome de Guillain-Barré (MALTA JM,
et al., 2017), faléncia pulmonar, hepética e renal (CARDONA-OSPINA JA, et al., 2019)

Mesmo neste novo cenario, apenas 20 a 25% dos infectados apresentam sintomas, sendo os principais:
rash cutaneo, dor de cabeca, febre, dor muscular e conjuntivite (BRASIL, 2016). Em menor grau, alguns
pacientes relatam vomito, diarreia, olhos avermelhados, edema, dor abdominal, perda de apetite e
hematoespermia (MUSSO et al., 2014). O diagnéstico a partir da clinica muitas vezes nao € possivel, dada a
semelhanca com outras arboviroses, como dengue e chikungunya (BELTRAN-SILVA SL, et al., 2018).

Por ser uma doenca estudada mais intensamente hi pouco tempo, muitas informa¢des sobre a patogenia
do virus ainda continuam indisponiveis. A descoberta inicial do virus entre primatas ndo humanos mostra que
este patégeno tem como reservatério animais (DICK GW, et al.,, 1952), caracteristica que torna sua
erradicacéo mais dificil, porém, por outro lado, permite a utilizagdo de modelos animais para o estudo da
infeccao.

Neste contexto, este estudo visa apresentar uma revisao sistematica da literatura sobre modelos animais
para o estudo da infeccdo experimental pelo virus Zika, com énfase na deteccéo de viremia (presenca do
virus no sangue), carga viral em diferentes 6rgaos e realizagdo de andlises histopatolédgicas.

REAS | Vol. 23(5) | DOI: https://doi.org/10.25248/REAS.e13209.2023 Pagina 2 de 13


https://doi.org/10.25248/REAS.e13209.2023

sGacervo+
"Q index base Revista Eletronica Acervo Saude | ISSN 2178-2091

METODOS

A revisdo sistematica foi realizada de acordo com as diretrizes do método PRISMA (PAGE, 2021).
Inicialmente foram realizadas buscas de artigos sobre o tema nas bases de dados PubMed, Embase, Google
Académico, Scielo e LILACS. O Quadro 1 exibe os cddigos de busca utilizados em cada uma destas bases
de dados.

Quadro 1 - Cédigos e/ou mecanismos de busca utilizados em cada base de dados.

BASE DE DADOS CODIGO / MECANISMO DE BUSCA
(Zika[Title] OR ZIKV[Title]) AND
PubMed model[Title/Abstract] AND animal AND infection
NOT review
Embase (zika:ti OR zikv:ti) AND animal:ab, ti AND model:ab,
ti NOT review:ab, ti
Google Académico allintitle: Zika model infection
. (ti:(zika) OR ti:(zikv)) AND (animals) AND NOT
Scielo .
(review)
LILACS ((ti:"zika") OR (ti:"ZIKV")) AND (ab:"animal")

Fonte: Bandeira DM, et al., 2023.

Apbs a busca, todas as referéncias foram exportadas para a plataforma Rayyan e aplicado o recurso de
deteccdo automatica de duplicatas. A seguir, foi realizada andlise do titulo dos artigos e eliminados todos os
gue se enquadravam em algum critério de exclusédo ou que ndo se quadravam em algum critério de inclusao.
Os artigos restantes passaram para a analise de resumo e, por fim, de texto completo. Todas estas etapas
foram realizadas em formato duplo-cego por dois pesquisadores. Ao final de cada etapa, o duplo-cego foi
removido e as discordancias foram discutidas objetivando elaborar uma decisdo consensual.

O Quadro 2 mostra os critérios de inclusdo dos estudos e, o Quadro 3, os de exclusdo. Estes ultimos
foram avaliados na ordem hierarquica em que séo apresentados e, caso um artigo se enquadrasse em mais
de um motivo de excluséo, o critério atribuido seria o que estivesse posicionado mais acima na hierarquia.

Quadro 2 - Critérios de inclusado de estudos na revisao sistematica.

NUmero Descricéo do critério de incluséo
1 Estudos que envolvam infeccdo experimental com o virus Zika.
2 Estudos que realizem detec¢éo do virus assim como do seu genoma a partir de amostras de

sangue e/ou 6rgdos dos animais inoculados.

