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RESUMO 

Mariana Oliveira Lopes da Silva 

ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO FATOR INIBIDOR DA MIGRAÇÃO DE 

MACRÓFAGOS NA PATOGÊNESE DO VÍRUS ZIKA EM MODELO 

EXPERIMENTAL MURINO 

Orientadora: Iranaia Assunção Miranda 

Co-orientador: Rômulo Leão Silva Neris  

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

O vírus Zika (ZIKV) é um flavivírus geralmente transmitido pela fêmea de mosquitos 

Aedes aegypti, mas também é possível a transmissão sexual e vertical. A infecção 

normalmente causa um quadro febril brando, porém pode resultar em complicações 

neurológicas graves como a síndrome de Guillain-Barré em adultos, microcefalia fetal e 

outras má formações congênitas. O ZIKV apresenta um marcante neurotropismo, 

promovendo destruição de células neurais e uma intensa resposta inflamatória no 

cérebro. O fator inibidor da migração de macrófagos (MIF) é uma citocina produzida 

por vários tipos celulares e relaciona-se positivamente com a gravidade de várias 

doenças inflamatórias, incluindo as de natureza viral, como a encefalite causada pelo 

vírus do Nilo ocidental (WNV) e a dengue hemorrágica. Além disso, níveis elevados de 

MIF foram encontrados no plasma de fêmas de macaco rhesus infectadas pelo ZIKV. 

Nossa hipótese é de que, assim como na infecção pelo WNV, o MIF poderia contribuir 

para a exacerbação do dano tecidual induzido pelo ZIKV. O objetivo deste estudo foi 

investigar o envolvimento do MIF na patogênese do ZIKV. Para isso utilizamos um 

modelo neonatal murino onde a replicação ativa do ZIKV no cérebro promove 

alterações histológicas como surgimento de áreas de necrose e infiltrado de células 

inflamatórias. Camundongos C57BL/6, selvagens (WT) e deficientes de MIF (MIF-/-) 

foram infectados pela via subcutânea com 106 ou 104 PFU de ZIKV ou Mock (50 µl) no 

terceiro (P3) ou sexto (P6) dias após o nascimento. Nas análises da expressão do MIF 

no cérebro dos WT infectados, observamos que sua expressão foi modulada de forma 

dose e idade dependente estando aumentado nos animais mais jovens. Para observar se a 

ausência do MIF protegeria os animais da infecção, infectamos e monitoramos 

camundongos WT e MIF-/-. Nossos resultados mostram que na infecção em P3 os 

animais WT, com ambas cargas virais, apresentaram sinais de distúrbios neurológicos e 
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motores e evoluíram à morte, enquanto nos MIF-/- isto só foi observado nos animais que 

receberam a maior carga viral e os que foram infectados com 104 PFU não apresentaram 

quaisquer sinais clínicos da infecção. Na infecção em P6 nenhum dos grupos apresentou 

sinal clínico. Ao analisarmos a carga viral no cérebro destes animais observamos todos 

os grupos apresentavam RNA viral no cérebro e sem diferenças significativas entre WT 

e MIF-/-, exceto nos animais infectados com 104 PFU onde os MIF-/- mantiveram a carga 

viral próxima entre 6 e 12 d.p.i. enquanto nos WT foi observado um aumento entre estes 

dias. Na avaliação da carga viral em órgãos periféricos (músculo, fígado e baço), 

observamos que o vírus chega em todos eles porém com carga viral muito menor em 

relação a do cérebro e sem diferenças significativas entre os grupos. Por fim, ao 

observamos a expressão das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6, na infecção em 

P3 com 106 PFU, vimos que ambas estão muito aumentadas em ambos os grupos sem 

diferenças significativas entre eles. Estes resultados sugerem que a ausência do MIF tem 

papel protetor em modelo de infecção sub-letal.  

Palavras chave: ZIKV, MIF, neuropatogênese, neuroinflamação, modelo murino 
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ABSTRACT 

Mariana Oliveira Lopes da Silva 

 

STUDY OF THE INVOLVEMENT OF THE MACROPHAGE MIGRATION 

INHIBITOR FACTOR IN ZIKA VIRUS’ PATHOGENESIS IN NA 

EXPERIMENTAL MICE MODEL 

Advisor: Iranaia Assunção Miranda 

Co-advisor: Rômulo Leão Silva Neris  

 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e 

Imunologia e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

The Zika virus (ZIKV) is a flavivirus usually transmitted by the female Aedes aegypti 

mosquito, but sexual and vertical transmission is also possible. The infection usually 

causes mild fever, but may result in severe neurological complications such as Guillain-

Barré syndrome in adults, fetal microcephaly and other congenital malformations. ZIKV 

has marked neurotropism, promoting destruction of neural cells and intense 

inflammatory response in the brain. Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a 

cytokine produced by several cell types and is positively related to the severity of 

various inflammatory diseases, including viral ones such as West Nile virus (WNV) 

encephalitis and hemorrhagic dengue. In addition, elevated levels of MIF were found in 

the plasma of rhesus monkeys infected by ZIKV. Our hypothesis is that, as in WNV 

infection, MIF could contribute to the exacerbation of tissue damage induced by ZIKV. 

The aim of this study is to investigate the involvement of MIF in ZIKV pathogenesis.  

For this we used a neonatal murine model in wich the active replication of ZIKV in the 

brain promotes histological changes such as the appearance of areas of necrosis and 

infiltration of inflammatory cells. The wild-type C57BL/6 (WT) and MIF-deficient 

(MIF-/-) mice were infected with either 106 or 104 PFU of ZIKV or Mock (50 μl) on the 

third (P3) or sixth (P6) days after birth. In the analyzes of MIF expression in the brain 

of the infected WT, we observed that its expression was dose and age dependent being 

increased in the younger animals. To observe if the absence of MIF would protect the 

animals from the infection, we infected and monitored WT and MIF-/- mice. Our results 

show that in the P3 infection the WT animals, with both viral loads, presented signs of 

neurological and motor disorders and evolved to death, while in the MIF-/- this was only 
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observed in animals that received the highest viral load and those that were infected 

with 104 PFU did not show any clinical signs of infection. In the P6 infection, none of 

the groups presented clinical signs. When we analyzed the viral load in the brains of 

these animals we observed all groups had viral RNA in the brain and had no significant 

differences between them, except in the animals infected with 104 PFU where the MIF-/- 

maintained the viral load between 6 and 12 dpi while in WT an increase was observed 

between these days. In the evaluation of the viral load in peripheral organs (muscle, 

liver and spleen), we observed that the virus arrives in all of them but with a viral load 

much lower than that of the brain and without significant differences between the 

groups. Finally, when we observed the expression of the proinflammatory cytokines 

TNF-α and IL-6, in the P3 infection with 106 PFU, we saw that both are greatly 

increased in both groups without significant differences between them. These results 

suggest that the absence of MIF plays a protective role in the sublethal infection model. 

 

Key words: ZIKV, MIF, neuropathogenesis, neuroinflammation, mice model. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

1.1-O vírus Zika 

 

O Vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus pertencente a família Flavivridae e, do 

gênero Flavivírus, que foi isolado pela primeira vez em 1947 do soro de um macaco 

rhesus sentinela na região da floresta de Zika, Uganda (Dick, Kitchen et al. 1952). No 

ano seguinte foi isolado de mosquitos da espécie Aedes africanus levando a hipótese de 

que o vírus seria transmitido por vetor artrópode por mosquitos do gênero Aedes (Dick, 

Kitchen et al. 1952). Os primeiros casos de infecção em humanos confirmados só foram 

registrados anos mais tarde, em 1962, na Uganda. Porém, mesmo sabendo-se que o 

vírus infecta humanos, o ZIKV raramente era investigado como possível agente 

etiológico em um paciente, visto que a região já era endêmica para outras arboviroses 

com sintomas semelhantes. Até então, a mais conhecida era a dengue, levando a 

subestimação do real número de casos em um longo período de tempo (Baud, Gubler et 

al. 2017).  

Em 2007, houve o primeiro grande surto registrado de Zika na ilha de Yap, nos 

Estado Federados da Micronésia seguido, 6 anos mais tarde entre 2013 e 2014, por um 

surto maior ainda na Polinésia Francesa. Neste momento foram registrados os primeiros 

casos de síndrome de Guillain-Barré (SGB) em pacientes que tiveram Zika levantando 

as primeiras suspeitas da capacidade do ZIKV de induzir complicações neurológicas 

(Cao-Lormeau, Blake et al. 2016). 

