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RESUMO
Mariana Oliveira Lopes da Silva

ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO FATOR INIBIDOR DA MIGRACAO DE
MACROFAGOS NA PATOGENESE DO VIRUS ZIKA EM MODELO
EXPERIMENTAL MURINO

Orientadora: Iranaia Assungdo Miranda

Co-orientador: Romulo Leao Silva Neris

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacgao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus geralmente transmitido pela fémea de mosquitos
Aedes aegypti, mas também é possivel a transmissdo sexual e vertical. A infeccéo
normalmente causa um quadro febril brando, porém pode resultar em complicacGes
neuroldgicas graves como a sindrome de Guillain-Barré em adultos, microcefalia fetal e
outras ma formacgdes congénitas. O ZIKV apresenta um marcante neurotropismo,
promovendo destruicdo de células neurais e uma intensa resposta inflamatoria no
cérebro. O fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF) € uma citocina produzida
por varios tipos celulares e relaciona-se positivamente com a gravidade de varias
doencas inflamatérias, incluindo as de natureza viral, como a encefalite causada pelo
virus do Nilo ocidental (WNV) e a dengue hemorragica. Além disso, niveis elevados de
MIF foram encontrados no plasma de fémas de macaco rhesus infectadas pelo ZIKV.
Nossa hipotese é de que, assim como na infeccdo pelo WNV, o MIF poderia contribuir
para a exacerbacdo do dano tecidual induzido pelo ZIKV. O objetivo deste estudo foi
investigar o envolvimento do MIF na patogénese do ZIKV. Para isso utilizamos um
modelo neonatal murino onde a replicacdo ativa do ZIKV no cérebro promove
alteracdes histoldgicas como surgimento de areas de necrose e infiltrado de células
inflamatorias. Camundongos C57BL/6, selvagens (WT) e deficientes de MIF (MIF™)
foram infectados pela via subcutanea com 108 ou 10* PFU de ZIKV ou Mock (50 pl) no
terceiro (P3) ou sexto (P6) dias apds o nascimento. Nas analises da expressdao do MIF
no cérebro dos WT infectados, observamos que sua expressao foi modulada de forma
dose e idade dependente estando aumentado nos animais mais jovens. Para observar se a
auséncia do MIF protegeria os animais da infec¢do, infectamos e monitoramos
camundongos WT e MIF’. Nossos resultados mostram que na infeccdo em P3 os
animais WT, com ambas cargas virais, apresentaram sinais de disturbios neurolégicos e
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motores e evoluiram & morte, enquanto nos MIF”- isto s6 foi observado nos animais que
receberam a maior carga viral e os que foram infectados com 10* PFU ndo apresentaram
quaisquer sinais clinicos da infec¢do. Na infec¢do em P6 nenhum dos grupos apresentou
sinal clinico. Ao analisarmos a carga viral no cérebro destes animais observamos todos
o0s grupos apresentavam RNA viral no cérebro e sem diferencas significativas entre WT
e MIF”, exceto nos animais infectados com 10* PFU onde os MIF’- mantiveram a carga
viral proxima entre 6 e 12 d.p.i. enquanto nos WT foi observado um aumento entre estes
dias. Na avaliacdo da carga viral em Orgdos periféricos (musculo, figado e baco),
observamos que o virus chega em todos eles porém com carga viral muito menor em
relacdo a do cérebro e sem diferencas significativas entre os grupos. Por fim, ao
observamos a expressao das citocinas pro-inflamatérias TNF-a. e 1L-6, na infeccdo em
P3 com 10° PFU, vimos que ambas estdo muito aumentadas em ambos 0s grupos sem
diferencas significativas entre eles. Estes resultados sugerem que a auséncia do MIF tem
papel protetor em modelo de infecgéo sub-letal.