3 Estudos que sinalizem as alteracdes histopatolégicas (associados ou ndo a manifestacdes
clinicas).

Fonte: Bandeira DM, et al., 2023.

Dada a selecao final dos artigos incluidos, foi realizada entao a extragdo dos dados (Arquivo Suplementar
1). As variaveis para extracdo de dados estéo listadas no Quadro 4. Em seguida, foi realizada a andlise do
risco de viés a partir da tabela com as informacdes ja extraidas. Para tanto, foi utilizada a ferramenta SYRCLE
(HOOIIJMANS CR, et al., 2014), que é uma das mais adequadas para revisdes sistematicas de pesquisas
experimentais com animais. Ela consiste em 10 perguntas relacionadas a diferentes tipos de vieses (selecéo,
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performance, deteccao, atrito, relato e de outras fontes) para a avalicdo de cada um dos artigos incluidos na
revisdo. Em cada pergunta o risco de viés deve ser classificado como alto, baixo ou incerto. Por fim, os dados
foram sumarizados para a escrita do presente artigo, seguindo todas as recomendacdes do método PRISMA
(PAGE MJ, et al., 2021).

Quadro 3 - Hierarquia dos critérios de excluséo da reviséo sistematica a serem avaliados.

Posicéo Descricéo do critério

1° Estudos descritivos, cartas ao editor, outras revisdes sistematicas, meta-andlises, editoriais,
comentarios e publicacdes que ndo exibam por completo a metodologia, resultados e discussao.

2° Materiais incompletos ou de acesso bloqueado.

3° Publicacdes cujo foco principal fossem estudos in vitro ou experimento com humanos.

4° Artigos fora do tema proposto.

5° Vias de inoculagdo viral que ndo fossem a subcutanea, intravenosa, intraperitoneal ou
intramuscular.

6° Pesquisas nas quais o titulo do indculo era superior a 108 particulas/mL ou 108 TCIDso/mL ou
sem essa informagédo (TCIDse: Median Tissue Culture Infectious Dose).

7° Uso de farmacos em doses duas vezes acima (ou mais) do méximo recomendado para
propositos terapéuticos em humanos.

8° Estudos que realizaram mais de uma infeccdo experimental com 0s mesmos animais em
periodo menor que 15 dias.

9° Estudos nos quais ndo havia grupo controle.

10° Estudos que avaliavam coinfec¢@o experimental com outros patdégenos.

11° Animais com uma lesdo pré-existente em algum 6rgdo ou que ja tivessem sido utilizados
anteriormente para outras pesquisas.

12° Estudos ex vivo e in silico.

13° Estudos nos quais houve registro de mortes em grupo controle.

Fonte: Bandeira DM, et al., 2023.

Este protocolo foi submetido a plataforma PROSPERO e, apés revisédo por pares e ajustes sugeridos pelos
avaliadores, foi aprovado com numero de registro CRD42021273929. O formulario completo de registro pode
ser acessado através do link: https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?RecordID=273929.

RESULTADOS

A busca inicial nas bases de dados encontrou 735 publica¢des. Apds remocao das duplicatas, andlise de
titulo, resumo e texto completo, foram incluidos 27 artigos. A Figura 1 contém o fluxograma que detalha todas
as etapas de selecéao.
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Entre os artigos incluidos, o 6érgao mais analisado foi o cérebro (21/27 artigos; 77,78%), seguido por figado
e baco (14/27 artigos cada; 51,85%). Em relagcéo a espécie animal, os camundongos foram os mais utilizados
(17/27 artigos; 62,96%), especialmente das linhagens C57BL/6, AG129, A129, BALB/c e Kunming (KM).

Também foram realizados sete estudos com primatas ndo humanos (25,92% do total), dos quais cinco
eram especificamente com macacos Rhesus (Macaca mulatta). Também foram incluidos estudos com
marrds, morcegos frugivoros e o mamifero arboricola Tupaia belangeri chinensis (um estudo cada). Em
relacdo ao sexo dos animais, em seis estudos foram usados apenas machos; em cinco, apenas fémeas; em

onze, ambos; e em cinco esse dado néo foi informado.

Quadro 4 - Variaveis de interesse para a fase de extragdo de dados dos artigos incluidos na revisao

sistematica.