No Brasil, suspeita-se que o vírus tenha chegado durante a Copa do Mundo de 

2014, quando houve a chegada de um grande número de turistas, inclusive africanos e 

da Polinésia, que podem ter trazido o vírus para território nacional e, possivelmente, 

espalhando por toda a América do Sul (Epelboin, Talaga et al. 2017). Entre fevereiro e 

março de 2015, foi registrado um grande número de casos da doença no Brasil. Já em 

novembro houve um aumento significativo no número de casos de microcefalia, 

especialmente na região nordeste e, após investigações, observou-se que muitas das 

grávidas haviam apresentado doença com sintomas “semelhantes aos da dengue”, 

apresentando febre baixa,  dores de cabeça e exantema (De Carvalho, De Carvalho et al. 

2016). Em 2016, o ZIKV foi detectado, sequenciado e isolado do líquido amniótico, do 

cérebro e da placenta de fetos com microcefalia de mulheres grávidas da região nordeste 
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que haviam apresentado quadro exantemático, provando que o vírus é capaz de 

atravessar a barreira transplacentária e confirmando as suspeitas de transmissão vertical 

e que esta poderia ser a causa das complicações neurológicas dos recém-nascidos 

(Calvet, Aguiar et al. 2016, Driggers, Ho et al. 2016, Martines, Bhatnagar et al. 2016). 

Apesar disso, o ZIKV assim como outros flavivírus patogênicos, como o vírus 

da dengue (DENV) e o da febre amarela (YFV), tem como principal forma de 

transmissão mosquitos do gênero Aedes (Akoua-Koffi, Diarrassouba et al. 2001, Diallo, 

Sall et al. 2014). Atualmente, já se sabe que existem outras formas de transmissão do 

ZIKV, devido ao amplo tropismo tecidual do vírus, que já foi detectado em diversos 

tecidos e fluidos corporais (sangue, urina, saliva, sêmen, leite materno) com relatos de 

transmissão sexual, de possíveis transmissões via transfusões sanguíneas em regiões 

endêmicas da doença e transmissão perinatal (Besnard, Lastere et al. 2014, Musso, 

Nhan et al. 2014, Gourinat, O'Connor et al. 2015, Musso, Roche et al. 2015, Musso, 

Roche et al. 2015, Barjas-Castro, Angerami et al. 2016, Mansuy, Dutertre et al. 2016). 

No Brasil, as infecções pelo ZIKV permanecem sendo notificadas e, somente em 

2018, de acordo com o boletim epidemiológico do Ministério da Saúde, foram relatados 

3.984 casos confirmados de zika e 5 óbitos devido a infecção pelo ZIKV confirmados 

por exame laboratorial por todo o Brasil, sendo a terceira maior incidência dos casos no 

Rio.O último boletim epidemiológico lançado (BE Vol. 50 Nº 13, 2019) mostrou um 

aumento no número de casos prováveis de ZIKV em gestantes no Brasil em relação a 

este mesmo período em 2018. 

 

1.2- Estrutura e ciclo de replicação do ZIKV 

 A partícula madura do ZIKV é composta de uma cópia do genoma viral o qual 

é envolvido por um capsídeo proteico formado por múltiplas cópias da proteína do 

capsídeo. O capsídeo é envolto pelo envelope lipídico (bicamada lipídica proveniente 

das membranas lipídicas do hospedeiro) e este é recoberto por 180 cópias de proteína E 

e proteína M organizadas em dímeros que ocupam toda a sua superfície, conferindo 

arranjo icosaédrico à partícula (figura 1) (Kuhn, Zhang et al. 2002, Sirohi, Chen et al. 

2016).  
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Figura 1: Representação esquemática da estrutura do ZIKV.À direita estrurura tridimensional da 

partícula viral que possui simetria icosaédrica com aproximadamente 50 nm de diâmetro. À esqueda 

esquema da estrurura do vírus mostrando o nucleocapsídeo circundado por um envelope lipídico onde 

são projetadas as proteínas E e M. Fonte: viralzone.expasy.org – Zika vírus. 

O genoma do ZIKV consiste de uma fita-simples de RNA de polaridade 

positiva de aproximadamente 10.7 Kb, com apenas um quadro de leitura (Open 

Reading Frame - ORF) que codifica 10 proteínas: 3 estruturais (proteína do capsídeo, 

precursora de membrana- prM e de envelope- E) e 7 não estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Chambers, Hahn et al. 1990). O ciclo de replicação 

do ZIKV ainda é pouco estudado, logo utiliza-se como base o ciclo de outros flavivírus, 

onde geralmente diversos aspectos são conservados dentro do gênero. O ciclo inicia-se 

quando há interação das glicoproteínas do envelope viral com os receptores da célula-

alvo levando a endocitose da partícula. Com a acidificação no interior da vesícula 

endocítica, os dímeros de proteína E formam trímeros, levando a fusão do envelope à 

membrana da vesícula e a liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula 

hospedeira, onde, em seguida, o genoma viral é liberado (Modis, Ogata et al. 2004). 

Após ser liberado, o mesmo é reconhecido pela maquinaria de tradução celular no 

retículo, onde ocorre a tradução da poliproteína que é, posteriormente, clivada por 

proteases virais e do hospedeiro. A replicação do genoma ocorre em complexos de 

replicação, que são projeções do retículo endoplasmático (R.E.) formando vesículas, 

onde se tem a transcrição da fita de RNA negativa pela polimerase viral, que serve de 

Dímero de 

Proteína E 
Proteína M 

Proteína do 

capsídeo 

Genoma de 

RNA 

Organização dos 

dímeros de proteína 

E em T3 
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molde para gerar as novas fitas de polaridade positiva. Após a etapa de amplificação, o 

genoma viral é encapsulado e brota do R.E. seguindo para o complexo de Golgi onde 

ocorre a maturação da partícula. Nesse momento ocorre a reorganização das proteínas 

E para formar os dímeros e a prM é clivada para enfim liberação das partículas maduras 

para o meio extracelular via exocitose.(Routhu and Byrareddy 2017).   

 

1.3- Manifestações clínicas da infecção pelo ZIKV 

A infecção pelo ZIKV raramente é sintomática, onde estima-se que apenas 18% 

das pessoas infectadas apresentam sintomas (De Carvalho, De Carvalho et al. 2016). 

Nos casos sintomáticos, os pacientes geralmente apresentam sintomas brandos e 

inespecíficos como febre, exantema, conjuntivite, artralgia e mialgia que duram de 

alguns dias a uma semana e dificultam bastante um diagnóstico preciso da doença 

(Duffy, Chen et al. 2009), principalmente considerando que as áreas endêmicas do 

ZIKV coincidem com as de outros flavivírus como o vírus da dengue (DENV) e o da 

febre amarela (YFV). (Charlier, Beaudoin et al. 2017, Ruckert, Weger-Lucarelli et al. 

2017). 

Apesar de na maioria dos casos a infecção não ser grave, já existem inúmeros 

relatos de complicações neurológicas causadas pelo ZIKV em adultos, como encefalite, 

meningoencefalite, mielite e desenvolvimento de SGB, além da síndrome congênita do 

ZIKV (SCZ). Nesses casos, a confirmação da infecção se deu pelo  isolamento e/ou 

detecção do RNA viral no líquido cefalorraquidiano (LCR), soro dos pacientes 

sintomáticos, e por fim no cérebro, no caso de morte fetal (Cao-Lormeau, Blake et al. 

2016, Carteaux, Maquart et al. 2016, Mecharles, Herrmann et al. 2016, Brito Ferreira, 

Antunes de Brito et al. 2017, da Silva, Frontera et al. 2017, Krauer, Riesen et al. 2017).  