Palavras chave: ZIKV, MIF, neuropatogénese, neuroinflamacao, 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 Assuncdo Miranda

Co-advisor: Romulo Ledo Silva Neris

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Godes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovacdo no RCS Trabalho de Concluséo 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 10* PFU of ZIKV or Mock (50 pl) 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 10* 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 10 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-a and IL-6, in the P3 infection with 10° 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- INTRODUCAO
1.1-O virus Zika

O Virus Zika (ZIKV) é um arbovirus pertencente a familia Flavivridae e, do
género Flavivirus, que foi isolado pela primeira vez em 1947 do soro de um macaco
rhesus sentinela na regido da floresta de Zika, Uganda (Dick, Kitchen et al. 1952). No
ano seguinte foi isolado de mosquitos da espécie Aedes africanus levando a hipotese de
que o virus seria transmitido por vetor artrépode por mosquitos do género Aedes (Dick,
Kitchen et al. 1952). Os primeiros casos de infec¢do em humanos confirmados s6 foram
registrados anos mais tarde, em 1962, na Uganda. Porém, mesmo sabendo-se que o
virus infecta humanos, o ZIKV raramente era investigado como possivel agente
etiologico em um paciente, visto que a regido ja era endémica para outras arboviroses
com sintomas semelhantes. Até entdo, a mais conhecida era a dengue, levando a
subestimacéo do real nimero de casos em um longo periodo 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 sindrome de Guillain-Barré (SGB) em pacientes que tiveram Zika levantando
as primeiras suspeitas da capacidade do ZIKV de induzir complicagdes neurologicas
(Cao-Lormeau, Blake et al. 2016).

No Brasil, suspeita-se que o virus tenha chegado durante a Copa do Mundo de
2014, quando houve a chegada de um grande numero de turistas, inclusive africanos e
da Polinésia, que podem ter trazido o virus para territorio nacional e, possivelmente,
espalhando por toda a América do Sul (Epelboin, Talaga et al. 2017). Entre fevereiro e
mar¢o de 2015, foi registrado um grande nimero de casos da doenca no Brasil. J& em
novembro houve um aumento significativo no ndmero de casos de microcefalia,
especialmente na regido nordeste e, apds investigacbes, observou-se que muitas das
gravidas haviam apresentado doenga com sintomas “semelhantes aos da dengue”,
apresentando febre baixa, dores de cabeca e exantema (De Carvalho, De Carvalho et al.
2016). Em 2016, o ZIKV foi detectado, sequenciado e isolado do liquido amniético, do

cérebro e da placenta de fetos com microcefalia de mulheres gravidas da regido nordeste



que haviam apresentado quadro exantematico, provando que o virus € capaz de
atravessar a barreira transplacentéria e confirmando as suspeitas de transmisséo vertical
e que esta poderia ser a causa das complicagdes neuroldgicas dos recém-nascidos
(Calvet, Aguiar et al. 2016, Driggers, Ho et al. 2016, Martines, Bhatnagar et al. 2016).
Apesar disso, 0 ZIKV assim como outros flavivirus patogénicos, como o virus
da dengue (DENV) e o da febre amarela (YFV), tem como principal forma de
transmissdo mosquitos do género Aedes (Akoua-Koffi, Diarrassouba et al. 2001, Diallo,
Sall et al. 2014). Atualmente, ja se sabe que existem outras formas de transmissdo do
ZIKV, devido ao amplo tropismo tecidual do virus, que ja foi detectado em diversos
tecidos e fluidos corporais (sangue, urina, saliva, sémen, leite materno) com relatos de
transmissdo sexual, de possiveis transmissdes via transfusdes sanguineas em regides
endémicas da doenca e transmissdo 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 infeccbes pelo ZIKV permanecem sendo notificadas e, somente em
2018, de acordo com o boletim epidemiolégico do Ministério da Saude, foram relatados
3.984 casos confirmados de zika e 5 ébitos devido a infeccdo pelo ZIKV confirmados
por exame laboratorial por todo o Brasil, sendo a terceira maior incidéncia dos casos no
Ri0.0 ultimo boletim epidemioldgico lancado (BE Vol. 50 N° 13, 2019) mostrou um
aumento no nimero de casos provaveis de ZIKV em gestantes no Brasil em relacdo a

este mesmo periodo em 2018.

1.2- Estrutura e ciclo de replicacdo do ZIKV

A particula madura do ZIKV é composta de uma cépia do genoma viral o qual
é envolvido por um capsideo proteico formado por maltiplas copias da proteina do
capsideo. O capsideo € envolto pelo envelope lipidico (bicamada lipidica proveniente
das membranas lipidicas do hospedeiro) e este é recoberto por 180 copias de proteina E
e proteina M organizadas em dimeros que ocupam toda a sua superficie, conferindo
arranjo icosaédrico a particula (figura 1) (Kuhn, Zhang et al. 2002, Sirohi, Chen et al.
2016).
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Figura 1: Representagdo esquematica da estrutura do ZIKV.A direita estrurura tridimensional da
particula viral que possui simetria icosaédrica com aproximadamente 50 nm de didmetro. A esqueda
esquema da estrurura do virus mostrando o nucleocapsideo circundado por um envelope lipidico onde

s80 projetadas as proteinas E e M. Fonte: viralzone.expasy.org — Zika virus.