CATEGORIA DA INFORMAGAO

VARIAVEL

Identificag&o inicial

*Nome do autor principal

*Ano de publicacdo

*Pais de realizagdo do estudo

Desenho de estudo

*Grupos de analise

*Cinética experimental

*Amostras biologicas processadas

*Andlises realizadas

Caracterizacdo do modelo animal

*Espécie

*Linhagem

*Sexo

*|dade

*ModificagBes genéticas

*Qutras informacdes relevantes

Intervencéo realizada

*Origem ou registro da sequéncia genética do virus utilizado

*Dados do preparo do inéculo viral

*Dose aplicada

*Via de inoculagéo

Desfechos primario e secundario

*Carga viral das amostras analisadas

*QOrgéos afetados pela infeccdo

*Sinais clinicos compativeis com a infeccdo

*Detecc¢do do virus por Imuno-histoquimica

*Tecidos/6rgéos onde houve marcagao por imuno-histoquimica

*Alteracdo de temperatura corporal

*Alteracdo de peso corporal

Outras informacdes

*Limitag6es do estudo

Fonte: Bandeira DM, et al., 2023.
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Figura 1 - Fluxograma com detalhamento das etapas de busca, selecéo e inclusdo de artigos.

' Identificagdo de novos estudos através

de base de dados

ARTIGOS ENCONTRADOS (POR BASE DE DADOQOS)
PubMed: (n =371)
Embase (n = 128)
Google Académico (n = 100)
Scielo (n = 4)
LILACS (n = 1)

Total: 604 artigos

Motivos de exclusao
* Remocdo inicial de duplicatas
(h=128)

l

Analise do titulo dos artigos
(n=476)

Motivos de exclusdo

* Rl{n=7) * R5(n=53)
* R3(n=49) « R9(n=11)
.« R4(n=117)

Total: 237 artigos

Andlise do resumo dos artigos
(n=239)

Motivos de exclusao
* Rl1(n=29)

D Rpey 0=
* R3(n=9) . _
- R4 (n=69) R10 (n=2)

Total: 138 artigos

Andlise do texto completo dos artigos
(n =101)

Motivos de exclusao
* Auséncia de carga viral (n = 9)
* Auséncia de histologia (n = 24)

* R1l(n=3) * R5(n=5)
« R2(n=21) * R6(n=5)
* R3(h=2) * R7(n=3)
* R4(n=1) * R10(n=1)

Total: 74 artigos

Artigos incluidos na revisao sistematica
(n=27)

Legenda: R1: artigos que se enquadravam como estudos descritivos, cartas ao editor, revisdes sistematicas,
meta-analises, editoriais, comentarios ou estudos que a metodologia, resultados e discussdo foram
apresentados incompletos. R2: Artigos bloqueados ou exibidos parcialmente. R3: Estudos cujo foco principal
eram experimentos com cultura de células ou com seres humanos. R4: Estudos fora do tema proposto. R5:
Vias de inoculagéo que ndo a subcuténea, intramuscular, intravenosa ou intraperitoneal. R6: Titulo do in6culo
maior que 10° particulas/mL ou 108 TCIDso/mL ou sem dados do titulo. R7: Pesquisas que utilizaram drogas
em dose duas vezes maior a maxima recomendada para seres humanos com finalidades terapéuticas. R9:
Realizacéo de coinfec¢do do ZIKV com outros patégenos. R10: Animais com lesdo prévia no érgéo estudado
ou usado previamente para outros estudos. Fonte: Bandeira DM, et al., 2023.
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As cepas virais mais utilizadas foram PRVABC59 (Porto Rico, 2015), H/PF/2013 (Polinésia Francesa;
2013) e MR766 (Uganda, 1947). Em 21 dos 27 artigos incluidos (77,78%) o virus foi inoculado por via
subcutanea. A via intraperitoneal foi utilizada em 7 trabalhos (25,92%) e as vias intramuscular e intravenosa
apareceram na metodologia de apenas um trabalho cada.