A SGB é uma doença autoimune neurodegenerativa onde partes do sistema 

nervoso periférico se tornam alvo do sistema imune que monta resposta contra a 

mielina dos axônios e cujo sintomas geralmente consistem em parestesia seguida de 

fraqueza progressiva e por fim paralisia flácida (Hadden and Hughes 2003). A 

encefalite e menigoencefalite são caracterizadas por um processo inflamatório no 

cérebro e cérebro e meninges, respectivamente, que culminam na disfunção do órgão 

com consequente sinais clínicos como problemas cognitivos e paralisia (Venkatesan, 
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Tunkel et al. 2013). Já a mielite é a inflamação da medula espinal que leva a 

desmielinização dos axônios gerando um quadro de déficit sensorial e motor e 

possivelmente dificuldade para andar e respirar podendo evoluir para paralisia 

completa (Greenberg, Krishnan et al. 2019). Os pacientes que apresentam essas 

doenças induzidas pelo ZIKV apresentaram sintomas como: dores de cabeça intensas, 

parestesia, diplegia facial, fraqueza nos membros inferiores e dificuldade ao andar, 

insuficiência respiratória, confusão mental e perda de consciência (Azevedo, Araujo et 

al. 2016, Bido-Medina, Wirsich et al. 2018).   

A SCZ é um conjunto de anomalias estruturais e funcionais no feto causadas 

pela infecção congênita pelo ZIKV e que podem levar a morte fetal. Tais anomalias 

incluem restrição do crescimento intrauterino, morfologia cranial alterada, defeitos 

oculares, cegueira, surdez, microcefalia, calcificação e atrofia cerebral e do cerebelo 

(Besnard, Eyrolle-Guignot et al. 2016, Brasil, Pereira et al. 2016, Culjat, Darling et al. 

2016, de Fatima Vasco Aragao, van der Linden et al. 2016, Leal, Muniz et al. 2016, 

Mlakar, Korva et al. 2016, Ventura, Maia et al. 2016). A infecção congênita pelo ZIKV 

pode ainda levar a manifestações clínicas de meses a anos após o nascimento, em 

crianças que nasceram com ou sem microcefalia. Crianças que foram expostas ao vírus 

ainda no útero, mas que nasceram normocefálicas apresentavam malformações no 

cérebro, como ventriculomegalia, redução da massa encefálica, calcificações 

subcorticais e microcefalia pós-natal resultando em diversos sinais clínicos como 

epilepsia e deficiências motoras (Franca, Schuler-Faccini et al. 2016, Moura da Silva, 

Ganz et al. 2016, van der Linden, Pessoa et al. 2016). 

 

1.4- Patogênese do ZIKV 

A patogênese do vírus ainda não é completamente conhecida e devido aos 

numerosos casos de complicações neurológicas graves decorrentes da infecção pelo 

ZIKV, existe um grande esforço nos estudos dos mecanismos de patogênese do vírus 

com foco no contexto neurológico da doença.  

Acredita-se que as neuropatias causadas pelo ZIKV são, em parte, decorrentes 

da morte das células infectadas em conjunto da inflamação robusta induzida pelo vírus 

no sistema nervoso central (SNC) (de Sousa, Azevedo et al. 2018). Em humanos 
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adultos já foi descrito que a infecção pelo ZIKV no SNC causa inflamação no mesmo 

induzindo a formação de infiltrado celular no cérebro e medula espinal causando 

edema, lesões e síntese de anticorpo (IgM) intratecal além de levar ao aumento no 

número de leucócitos (pleocitose) e no nível de proteínas no LCR. Imagens de 

ressonância magnética de pacientes com quadro de encefalite induzida por ZIKV 

mostram redução da massa cinzenta, edema e lesões em diversas áreas do cérebro 

(Soares, Brasil et al. 2016, Alves-Leon, Lima et al. 2018). 

Além disso, análises histopatologicas pós-morte do cérebro de pacientes 

mostram necrose neuronal, edema com infiltrado formado principalmente por células 

mononucleadas e hemorragias (figura 2A-C). Ensaios de imunohistoquímica e 

imunofluorescência demonstraram uma grande quantidade de antígeno do ZIKV no 

tecido cerebral, estando frequentemente presentes em corpos neurais e em células 

apoptóticas (figura 2 D e E) (Azevedo, Araujo et al. 2016, Alves-Leon, Lima et al. 

2018). 
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Nos casos de infecção congênita pelo ZIKV, os fetos/neonatos apresentam 

histopatologias semelhantes em alguns aspectos a de adultos no cérebro, com edema, 

infiltrado mononuclear, necrose neuronal e presença de células apoptóticas, além de 

intensa vasocongestão, hemorragias, presença de infiltrado e áreas de calcificação 

(figura 3). O RNA viral foi detectado por RT-PCR e o vírus foi isolado em cultura 

celular e detectado em imunohistoquímica não só no cérebro dos fetos/neonatos como 

também da placenta, do líquido amniótico, pulmões, coração e rins e todos estes tecidos 

se mostraram afetados nas histologias, (Driggers, Ho et al. 2016, Azevedo, Araujo et al. 

2018). 

 

 

Fig 2: A infecção pelo ZIKV induz danos graves no SNC de humanos adultos.A-

Ehistopatologia e imunohistoquímica do cérebro de um paciente de 38 anos que veio a óbito devido 

a encefalite induzida pelo ZIKV. A-C: cérebro com necrose neuronal, edema e hemorragia 

perivascular. D e E: cérebro expressando antígno do ZIKV, especialmente nos corpos neuronais 

(setas)(D) e células apoptóticas (E) (Azevedo, Araujo et al. 2016) 

D E D E 
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Figura 3: A infecção congênita pelo ZIKV induz danos graves no cérebro de fetos/neonatos 

humanos.Histopatologias e imunohistoquímica do cérebro de uma menina diagnosticada com 

microcefalia no 5° mês da gravidez e que morreu com 2 meses de idade. A: cérebro com uma faixa 

subcortical de células degeneradas associadas à áreas de calcificação. B: áreas de calcificação 

distribuídas pelo córtex cerebral. C: células neurais degeneradas (setas) no córtex. D: imunohistoquímica 

marcando antígenos do ZIKV em áreas de calcificação. E e F: histopatologias do cérebro de um feto com 

diversas anomalias cerebrais e que foi abortado com 21 semanas de gestação. E: córtex parietal com 

abundantes células necróticas e significativamente mais fino que o córtex occiptal (F) que não foi afetado 

(Martines, Bhatnagar et al. 2016;Driggers, Ho et al. 2016). 

 

A caracterização do infiltrado inflamatório in situ no cérebro de crianças que 

morreram devido a microcefalia induzida pelo ZIKV mostram a presença de diversos 

tipos celulares como astrócitos, células NK, micróglia (macrófagos M2), linfócitos 

TCD8+ e TCD4+ e células T reg. Análise do perfil de citocinas presentes no cérebro 

revelou o aumento de diversas citocinas (IFN-γ, IFN-α, IL-33, IL-6, IL-1β TGF-β e 

E F 
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TNF-α) que estão envolvidas direta ou indiretamente em diversos processos de morte 

celular. Estas citocinas provavelmente estão relacionadas a neurotoxicidade associada a 

infecção pelo ZIKV visto que estavam co-localizadas com áreas de extensa necrose em 

análises de imunohistoquímica(Azevedo, de Sousa et al. 2018, de Sousa, Azevedo et al. 

2018). 

Análises do soro de pacientes mostram que a infecção induz o aumento na 

expressão de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, IL-8, IFN-γ e TNF-α. Essas 

citocinas que estão envolvidas com ativação de células da microglia que quando 

ativadas liberam produtos que podem levar a danos neuronais. Estas citocinas também 

atuam no recrutamento de células imunes para os sítios de infecção contribuindo para 

formação de rupturas na barreira hematoencefálica (BHE) e assim facilitando a 

infecção (Galliez, Spitz et al. 2016, Kam, Leite et al. 2017, Naveca, Pontes et al. 2018). 

Níveis elevados destas citocinas já foram relacionados com prognósticos ruins em 

pacientes infectados pelo vírus da encefalite japonesa (JEV), um outro 

flavivírus(Winter, Dung et al. 2004). A quimiocina CXCL10 também se mostrou em 

níveis elevados no soro de pacientes infectados com ZIKV. Níveis elevados desta 

citocina estão presentes no soro de pacientes com infecções graves por DENV e YFV 

além de já ter sido descrito que aumento de CXCL10 pode induzir apoptose de 

neurônios fetais e de estar envolvido na patogênese da SGB (Melchjorsen, Sorensen et 

al. 2003, Liu, Guo et al. 2011, Chiang and Ubogu 2013) 

Experimentos in vitro mostram que o ZIKV é capaz de infectar células 

progenitoras neurais humanas e neurônios imaturos e maduros, ainda que em menor 

proporção. A replicação do ZIKV nessas células induz autofagia, leva a desregulação 

do ciclo celular, disfunção mitótica com formação de centrossomos anormais, ativação 

de caspase-3, 7, 8 e 9 e morte celular levando a depleção de células progenitoras e 

consequente prejudicando a neurogênese (Souza, Sampaio et al. 2016, Tang, Hammack 

et al. 2016, Gabriel, Ramani et al. 2017). A infecção viral também é capaz de interferir 

na diferenciação destas células, impedindo a formação de neurosferas, um modelo de 

cultura de células composto por aglomerados flutuantes de células-tronco neurais, ou 

levando a formação de neurosferas com morfologias anormais. Também foi mostrado 

que o vírus é capaz de afetar o desenvolvimento de organoides cerebrais. Essas 

estruturas são culturas de células-tronco pluripotentes que formam estruturas 
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tridimensionais mimetizando um cérebro embrionário, e que quando infectados com 

ZIKV apresentaram crescimento muito reduzido em relação aos controles (Garcez, 

Loiola et al. 2016).  

Modelos experimentais de infecção em camundongos adultos 

imunocomprometidos (Infar-/-, Irf-/- 3 Irf-/- 5 Irf-/- 7) mostram que o ZIKV é capaz de 

infectar diversos tecidos, estando presente no soro, músculo, fígado, rins, baço, cérebro 

e medula espinal, causando doença e levando os animais a morte(Lazear, Govero et al. 

2016). Histopatologias do cérebro dos animais revelam presença de infiltrado de 

células inflamatórias, de células apoptóticas e de áreas de necrose (Aliota, Caine et al. 

2016, Lazear, Govero et al. 2016, Rossi, Tesh et al. 2016). Modelos de transmissão 

vertical em camundongos fêmeas imunocomprometidas e macacos mostram que o vírus 

é capaz de infectar a placenta, causando disfunção placentária, e chegar ao feto levando 

restrição de crescimento intrauterino, malformações neurológicas graves, semelhantes 

às encontradas em fetos/neonatos humanos, e aborto (Cugola, Fernandes et al. 2016, 

Dowall, Graham et al. 2016, Miner, Cao et al. 2016, Adams Waldorf, Nelson et al. 

2018, Gurung, Reuter et al. 2019). 

A infecção de camundongos neonatos imunocompetentes leva a sinais clínicos e 

achados patológicos que se assemelham em vários aspectos aos vistos em humanos. Os 

modelos de infecção em camundongos neonatos não só proporcionam a possibilidade 

de observar a patogênese do ZIKV em um camundongo imunocompetente, como 

possibilitam observar os efeitos da infecção na neurogênese in vivo visto que a 

maturidade neuronal do camundongo  ao nascer equivale a neurogênese de um feto 

com 25 semanas de gestação (Semple, Blomgren et al. 2013, Workman, Charvet et al. 

2013). Os neonatos infectados pelo ZIKV apresentam perda de peso persistente, 

tremores, ataxia, paralisia dos membros posteriores, convulsões, problemas cognitivos 

e morte(Manangeeswaran, Ireland et al. 2016, van den Pol, Mao et al. 2017). O ZIKV 

chega eficientemente ao SNC destes animais sendo observado em ensaios de 

imunohistoquímica e de imunofluorescência infectando células progenitoras neurais, 

neurônios, astrócitos e células da glia. Análises histológicas do cérebro dos animais 

mostram que a infecção causa danos graves no SNC levando a atrofia do cérebro com 

extensas áreas de necrose, calcificação, presença de células apoptóticas e de infiltrado 
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de células inflamatórias (van den Pol, Mao et al. 2017, Nem de Oliveira Souza, Frost et 

al. 2018). 

Além disso, o ZIKV também induz a produção de diversos mediadores pró-

inflamatórios, como IL-6, IL-8, IL-1β, TNF-α no cérebro de camundongos neonatos 

levando a formação de resposta inflamatória robusta que está intrinsecamente ligada 

aos danos teciduais e aos episódios de convulsões que ocorrem durante a infecção 

(Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018). Dois grupos também já demonstraram 

aumento na produção de citocinas em macacos induzida pela infecção pelo ZIKV, tanto 

em modelo de infecção intravaginal quanto em infecção subcutânea em fêmeas 

grávidas. Foi observado níveis elevados de diversas citocinas e quimiocinas como IL-

1RA, IL-6, MCP-1, CXCL10 e o MIF tanto no soro das fêmeas infectadas 

intravaginalmente quanto no soro, líquido amniótico e LCR da mãe e do feto (Gurung, 

Reuter et al. 2019). 

 

1.5- Fator inibidor da migração de macrófagos 

O fator inibidor da migração de macrófagos (MIF) foi uma das primeiras 

citocinas descritas, como sendo um fator derivado de células T que inibia a migração de 

monócitos e macrófagos (George and Vaughan 1962). O MIF é uma citocina pró-

inflamatória produzida por diversas células além das células T, como as células B, 

monócitos, macrófagos, células dendríticas, entre outros leucócitos e até mesmo em 

diversos tecidos e por células não-imunes, como os hepatócitos e células endoteliais 

(Calandra and Roger 2003).  

Estudos mostram que o MIF possui atividade autócrina ou parácrina, 

participando na modulação da inflamação por atuar no recrutamento de células imunes 

e induzir a ativação dessas células através da ligação em diversos receptores, como 

CXCR2, CXCR4 e CD74. Além disso, o MIF tem a capacidade de induzir o aumento 

da secreção de outras citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-

6, IL-8 e IL-12 (Carli, Metz et al. 2009, Howait, Albassam et al. 2019); bem como está 

envolvido na indução de proliferação celular e angiogênese (figura 4)(Bernhagen, 

Krohn et al. 2007, Wang, Cen et al. 2017, Jankauskas, Wong et al. 2019). 
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Figura 4: Mecanismo molecular da atividade do MIF. O MIF recém sintetizado ou pré-formado no 

citoplasma pode ser liberado após determinados estímulos, como por exemplo infecções.  O MIF 

liberado é reconhecido por receptores (CD44/CD74) na própria célula ou em células vizinhas, 

desencadeando um aumento na expressão de citocinas pró-inflamtórias (TNF-α,IL-1β, IL-2, IL-6 e IL-8) 

e quimiocinas, de moléculas de adesão e atua na sobrevivência de leucócitos (Bozza, Martins et al. 

2012). 

O MIF vem sendo descrito como uma molécula associada ao desenvolvimento e 

progressão de diversas doenças causadas por patógenos, doenças inflamatórias, de 

origem autoimune e na formação de tumores (Lue, Kleemann et al. 2002). Os níveis 

desta citocina são encontrados significativamente aumentados em pacientes com 

diversas doenças como glomerulonefrite, aterosclerose, artrite reumatoide, esclerose 

múltipla, SGB, encefalite induzida pelo vírus do oeste do Nilo (WNV), o vírus da 

encefalite japonesa (JEV) e o vírus da encefalite transmitido por carraptos (TBEV), 

assim como na febre da dengue (FD) e nas formas mais graves da infecção pelo DENV, 

a febre hemorrágica do DENV (FHD) e a síndrome do choque da dengue (SCD) 

(Suzuki, Ogata et al. 2000, Arjona, Foellmer et al. 2007, Assuncao-Miranda, Amaral et 

al. 2010, Zwiech 2015, Kim and Kim 2016, Benedek, Meza-Romero et al. 2017, 

Grygorczuk, Parczewski et al. 2017, Tilstam, Qi et al. 2017). 

Além disso, foi observado que os níveis de MIF estão elevados no soro e LCR 

de pacientes diagnosticados com SGB na mesma proporção da gravidade da doença 
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(Shen, Lang et al. 2018). Camundongos com neurite alérgica experimental (NAE), um 

modelo experimental da SGB, e tratados com anticorpo anti-MIF ou ISO-1 

apresentaram sinais clínicos mais brandos e resolução da doença mais rapidamente em 

relação a camundongos tratados com IgG ou DMSO (Sainaghi, Collimedaglia et al. 