Dados referentes a intensidade e periodo da viremia, assim como os titulos de RNA viral detectados a
partir das amostras de 6rgéos ou tecidos variaram entre os estudos a depender da espécie, linhagem, idade
e sexo do animal utilizado, da dose de virus inoculado e da presenca ou nao de tratamento prévio com alguma
substancia. No entanto, de forma geral, os resultados tendem a apontar deteccao de titulos mais elevados de
RNA do ZIKV no cérebro, baco, testiculo/ovarios, rim, figado e coracdo. Titulos mais elevados também
ocorreram em animais imunossuprimidos.

Os sinais clinicos relatados foram bem diversos, sendo os mais frequentes: conjuntivite ou presenca de
secrecao ocular (22,22% dos artigos), paralisia dos membros inferiores (18,52%), letargia e postura arqueada
(14,81% ambos). Dois artigos néo relataram a avaliag&o clinica e, em um dos estudos, os animais foram
completamente assintomaticos.

Tabela 1 - Andlise de risco de viés dos estudos incluidos de acordo com a ferramenta SYRCLE.

Viés | Viés QOutras

Viés de Viés de Viés de
Autor/Ano selecao performance | deteccéo d? i fontgs
atrito | relato | de Viés

2 4 5 6 7

Wu YH, et al. (2018)
Caine EA, et al. (2019)
Peregrine J, et al. (2019)
Darbellay J, et al. (2017)
Zhang NN, et al. (2019)
Hirsch AJ, et al. (2018)
Snyder-Keller A, et al. (2019)
Dowall SD, et al. (2016)
Ireland DDC, et al. (2020)
Snyder-Keller A, et al. (2020)
Malmolov A et al., (2019)
Branche E, et al. (2019)
de La Veja MA, et al. (2019)
Chiu CY, et al. (2017)
Zmurko J, et al. (2016)
Mavigner M, et al. (2018)
Kawiecki AB, et al. (2017)
Li S, et al. (2018)
Martinot AJ, et al. (2018)
Aliota MT, et al. (2016)
Yu J, et al. (2017)
Miner JJ, et al. (2016)
Panganiban AT, et al. (2020)
Li XF, et al. (2016)
Julander JG, et al. (2017)
Dowall SD, et al. (2016)
Zheng B, et al. (2021) ? ? ? ? ? :
Legenda: A (Alto risco de viés); B (Baixo risco de viés); ? (Risco de viés incerto); Critérios avaliados: 1-
Sequéncia de alocacao; 2- Caracteristicas de base; 3- Ocultagdo de alocacado; 4- Alojamento aleatério: 5-
Mascaramento; 6- Avaliacdo aleatéria do desfecho; 7- Mascaramento para avaliagcao dos resultados; 8- Dados
incompletos sobre o desfecho; 9- Relato seletivo do desfecho; 10- Outras fontes de viés.
Fonte: Bandeira DM, et al., 2023.
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A presenca do ZIKV foi confirmada pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ) em 16 dos artigos incluidos
(59,25%). O cérebro foi 0 6rgao onde a detecgédo do antigeno-ZIKV especifico foi mais comumente verificado
por IHQ (12/16 dos estudos que realizaram a técnica; 75%), seguido por testiculo (4/16; 25%) e figado (3/16;
18,75%).

A andlise histopatoldgica teve como principal alteracdo relatada a presenca de infiltrado de células
mononucleares (62,96%), seguido por evidéncia de degeneracdo de estruturas teciduais (29,62%), presenca
de calcificacBes no tecido e hemorragia (ambos com 3/27 artigos; 11,11%). Os 6rgédos onde mais foram
observadas alteracBes foram o cérebro (16/27 artigos; 59,25%), testiculo e epididimo (7/27; 25,92%), baco
(4/27; 14,81%) e figado (11,11%). De forma menos expressiva também foram relatadas alteracdes na
vasculatura, pele, musculo, olhos, placenta, glandula salivar, rim e coracdo. Somente um dos estudos néo
encontrou nenhuma diferenca histolégica entre animais controle e infectados.

Em relacdo a alteracdo da temperatura dos animais, a maior parte dos artigos (23/27; 85,18%) né&o
informou esse dado. Dois estudos relataram hipotermia em animais infectados e um relatou febre em parte
dos animais. As alteracdes de peso também ndo foram descritas em uma parte consideravel dos artigos
incluidos (13/27; 48,14%). Em sete estudos, a perda alcancou 20% ou mais do peso inicial dos animais, o
gue motivou a eutanasia deles.