2010). Acredita-se que o MIF atua na patogênese da SGB por levar a exacerbação da 

resposta imune, geralmente após uma infecção, causando superexpressão de citocinas 

pró-inflamatórias, recrutamento e ativação de células imunes, especialmente linfócitos 

e macrófagos, levando ao aumento de permeabilidade da barreira hemato-nervosa 

(BHN) e desmielinização dos axônios (Shen, Lang et al. 2018). 

O MIF também parece ser relevante na progressão de doenças de etiologia viral. 

Alguns grupos descreveram a importância do MIF na patogênese do DENV, um dos 

flavivírus mais disseminados no globo. Pacientes infectados pelo DENV apresentam 

elevados níveis de MIF no soro e isso está positivamente relacionado com a gravidade 

da doença e morte dos pacientes (Chen, Lei et al. 2006, Assuncao-Miranda, Amaral et 

al. 2010). Em seguida foi demonstrado que a secreção de MIF é induzida pela proteína 

viral NS1, e seu aumento tem papel central no aumento de permeabilidade vascular, 

que é característico das formas mais graves da doença. (Chuang, Su et al. 2012, Chen, 

Chuang et al. 2016, Chen, Chao et al. 2018).  

Em infecções pelo WNV, outro flavivírus que assim como ZIKV é 

neurotrópico, o MIF aparentemente tem papel importante na disseminação do mesmo 

até o SNC (Arjona, Foellmer et al. 2007). Pacientes com encefalite induzida pelo WNV 

apresentavam elevados níveis de MIF no plasma e no fluido cerebrospinal quando 

comparado ao de pacientes não infectados. Experimentos in vivo também mostraram 

que camundongos MIF-/- ou selvagens tratados com isoxazolona-1 (molécula que se 

liga ao sítio catalítico do MIF inibe sua atividade) ou anticorpos neutralizantes de MIF 

quando infectados com o WNV apresentaram maior taxa de sobrevivência, menor 

carga viral e tinham menos infiltrado inflamatório no cérebro em comparação com o 

grupo selvagem não tratado. Além disso, o MIF possivelmente facilita a entrada do 

vírus no cérebro por estar envolvido no aumentode permeabilidade da barreira 

hematoencefálica durante a infecção (Arjona, Foellmer et al. 2007). 
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2- JUSTIFICATIVA 

 

O ZIKV é um vírus neurotrópico que está envolvido com diversas complicações 

neurológicas graves como encefalite e SGB em adultos e a SCZ (Cao-Lormeau, Blake 

et al. 2016, Carteaux, Maquart et al. 2016, Mecharles, Herrmann et al. 2016, Brito 

Ferreira, Antunes de Brito et al. 2017, da Silva, Frontera et al. 2017, Krauer, Riesen et 

al. 2017). Na SCZ,  a infecção pode resultar em um amplo espectro de sequelas graves 

associadas ao comprometimento do sistema nervoso fetal como malformações 

congênitas, problemas de visão e audição, distúrbios motores e cognitivos, convulsões 

e morte (Besnard, Eyrolle-Guignot et al. 2016, Brasil, Pereira et al. 2016, Culjat, 

Darling et al. 2016, de Fatima Vasco Aragao, van der Linden et al. 2016, Leal, Muniz 

et al. 2016, Mlakar, Korva et al. 2016, Ventura, Maia et al. 2016). Além disso, estudos 

apontam que em 2017 houve um aumento de complicações neurológicas em adultos 

relacionadas ao ZIKV no estado do Rio de Janeiro (da Silva, Frontera et al. 2017). 

Desta forma, a infecção pelo ZIKV pode ser mais grave nos estágios iniciais do 

desenvolvimento, porém representa um risco em potencial para outros grupos da 

população.  

As manifestações neurológicas causadas pelo ZIKV são decorrentes de um 

conjunto de fatores que envolvem a extensa morte celular que ocorre não somente 

diretamente pela infecção viral, mas também pela resposta inflamatória robusta 

induzida pelo ZIKV, associada a uma produção aumentada de mediadores pró-

inflamatórios e recrutamento de células imunes que juntos tem ação neurotóxica 

durante o curso da infecção(Azevedo, Araujo et al. 2016, de Sousa, Azevedo et al. 

2018).Visto isso, nossa hipótese é que o MIF tem um papel importante na patogênese 

do ZIKV por se tratar de uma citocina pró-inflamatória que está envolvida no aumento 

de expressão de diversas outras citocinas (TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 e IL-

12), recrutamento de células imunes, aumento de permeabilidade endotelial (inclusive 

da BHE) e autofagia(Calandra and Roger 2003, Chuang, Su et al. 2012, Chen, Chuang 

et al. 2016, Howait, Albassam et al. 2019). Todos esses processos já foram descritos na 

infecção pelo ZIKV, porém o envolvimento de moléculas potencializados como o MIF 

ainda não foi descrito.  
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3- OBJETIVOS 

 

3.1- Objetivo geral 

 O objetivo deste trabalho é investigar o envolvimento do MIF na disseminação do 

ZIKV ao SNC, no processo inflamatório e no dano tecidual induzido pela infecção. 

3.2-Objetivos específicos 

 Verificar se há aumento na expressão de MIF no cérebro de camundongos neonatos 

selvagens infectados pelo ZIKV; 

 Comparar a sobrevida e o surgimento de sinais clínicos decorrentes da infecção pelo 

vírus ZIKV em camundongos selvagem (WT) e deficientes de MIF (MIF-/-);  

 Avaliar a distribuição do ZIKV nos tecidos dos animais WTe MIF-/- e a disseminação 

para o sistema nervoso central durante o curso da infecção; 

 Avaliar se citocinas moduladas pelo MIF também estão elevadas no cérebro dos 

animais infectados;  

 

4- METODOLOGIA 

 

4.1- Modelo animal 

Nos experimentos foram utilizados camundongos C57BL/6, machos e fêmeas, 

de genótipo selvagem (WT) ou Knockout para MIF (MIF -/-). Todos os animais foram 

mantidos sob condições controle de temperatura (24° C) e ciclo claro-escuro de 12 

horas, com livre acesso a água e ração em biotério de experimentação. 

 Os animais neonatos com 3 ou 6 dias de idade (P3 ou P6) foram infectados com 

50 μL contendo 104 ou 106 PFU de ZIKV diluído em meio L15 (invitrogen). Os grupos 

controle (Mock) receberam 50 μL de sobrenadante de cultura de células não infectadas, 

também em P3 ou P6, diluído em meio L15 (invitrogen) na mesma proporção da 

diluição do vírus. As inoculações foram feitas via subcutânea no dorso. 

Os animais foram monitorados diariamente para observação de sinais clínicos 

da doença como perda de peso, convulsões e paralisia dos membros posteriores. Além 

disso, em 6 e 12 d.p.i., conforme descrito como pico da infecção (Nem de Oliveira 
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Souza, Frost et al. 2018), os animais foram eutanasiados com o uso de isofluorano 5% e 

foi feita a coleta de diversos tecidos (cérebro, músculo, fígado e baço). As amostras 

foram imediatamente colocadas no gelo durante a coleta e estocadas em freezer -80° C 

até o momento da análise. 

Todos os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estão de acordo 

com as regulamentações vigentes sobre ética e experimentação animal e estão 

aprovados pelo Comitê de Ética em Utilização Animal da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro n° 036/18. 

 

4.2- Propagação do estoque de ZIKV 

Nos experimentos foi usado o vírus ZIKVBR, vírus isolado de um paciente com 

quadro febril no estado de Pernambuco, Brasil (n.° de referência no gene bank: 

KX197192). Para propagação do estoque de vírus, células C636 são infectadas com o 

ZIKV em uma multiplicidade de infecção (MOI) de 0,01 em meio de cultura L15 (meio 

Leibovitz’s) não suplementado e mantidas em ambiente a 28°C por 1 hora. Após esse 

período o meio é removido e as células são mantidas em meio L15 suplementado com 

5% de soro fetal bovino (SFB) a 28°C durante 7 dias e por fim o sobrenadante da 

cultura é coletado, clarificado por centrifugação a 5000 rpm por 10 minutos, aliquotado 

e estocado a -80°C. 