A maioria dos estudos também néo informou as limitagbes de seus experimentos (21/27; 77,77%). Entre
os 6 artigos que o fizeram, os problemas descritos estavam associados ao préprio modelo, ao nimero de
animais disponiveis ou a falta de etapas adicionais da pesquisa que poderiam ter agregado informacdes
relevantes.

Por fim, ao aplicarmos a ferramenta SYRCLE para analise de risco de viés (Tabela 1), observamos que a
maior parte dos estudos nado informa dados importantes do processo metodol6gico, tornando incerta a
avaliacdo sobre os critérios associados aos vieses de sele¢do, performance e detec¢do. Em relagdo aos
vieses de atrito e de relato, o risco foi alto em todos os artigos. J& em relacdo a outras fontes de vieses, o
risco foi incerto em doze estudos e baixo nos demais.

DISCUSSAO
Primatas nao humanos

Devido a semelhanca genética com os seres humanos e, por ter sido inicialmente isolado nesses animais
(DICK GW, et al., 1952), o uso de primatas ndo humanos como modelo para o estudo da infec¢édo pelo ZIKV
ja era esperado. No trabalho de Peregrine J, et al. (2019), realizado com babuinos verde-oliva inoculados com
a cepa da Polinésia Francesa, foram observados sintomas brandos da infec¢éo (rash e conjuntivite). O virus
foi detectado no sémen, epididimo e testiculo. Além disso, observou-se processo inflamatério no sistema
reprodutor e reducdo da espermatogénese.

Em relacdo ao impacto da cepa no desfecho da infeccdo, em um estudo com Saguis (Callithrix jacchus)
inoculados com a cepa de Uganda, os animais ndo apresentaram nenhum sinal clinico relevante (CHIU CY,
et al., 2019). Historicamente, essa cepa estava ligada a casos predominantemente assintomaticos ou
oligossintomaticos em humanos (SLENCZKA W, 2016).

Ja& nos estudos de Martinot AJ, et al. (2018) e de Panganiban AT, et al. (2020), ambos realizados com
fémeas gravidas de Macaca mulatta infectadas com cepas virais que circularam na grande epidemia
brasileira, houve relato de abortos espontdneos causados pela infeccdo. Em um desses trabalhos, foi
realizada andlise histopatoldgica da placenta das fémeas infectadas, onde se observou trombose arterial,
infarto a jusante, tecido placentério necrético, esclerose vilositaria, perda de vasos fetais dentro das
vilosidades da placenta, intervilosite, ilhas de trofoblastos intermediarios e deciduite placentaria (MARTINOT
AJ, et al., 2018).

Hirsch AJ, et al. (2018) encontrou resultados semelhantes ao infectar o mesmo modelo animal com a cepa
de Porto Rico. Apesar de ndo ter ocorrido aborto, constatou-se infarto placental em grandes areas,
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calcificac6es nas vilosidades do estroma placentario (devido a morte dos fibroblastos), decidualite, vasculite
linfoplasmocitaria leucocitoclastica, dano as artérias espirais e estreitamento vascular. Outro ponto importante
e frequentemente ressaltado nos estudos com primatas nao humanos foram as alteragdes subclinicas no
cérebro. Mavigner M, et al. (2018) e Li XF, et al. (2016) observaram infiltrado inflamatério nesse tecido.
Também foi observado que, na medula espinhal toracica anterior se formam focos inflamatérios na substancia
branca, com evidéncia de degeneracédo, com multiplos axdnios dilatados e formacéo esferoide (MAVIGNER
M, et al., 2018).

Camundongos imunodeficientes

Os estudos com modelo murino foram bastante diversos em relacéo ao sexo, idade, linhagens, alteracées
imunoldgicas genéticas, vias de inoculacdo, doses de indculo e analises realizadas. Ao analisarmos os
trabalhos que utilizaram animais imunodeficientes, € comum observar intensas manifestacdes clinicas
causadas pela infec¢éo e alta letalidade. A infeccdo de camundongos AG129 resultou em 100% de letalidade,
seja causada diretamente pelo virus ou pela necessidade de eutanasia devido aos critérios de ponto final
humanitario (JULANDER JG, et al., 2017; DOWALL SD, et al., 2016). Para camundongos C57BL/6, KM e ICR
a taxa de letalidade foi de 75 a 100% (LI S, et al., 2018; DOWALL et al., 2016). Além disso, a quantificacao
de RNA viral nos tecidos demonstrou altos titulos, chegando a ordem de 101! (DOWALL SD, et al., 2016).

Nem todas as altera¢des genéticas, no entanto, representaram por si s6 maior susceptibilidade ao ZIKV.
Um estudo realizou infeccdo experimental em camundongos Ragl’ (deplecdo para gene que codifica
enzimas ligadas ao rearranjo/recombinacéo de imunoglobulinas), C57BL/6 CD8"- (deplecdo de resposta
imune linfocitaria) e C57BL/6 TCRB&~ (deplecéo da sintese do receptor de linfécitos T). Nesses animais néo
foi relatada qualquer sintomatologia, eles tiveram poucas alteracdes histopatolégicas e, além disso, sé
apresentaram alguma evidéncia da infec¢cao quando tratados previamente com anticorpos anti-Ifnarl (CAINE
EA, etal., 2019).

Ademais, o trabalho de Zmurko J, et al. (2016) foi importante para mostrar que, além da imunossupressao,
a dose do in6culo também tem grande impacto no desfecho. Ao testar doses variando de 1x10! a 1x10°5
PFU/mL em camundongos AG129, foi visto que os sinais clinicos eram mais frequentes e intensos conforme
a dose e a eutanasia também precisava ocorrer mais precocemente. Em outra pesquisa, realizada com a
mesma linhagem animal, foi descrito que o desfecho independia de a inoculag&o ser por via subcutanea ou
intraperitoneal, mas que a dose era decisiva para a evolugao do quadro clinico. Além disso, mesmo em
indculos com baixas concentragfes (da ordem de 1 PFU/mL), os animais imunodeficientes apresentam sinais
clinicos severos e precisavam ser eutanasiados (ALIOTA MT, et al., 2016).

Semelhantemente ao que foi observado com os estudos em primatas ndo humanos, além do status
imunolégico dos camundongos e do titulo viral, a cepa viral também é fator decisivo no desfecho. Ao testarem
3 diferentes cepas em camundongos A129 e sob infeccdo com diferentes concentragdes, Dowall SD, et al.
(2017) relataram que apenas a cepa MP1751 (Uganda, 1962) causou alto score clinico nos animais,
antecipando a eutanasia.

O sexo dos animais também influenciou nos resultados. No estudo de Snyder-Keller A, et al. (2019) foi
observado que as fémeas infectadas tiveram ganho de peso mais lento que os machos. Em outra pesquisa,
no qual foram utilizados camundongos duplo Knockout para IRF 3 e 7, também foi observada a mesma
diferenca entre os sexos (KAWIECKI AB, et al., 2017). No entanto, o papel hormonal na patogénese da
infeccéo pelo ZIKV ainda carece de maior investigacéo.

Ao analisar os resultados da carga viral, observamos que o titulo detectado é, em geral, consideravelmente
superior ao encontrado nos animais imunocompetentes, detectavel em mais 6rgdos e por mais tempo. J& em
relacdo as andlises histopatolégicas, o érgao mais estudado foi o cérebro. Nele foi visto que ha presenca de
infiltrado polimorfonuclear, fragmentacédo nuclear difusa dentro da substancia cinzenta e branca (DOWALL
SD, et al., 2017; DOWALL SD, et al., 2016), necrose neuronal, malacia e encefalite/encefalomielite
(BRANCHE E, et al., 2019; ZMURKO J, et al., 2016; KAWIECKI AB, et al., 2017; ALIOTA MT, et al., 2016;
JULANDER JG, et al., 2017).
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No baco havia centro germinativos com areas grandes e mal definidas, compreendendo grandes células
mononucleares dentro da polpa branca, com numerosos corpos apoptéticos dispersos, figuras mitoticas,
proeminente hematopoiese extramedular na polpa vermelha com numerosas células precursoras, corpos
apoptoticos e megacariécitos dispersos, numerosos polimorfonucleares maduros dentro dos seios da polpa
vermelha (DOWALL, et al., 2017; DOWALL, et al., 2016) e ativacgao linfocitaria (ZHENG B, et al., 2022). Focos
de hematopoiese também foram relatados no figado (DOWALL SD, et al., 2016).