O título viral do estoque é determinado por ensaio de placa de lise em células 

VERO cultivadas em placa de 24 poços. O estoque é diluído por diluição seriada de 10 -

1 a 10-6 em meio DMEM high não suplementado e as células são infectadas com 200 

μL dessas diluições e incubadas a 37°C por 1 hora. Em seguida é adicionado 1 mL de 

DMEM high com 1,5% de carboximetilcelulose (CMC), 1% de SFB e 1% de 

penicilina/estreptomicina. Após mais 5 dias de incubação, as células são fixadas com 

formaldeído 10% por 30 minutos e então coradas com solução corante de cristal violeta 

(20% Etanol, 1% cristal violeta e água) por mais 30 minutos permitindo a visualização 

e contagem das unidades formadoras de plaques (PFU).  
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4.3- Quantificação de RNA viral 

As quantificações foram feitas por PCR em tempo real (qPCR); para isso os 

animais infectados foram eutanasiados e os diferentes tecidos foram coletados, 

homogeneizados em meio de cultura (DMEM) na proporção 1:2 com homogeinizador 

de tecido a 5.000 rpm e o RNA total foi extraído utilizando o reagenteTRIzol®  

(Invitrogen™), seguindo o protocolo do fabricante. O RNA total extraído foi 

ressuspendido em 20 µL água DEPC e quantificado em um NanoDrop de forma a usar 

2 µg de RNA para reação de transcrição reversa, onde foi utilizado o Kit High 

CapacitycDNA Reverse Transcription, também seguindo o protocolo disponibilizado 

pelo fabricante. A carga viral foi quantificada por qPCR em tempo real utilizando 

TaqMan® multiplex Master Mix. Na reação de PCR foram utilizados os primers para 

uma porção codificante da proteína do envelope do ZIKV (direto 5’-CCG CTG CCC 

AAC ACA AG-3’; reverso, 5’-CCA CTA ACG TTC TTT TGC AGA CAT-3’) e a 

sonda ZIKV_1107_fam (5’-/56-FAM/AGC CTA CCT TGA CAA GCA GTC AGA 

CAC TCA A/3BHQ_1/-3’) (Lanciotti, Kosoy et al. 2008), seguindo o protocolo 

estabelecido de 45 ciclos de amplificação consistindo em 95° C durante 30 segundos e 

60° C durante 1 minuto em StepOnePlus Real-Time PCR System. Os valores do doCt 

(cycletreshold) das amostras foram usados para calcular a equivalência de log10 

PFU/mg de tecido após conversão usando uma curva padrão feita com diluições 

seriadas de 10x de um estoque de ZIKV de título conhecido. 

 

4.4- Quantificação da expressão de citocinas 

A quantificação da expressão de citocinas foram feitas por qPCR em tempo real 

no cérebro dos animais com 12 dias pós infecção (d.p.i). Para isso, após a obtenção do 

cDNA das amostras conforme descrito anteriormente, as mesmas foram então 

submetidas a qPCR usando Power SYBR Green Master Mix.  

As reações foram realizadas utilizando iniciadores específicos para os seguintes 

genes murinos: MIF (direto,5'-  TGC CCA GAA CCG CAA CTA CAG TAA -3'; 

reverso 5'-TCG CTA CCG GTG GAT AAA CAC AGA -3'), IL-6 (direto, 5’- TCA 

TAT CTT CAA CCA AGA GGT A-3’; reverso, 5’-CAG TGA GGA ATG TCC ACA 

AAC TG-3’), TNF-α (direto, 5’- CCT CAC ACT CAG ATC ATC TTC TCA-3’; 
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reverso, 5’-TGC TTG TCT TTG AGA TCC ATG C-3’) e β-actina (direto, 5’-TGT 

GAC GTT GAC ATC CGT AAA-3’; reverso, 5’-GTA CTT GCG CTC AGG AGG 

AG-3’) como gene constitutivo controle. Os resultados foram analisados em expressão 

relativa ao gene constitutivo e aos controles estão expressos em ΔΔCt. 

 

4.5- Análise estatística 

 

Todos os gráficos e análises estatísticas deste trabalho serão realizadas em 

software  GraphPadPrism® 6. As análises comparativas entre os grupos serão feitas por 

teste t com intervalo de confiança de 95%. A diferença será considerada significativa 

quando o valor de p for ˂0.05. 

 

 

5- RESULTADOS 

 

5.1- A infecção pelo ZIKV induz aumento na expressão de MIF no cérebro de 

maneira dependente da carga viral e da idade. 

 

Para investigar o impacto do MIF na infecção pelo ZIKV utilizamos um modelo 

de infecção em camundongos C57BL/6 neonatos imunocompetentes (WT) com 3 dias e 

6 dias de idade (P3 e P6, respectivamente) infectados por via subcutânea. Nosso 

primeiro passo foi avaliar a expressão do MIF no cérebro dos camundongos P3 ou P6 

WT infectados com diferentes cargas de ZIKV (104ou 106 PFU). A análise da 

expressão foi realizada por qPCR em relação ao grupo Mock (sobrenadante de cultura 

de células não infectadas) no em décimo segundo dia após-infecção (d.p.i.), o qual foi 

descrito previamente como o momento do pico da replicação do ZIKV (Li, Armstrong 

et al. 2018, Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018). Os resultados mostraram que os 

animais em P3 infectados com 106 PFU apresentaram um aumento significativo na 

expressão de MIF no cérebro quando comparados aos controles (Figura 5A). Podemos 

observar uma tendência a aumento na expressão do MIF nos animais que receberam a 

menor carga viral (Figura 5A). Além disso, avaliamos a expressão do MIF em animais 

P6 com a maior carga viral e foi observado que não existe um aumento significativo na 
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expressão no cérebro quando comparados aos controles (Figura 5B). Estes resultados 

indicam que a infecção pelo ZIKV induz um aumento na expressão de MIF de maneira 

dose e idade dependente. 
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Figura5: A infecção pelo ZIKV aumenta a expressão de MIF no cérebro de camundongos WT. 

Camundongos C57BL/6 wildtype (WT) foram infectados via subcutânea no dorso com 106ou 104 PFU 

de ZIKV em P3 ou com 106 PFU em P6 ou com mock. Os cérebros dos animais foram coletados em 12 

d.p.i. e a quantificação da expressão de MIF foi feita por RT-qPCR com SYBRgreen. Os experimentos 

foram realizados com 2 ou 3 animais por grupo em 1 experimento em P6 e em P3 com 104 PFU de ZIKV 

e com 3 animais por grupo em 2 experimentos independentes em P3 com 106 PFU de ZIKV. **** 

P˂0,0001 

 

5.2- A infecção pelo ZIKV induziu perda de peso e elevada letalidade nos 

camundongos WT mas não nos MIF-/- em modelo de infecção subletal. 
 

Visto que a expressão de MIF está aumentada durante a infecção pelo ZIKV, 

foram feitas curvas de ganho de peso e de sobrevivência utilizando tanto camundongos 

WT quanto deficientes de MIF (MIF-/-) para avaliar se a ausência da citocina afetaria a 

progressão da doença em camundongos neonatos. Novamente os camundongos 

neonatos C57BL/6 WT ou MIF-/- foram infectados por via subcutânea no dorso com 

106 ou 104 PFU (unidades formadoras de placa) de ZIKV enquanto os grupos controles 

receberam sobrenadante de cultura de células não infectadas (Mock). Os animais foram 



20 
 

monitorados diariamente para observação dos sinais clínicos da doença, como perda de 

peso, tremores, ataxia, paralisia dos membros posteriores, convulsões e morte.  

Nos grupos que receberam a menor dose, os animais MIF-/- não apresentaram 

taxa de letalidade (figura 6B) e também não apresentaram sinais clínicos da doença  

enquanto todos os camundongos WT apresentaram sinais clínicos da infecção como 

ataxia, paralisia dos membros posteriores e não ganharam peso ao longo dos dias pós-

infecção (figura 6A) morrendo todos até 18 d.p.i. (figura 6B). Esses experimentos com 

104 PFU  foram realizados apenas 1 vez com quantidades de animais diferentes entre os 

grupos (4 WT e 6 MIF-/-), logo precisam ser repetidos. 