Apesar de ter sido relativamente frequente o relato de conjuntivite ou secrecdo ocular, apenas um dos
estudos se aprofundou na andlise histopatolégica desse tecido, sendo constatado infiltrado de células
inflamatdrias na regido posterior dos olhos (MINER JJ, et al., 2016).

No musculo estriado esquelético foi relatada degeneracao multifocal das miofibras, necrose com infiltracédo
de células inflamatérias e tentativa de regeneracéo (ALIOTA MT, et al., 2016). Na musculatura cardiaca foram
descritos infiltrados de polimorfonucleares no miocardio, degeneracdo de cardiomiécitos, debris nucleares,
infiltracdo de células inflamatérias nas valvulas atrioventriculares e tecido conjuntivo ao redor do epicérdio
(DOWALL SD, et al., 2017).

Por fim, véarios estudos relataram alteracdes no funcionamento dos érgéos reprodutores. Nos ovérios ha
degeneracdo folicular e infiltrado inflamatério (CAINE EA, et al., 2019). Nos testiculos foi observada atrofia
(auséncia de espermatogénese), fertilidade reduzida em 44% (DE LA VEGA MA, et al., 2019), infiltracao de
macréfagos (e as vezes de polimorfonucleares) no tecido intersticial, material homogéneo e eosinofilico
(interpretado como fluido proteico) expandindo o intersticio de forma variavel, necrose dos tabulos seminiferos
(DOWALL, et al., 2017), epididimite necrossupurativa e células epiteliais descamadas no limen (KAWIECKI
AB, et al., 2017; ZHENG B, et al., 2022). Um estudo também relatou que animais infectados tinham reducéo
da dosagem de testosterona e que, caso fossem suplementados com esse hormonio, apresentavam menor
mortalidade (ZHENG B, et al., 2022).

Camundongos imunocompetentes

Poucos autores utilizaram modelos murinos imunocompetentes. Uma possivel causa é que, nos animais
gue possuiam sistema imunolégico plenamente responsivo, 0s sinais clinicos eram mais discretos, raros, a
deteccéo de carga viral ocorria em menos 6rgaos (e em menores titulos) e também eram observadas menos
alteracdes histopatoldgicas. E como ndo se pode utilizar um n grande de animais (por questdes éticas), o
risco ndo encontrar nenhuma diferenca significativa em relacdo aos animais controle pode desmotivar muitos
pesquisadores. No entanto, este modelo simula melhor a infeccdo em seres humanos saudaveis que os
animais imunossuprimidos. A detec¢do do RNA viral em cérebro, figado, bago e rim de camundongos ICR foi
observada quando estes foram inoculados com doses virais que variaram de 102 a 10°. Estes animais
apresentaram manifesta¢des clinicas e a andlise histopatolégica revelou infiltrado monocitario ao redor de
vasos sanguineos (WU YH, et al., 2018).

No trabalho de Yu J, et al. (2017) realizado com camundongos BALB/c, C57BL/6 e Kunming (KM), o virus
foi detectado nos mesmos érgaos, acrescendo-se o testiculo. No cérebro foi observada necrose eosinofilica,
necrose coagulativa, nddulos de células gliais, "células fantasma", infiltrado neutrofilico e linfocitico. No bago
havia congestéo dos sinusoides, detec¢do de hemosiderina no citoplasma dos esplendcitos, desaparecimento
das ilhas eritroblasticas, expansao de centros germinativos, hiperplasia linféide reativa nos foliculos linféides
da polpa branca, congestdo do sinusoide esplénico na polpa vermelha e numerosas células gigantes
multinucleadas. No figado observou-se degeneracdo hidropica, hiperplasia renovavel ou morte de
hepatécitos, desaparecimento das ilhas eritroblasticas e atrofia dos hepatécitos proximos a regido da veia
central (congestdo crbnica). No rim houve edema nas células epiteliais do tibulo renal proximas a capsula,
com hiperemia no mesénquima.