Nos animais que receberam 106 PFU de ZIKV, observou-se que tanto os WT 

quanto os MIF-/- paravam de ganhar peso entre 10 e 12 d.p.i. e não houve diferença 

significativa no ganho de peso em nenhum momento da infecção (Figura 6C). Além 

disso, os animais dos 2 grupos infectados apresentaram sinais clínicos de doença com 

letargia, tremores, ataxia, paralisia das patas traseiras, convulsões e baixa taxa de 

sobrevivência (Figura 6D) mas também sem diferença significativa.  

Já os animais infectados em P6, os MIF-/- e os WT não apresentaram quaisquer 

sinais clínicos da doença e, embora não tenha ocorrido morte no grupo dos MIF-/- 

houve uma redução de 25% na sobrevivência dos WT, porém sem diferenças 

significativas na sobrevivência devido a diferença no n de animais por grupo (4 WT e 6 

MIF-/-) (Figura 6 E e F). 

Estes resultados indicam que nos modelos onde o MIF é induzido (P3 com 

104ou 106 PFU), os animais apresentam sinais clínicos da infecção e mortalidade de 

forma dose dependente. Já os animais o em P6, os quais não tiveram indução de MIF, 

não apresentam sinais clínicos aparentes. 
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Figura 6: A infecção pelo ZIKV induziu perda de peso e elevada letalidade nos camundongos  WT 

mas não nos MIF-/- em modelo de infecção subletal. Camundongos C57BL/6 WT e MIF-/- foram 

infectados via subcutânea no dorso em P3 com 104 (A e B) ou 106(C e D) PFU de ZIKV ou em P6 (E eF) 

com 106 PFU de ZIKV. Os animais foram pesados e monitorados. Os experimentos em P3 com 106 PFU 

foram realizados em dois experimentos independentes com 5 ou 6 animais por grupo. Os experimentos 

em P3 com 104 e em P6  foram realizados em um experimento com 4 ou 6 animais por grupo. 
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5.3- A ausência do MIF não interferiu na disseminação viral nos animais 

infectados, porém atua na capacidade dos mesmos de controlar a infecção no 

modelo com a menor carga. 

O próximo passo foi avaliar se a ausência do MIF afetaria a replicação e 

dispersão do vírus no organismo dos camundongos e para isso foi coletado o cérebro, 

músculo, fígado e baço dos animais infectados com ZIKV para análise da carga viral 

por qRT-PCR. Foram escolhidos os dias 6 e 12 d.p.i. para coleta dos tecidos, por já 

serem descritos como o pico da infecção nesse modelo experimental (Li, Armstrong et 

al. 2018, Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018).  

Os resultados mostram que os animais infectados com 104 PFU de ZIKVde 

ambos genótipos apresentam vírus no cérebro já em 6 d.p.i., porém enquanto os 

animais MIF-/- mantiveram a carga viral em 12 d.p.i. os animais WT tiveram um 

aumento na carga (Figura 7A). Já na infecção em P3 com 106 PFU, tanto os WT quanto 

os MIF-/- apresentam elevada carga viral no cérebro muito maior que nos animais que 

receberam a 104 PFU de ZIKV já 6 d.p.i. e aumentando em 12 d.p.i., porém não houve 

diferença significativa entre os grupos (Figura 7B). Na infecção em P6 foi possível 

detectar RNA viral no cérebro dos animais de ambos genótipos, porém em menor 

quantidade, e a carga viral se manteve de 6 para 12 d.p.i. (Figura 7C). 

Estes resultados indicam que a ausência de MIF não influencia na dispersão do 

vírus ao SNC mas que em modelo de infecção mais brando, possivelmente atua na 

capacidade dos animais de controlar a replicação. 
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Figura 7: A ausência do MIF não resulta em uma menor disseminação para o SNC. Camundongos 

WT ou MIF-/- foram inoculados por via subcutânea na região dorsal com 104ou 106PFU de ZIKV em P3 

(A e B) ou com 106 PFU em P6 (C). O cérebro dos animais foi coletado, em diferentes dias após a 

infecção. O RNA viral foi avaliado por RT-PCR. Os experimentos foram realizados com 3 animais por 

grupo em 2 experimentos independentes nos animais P3 infectados com 106 PFU e os experimentos com 

os P3 infectados 104 PFU e os P6 foram realizados com 2 ou 3 animais por grupo em um experimento. 

Já no músculo, fígado e baço as análises foram feitas somente nos animais 

infectados em P3 com 106 PFU até o momento. Os resultados mostram que a carga viral 

foi bem menor, quando comparado ao cérebro, e se manteve constante entre 6 e 12 

d.p.i., também não apresentando diferença significativa entre os 2 grupos (Figura 8A-

C). Estes resultados indicam que a ausência de MIF não afeta a replicação do ZIKV em 

tecidos periféricos. 
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Figura 8: A ausência de MIF não afetou a disseminação e replicação do ZIKV em tecidos 

periféricos. Camundongos WT ou MIF-/-, foram inoculados por via subcutânea na região dorsal com 

106PFU de ZIKV em P3. Músculo (A), fígado (B) e baço (C) dos animais foram coletados, em diferentes 

dias após a infecção. O RNA viral foi avaliado por RT-PCR. Os experimentos foram realizados com 3 

animais por grupo em 2 experimentos independentes. 

 

5.4- A infecção pelo ZIKV aumenta a expressão de TNF-α e IL-6 no cérebro de 

camundongos 

Por fim, para avaliar se o ZIKV induz inflamação no cérebro dos animais foi 

feita quantificação da expressão de duas citocinas sabidamente induzidas por MIF, 

TNF-α e IL-6 (Carli, Metz et al. 2009, Howait, Albassam et al. 2019). Os cérebros dos 

camundongos WT e MIF-/-, infectados com 106 PFU ou MOCK, foram coletados em 12 

d.p.i. (por ser o pico da infecção) e a expressão das citocinas foi analisada por qPCR. 

Nos resultados vemos que ambas citocinas estão muito aumentadas nos animais 

infectados, porém não há diferença significativa na expressão de TNF-α e IL-6 entre os 

WT e os MIF-/- infectados (Figura 9).  
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Figura 9: A infecção pelo ZIKV aumenta a expressão de TNF-α e IL-6 no cérebro de camundongos 

de ambos genótipos. O cérebro foi coletado de animais do grupo controle e dos infectados em 12 d.p.i., 

o RNA extraído desses tecidos e foi analisada a expressão de citocinas. Os níveis de produção de TNF-α 

(A) e IL-6 (B) foram quantificados por PCR em tempo real. Os experimentos foram realizados com 3 

animais por grupo em 2 experimentos independentes *p ≤0,05 em relação ao grupo controle. 
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6- DISCUSSÃO 

 

O ZIKV é um vírus neurotrópico que pode ser transmitido da mãe para o feto 

durante a gestação e infectar o sistema nervoso do feto podendo levar a um amplo 

espectro de anomalias e desordens neurológicas graves, dentre elas a microcefalia 

(Calvet, Aguiar et al. 2016, Martines, Bhatnagar et al. 2016). Os mecanismos de ação 

pelos quais o ZIKV infecta o SNC e induz dano no tecido ainda não são completamente 

elucidados. Diversos estudos mostram que o vírus é capaz de infectar células 

progenitoras neurais e neurônios levando a morte celular (Souza, Sampaio et al. 2016, 

Tang, Hammack et al. 2016). O ZIKV também é capaz de induzir resposta inflamatória 

robusta levando a formação de infiltrado de células inflamatórias no cérebro bem como 

é capaz de induzir o aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, 

IL-1β, IL-6 e IL-8(Aliota, Caine et al. 2016, Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018).  

Infecções por outros flavivívirus encefalíticos, como o WNV, JEV e TBEV, 

também são descritas por causarem extenso dano tecidual e produção exacerbada de 

citocinas durante a infecção(Gelpi, Preusser et al. 2005, Arjona, Foellmer et al. 2007, 

Li, Wang et al. 2015). O MIF é uma destas citocinas e está envolvido na 

neuropatogênese destes flavivírus, podendo ser encontrado no soro e LCR de pacientes 

com encefalopatias decorrentes destas infecções(Suzuki, Ogata et al. 2000, Arjona, 

Foellmer et al. 2007, Grygorczuk, Parczewski et al. 2017). 