Snyder-Keller A, et al. (2019) também realizaram experimentos com diferentes linhagens de
camundongos: C57BL/6J (B6), 129S1/SvimJ (129S1), FVB/NJ (FVB), e DBA/2J (DBA). O RNA viral foi
detectado no figado, baco e rim de todos os animais, porém sempre com titulos virais de 10* ou menos. No
cérebro, os titulos foram mais altos, chegando a 108, com periodo de deteccao mais prolongado (até 27 dias
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pés-infeccédo) e foi 0 Unico érgdo onde foram descritas alterac8es histopatolégicas (ativacédo e apoptose glial,
além grandes areas de calcificacao).

Camundongos 129S1 e B6 tiveram perda de balango e ataxia em 11 dias pos-infeccao. Os mais afetados
tiveram constantes quedas, convulsdes e paralisia dos membros posteriores. Camundongos DBA tiveram
poucos sintomas motores e um animal teve convulsfes. Resultados semelhantes foram encontrados em
estudo do mesmo grupo, realizado no ano seguinte. Nesse segundo experimento, no entanto, também foi
encontrada deposicao de ferro sobre as areas de calcificacdo (SNYDER-KELLER A, et al., 2020).

Outros modelos animais

Ao longo desta revisdo sistematica, varios outros modelos animais promissores foram encontrados. No
entanto, apenas trés continham, simultaneamente, analises de carga viral e histopatoldgica, além de nao se
enquadrarem em nenhum dos critérios de exclusédo da pesquisa.

No primeiro deles foi realizada inoculagao intraperitoneal de marras gravidas da linhagem Landrace-cross
com a cepa de Porto Rico. Nesse estudo, as fémeas ndo apresentaram nenhuma sintomatologia relevante,
além de discreta perda de peso. E apesar de também néo terem sido descritos casos de aborto, os filhotes
nasceram com reducdo do tamanho cerebral e dois deles apresentaram graves altera¢des neuroldgicas e de
desenvolvimento (DARBELLAY J, et al., 2017).

E apesar de, em seres humanos, essas manifestacdes também ja terem sido relatadas (FREITAS DA, et
al., 2020), os autores destacaram importantes diferencas entre marrds e humanos, como a estrutura
placentaria, o que poderia dificultar estudos que visem justamente a comparacdo entre as espécies e
inferéncia dos achados.

O segundo modelo proposto foi a utilizagcdo do mamifero arboricola Tupaia belangeri chinensis, cuja
inoculagdo se deu pela via subcutanea, com inéculo viral com concentragdes de 10° a 10 PFU (Plaque
Forming Unit) da cepa GZ01 (ZHANG NN, et al., 2019).

Os animais nao ficaram febris, mas apresentaram rash cutaneo e petéquias na regido abdominal, foram
capazes de gerar viremia e o RNA viral foi detectado no cérebro, coracao, figado, bago, pulméo, rim, testiculo
e musculos. Os testiculos foram os locais onde a carga viral atingiu os maiores titulos e, na andlise
histopatoldgica desse Orgdo, também foram observadas importantes alterages estruturais nos tubulos
seminiferos. Outra alteracao relatada foi a presenca de hemorragia e infiltrados inflamatérios na hipoderme.

Por fim, o terceiro modelo foi proposto por Malmlov A, et al. (2019), que inocularam 7,5x10° PFU da cepa
de Porto Rico, por via subcutanea, em morcegos frugivoros machos da espécie Artibeus jamaicensis. A
infeccao cursou de forma assintomatica nesses animais, porém foram observadas importantes alteracdes
histopatoldgicas, como inflamacdo na glandula salivar, degeneragdo celular e infiltracdo de linfécitos no
testiculo. No cérebro, foi constatada a degeneracéo de neurénios.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo com o ZIKV em modelo animal tem se concentrado principalmente em primatas ndo humanos e
camundongos e focando as andlises, sobretudo, no cérebro. Apesar dos bons resultados obtidos, deve-se
incentivar a busca pela ampliagdo dos modelos disponiveis, bem como aprofundar os estudos
histopatoldgicos da infeccao em outros 6rgaos.
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