Neste trabalho investigamos se a infecção pelo ZIKV induz o aumento na 

produção do MIF, como na infecção por outros flavivírus, bem como sua possível 

participação na patogênese do ZIKV. Nossos resultados mostram que a infecção em P3 

com a maior carga viral leva a um aumento exacerbado na expressão do MIF no cérebro 

e na infecção com menor carga leva a uma tendência ao aumento enquanto na infecção 

em P6 a citocina não é modulada. Estes dados coincidiram com o surgimento de sinais 

clínicos nos animais, os quais só apresentaram sintomas na infecção em P3. Isto condiz 

com estudos de modelos de infecção em murinos que mostram que a susceptibilidade 

dos camundongos a infecção pelo ZIKV varia de acordo com a idade e a carga viral 

injetada, diminuindo conforme os animais ficam mais velhos (Grant, Ponia et al. 2016, 

Lazear, Govero et al. 2016, Rossi, Tesh et al. 2016, Li, Armstrong et al. 2018). 

Em nossos ensaios observamos que somente na infecção em P3 são observados 

sinais clínicos e uma elevada carga viral no cérebro dos animais. A maior 
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susceptibilidade dos animais a infecção em P3 em relação aos P6 pode estar atrelada ao 

estágio de desenvolvimento do cérebro e do sistema imune dos camundongos nessas 

idades. O desenvolvimento do SNC em camundongos continua após o nascimento e 

nestas idades corresponde aproximadamente ao final do 2º trimestre e final do 3º 

trimestre da gestação em humanos respectivamente (Clancy, Darlington et al. 2001, 

Semple, Blomgren et al. 2013). Junto a isso, já se sabe queo ZIKV infecta 

preferencialmente células precursoras neurais e neurônios imaturosin vitro e que em 

humanos o risco do desenvolvimento de complicações neurológicas pelo ZIKV diminui 

conforme o avanço da gravidez devido, entre outros fatores, ao desenvolvimento do 

SNC e a maturidade do sistema imune em humanos (Brasil, Pereira et al. 2016, 

Cauchemez, Besnard et al. 2016, Souza, Sampaio et al. 2016, Tang, Hammack et al. 

2016, Gabriel, Ramani et al. 2017). Isto pode explicar a baixa carga viral e expressão de 

MIF observada no cérebro dos camundongos infectados em P6, visto que estes 

apresentam menos células precursoras neurais e neurônios imaturos somado a um 

sistema imune mais maduro devido ao estágio de desenvolvimento em que se 

encontram tornando-os capazes de controlar melhor a infecção. 

Para avaliar se a ausência de MIF afetaria a progressão da doença, infectamos 

camundongos WT e MIF-/- em P3 ou P6. Os animais com 6 dias de idade, conforme dito 

anteriormente, correspondem ao feto no estágio final da gestação humana. Consistente 

com isso a infecção não induziu sinais clínicos significativos em ambos os grupos 

testados.Como era esperado, a infecção também não induziu aumento significativo na 

expressão de MIF já que os animais aparentemente conseguiram controlar a infecção 

sem apresentar sinais clínicos, os quais são decorrentes em parte da resposta imune 

exacerbada (Manangeeswaran, Ireland et al. 2016, Li, Armstrong et al. 2018, Nem de 

Oliveira Souza, Frost et al. 2018). 

Na infecção em P3 usando a maior carga viral, os animais desenvolveram 

doença grave com diversos sinais clínicos, elevada carga viral no cérebro e produção 

exacerbada de citocinas e elevada mortalidade. Isso condiz com o que foi descrito 

anteriormente de que a susceptibilidade dos animais, e consequente progressão da 

doença, varia de acordo com a idade dos animais. Porém, ainda que tenha sido 

observado um aumento significativo na expressão de MIF, não houveram diferenças 

significativas nos sinais clínicos, carga viral e expressão de citocinas entre os WT e os 

MIF-/-. Talvez isso se deva ao fato deste modelo de infecção ser muito letal, levando a 
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uma exacerbação da resposta imune e progressão rápida da doença à morte que pode 

estar mascarando um possível efeito protetor da ausência do MIF. Outro fator que pode 

estar envolvido na potencialização do dano induzido pela infecção mesmo na ausência 

do MIF é o aumento exacerbado na expressão de TNF-α e IL-6 observado nos animais. 

Diversos estudos mostram que o aumento exacerbado na produção de citocinas pró-

inflamatórias tem papel central no desenvolvimento neuropatias(Tohidpour, Morgun et 

al. 2017). Além disso, já foi mostrado que a neutralização de TNA-α em camundongos 

neonatos infectados com ZIKV pode prevenir convulsões nos animais jovens e adultos 

expostos ao vírus (Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018).  

Condizente com isso, ao testarmos uma menor carga viral foi possível observar 

diferenças significativas na progressão da infecção nos camundongos WT e nos MIF-/-, 

onde os camundongos MIF-/- não apresentaram os sinais clínicos da infecção enquanto 

os WT apresentaram um quadro semelhante ao da infecção com 106 PFU, com tremores, 

ataxia, paralisia nos membros posteriores, perda de peso persistente e morte. Estes 

resultados se assemelham ao que já havia sido descrito em modelo de infecção com 

WNV, onde os animais deficientes de MIF apresentavam sinais clínicos mais brandos 

da infecção e mortalidade reduzida. Também observamos que, estes animais apresentam 

RNA viral no cérebro, ainda que em menor quantidade em relação a infecção com a 

maior carga, e que os MIF-/- parecem controlar a infecção mantendo a carga viral de 6 

para 12 d.p.i., ao contrário dos WT onde há um aumento. Estes resultados sugerem que 

a ausência do MIF preveniu o desenvolvimento dos sinais clínicos da infecção mas sem 

afetar a replicação viral. Outros estudos mostram o MIF pode ter papel na exacerbação 

do dano tecidual induzido em infecções sem afetar a carga do patógeno. No caso da 

infecção por CHIKV e RRV (outros arbovírus), já foi mostrado que o CD74 (principal 

receptor do MIF) medeia a artrite e miosite induzidas por estes vírus sem afetar a 

replicação viral de forma MIF-dependente (Herrero, Sheng et al. 2013). Estes 

experimentos possuem n=1 e os grupos possuíam quantidades diferentes de animais (4 

WT e 6 MIF-/-) e a diferença no tamanho da ninhada pode ter influenciado os resultados 

logo estes experimentos precisam ser repetidos para confirmar os dados. 

Nossos achados sugerem um papel do MIF na patogênese do ZIKV onde, assim 

como foi mostrado para o WNV, sua ausência interferiu na progressão da doença 

levando a sinais clínicos mais brandos e que foram resolvidos mais rapidamente. Porém, 

estes achados precisam ser confirmados e pretendemos realizar outros experimentos 
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como quantificação na expressão de outras citocinas na infecção com 104 PFU além de 

análises histopatológicas do cérebro dos animais. 

A avaliação do papel do MIF na infecção pelo ZIKV é importante pois o MIF 

poderia ser um alvo terapêutico no tratamento das formas graves da infecção. A inibição 

farmacológica de MIF já se mostrou eficaz em diversos modelos experimentais no 

controle de doenças inflamatórias autoimunes, sepse, além da infecção pelo 

WNV(Lubetsky, Dios et al. 2002, Arjona, Foellmer et al. 2007, Sainaghi, Collimedaglia 

et al. 2010, Kang and Bucala 2019, Song, Zhu et al. 2019). 
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7- CONCLUSÕES 

 

 Animais infectados em P6, independente da ausência ou não do MIF, já são capazes 

de controlar mais rapidamente a infecção, não apresentando sinais clínicos evidentes 

tão pouco há aumento na expressão de MIF.  

 A infecção em animais mais jovens (P3) com elevada carga viral (106 PFU) leva ao 

surgimento de sinais clínicos graves e alta mortalidade, porém sem diferenças 

significativas entre os grupos e talvez isto se deva ao modelo de infecção com 

progressão rápida da doença a morte possivelmente estar mascarando um possível 

efeito protetor da ausência do MIF.  

 A infecção em P3 com 104 PFU indicam que de fato existe um papel protetor da 

ausência do MIF visto que os animais deficientes não apresentaram sinais clínicos 

ao contrário dos WT, e isto provavelmente está relacionado a capacidade do MIF de 

potencializar o dano induzido pela infecção. 
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