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 proteinas: 3 estruturais (proteina do capsideo,
precursora de membrana- prM e de envelope- E) e 7 ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Chambers, Hahn et al. 1990). O ciclo de replicacédo
do ZIKV ainda € pouco estudado, logo utiliza-se como base o ciclo de outros flavivirus,
onde geralmente diversos aspectos sdo conservados dentro do género. O ciclo inicia-se
quando ha interacdo das glicoproteinas do envelope viral com os receptores da célula-
alvo levando a endocitose da particula. Com a acidificacdo no interior da vesicula
endocitica, os dimeros de proteina E formam trimeros, levando a fusdo do envelope a
membrana da vesicula e a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula
hospedeira, onde, em seguida, 0 genoma viral é liberado (Modis, Ogata et al. 2004).
Apos ser liberado, o0 mesmo é reconhecido pela maquinaria de traducdo celular no
reticulo, onde ocorre a traducdo da poliproteina que é, posteriormente, clivada por
proteases virais e do hospedeiro. A replicacdo do genoma ocorre em complexos de
replicacdo, que sdo projecdes do reticulo endoplasmatico (R.E.) formando vesiculas,

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



molde para gerar as novas fitas de polaridade positiva. Apos a etapa de amplificacdo, o
genoma viral é encapsulado e brota do R.E. seguindo para o complexo de Golgi onde
ocorre a maturagdo da particula. Nesse momento ocorre a reorganizacdo das proteinas
E para formar os dimeros e a prM é clivada para enfim liberacdo das particulas maduras
para 0 meio extracelular via exocitose.(Routhu and Byrareddy 2017).

1.3- Manifestac0es clinicas da infecgdo pelo ZIKV

A infecgdo pelo ZIKV raramente é sintomatica, onde estima-se que apenas 18%
das pessoas infectadas apresentam sintomas (De Carvalho, De Carvalho et al. 2016).
Nos casos sintomaticos, 0s pacientes geralmente apresentam sintomas brandos e
inespecificos como febre, exantema, conjuntivite, artralgia e mialgia que duram de
alguns dias a uma semana e dificultam bastante um diagndstico preciso da doenca
(Duffy, Chen et al. 2009), principalmente considerando que as areas endémicas do
ZIKV coincidem com as de outros flavivirus como o virus 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 infeccdo ndo ser grave, ja existem iniUmeros
relatos de complicagdes neuroldgicas causadas pelo ZIKV em adultos, como encefalite,
meningoencefalite, mielite e desenvolvimento de SGB, além da sindrome congénita do
ZIKV (SCZ). Nesses casos, a confirmacdo da infeccdo se deu pelo isolamento e/ou
deteccdo do RNA viral no liquido cefalorraquidiano (LCR), soro dos pacientes
sintomaticos, 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 doenca autoimune neurodegenerativa onde partes do sistema
nervoso periférico se tornam alvo do sistema imune que monta resposta contra a
mielina dos ax6nios e cujo sintomas geralmente consistem em parestesia seguida de
fraqueza progressiva e por fim paralisia flacida (Hadden and Hughes 2003). A
encefalite e menigoencefalite sdo caracterizadas por um processo inflamatorio no
cerebro e cérebro e meninges, respectivamente, que culminam na disfun¢do do 6rgao

com consequente sinais clinicos como problemas cognitivos e paralisia (Venkatesan,



Tunkel et al. 2013). J& a mielite é a inflamacdo da medula espinal que leva a
desmielinizacdo dos ax6nios 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
doencas induzidas pelo ZIKV apresentaram sintomas como: dores de cabeca intensas,
parestesia, diplegia facial, fraqueza nos membros inferiores e dificuldade ao andar,
insuficiéncia respiratdria, confusdo mental e perda de consciéncia (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 infeccdo congénita pelo ZIKV e que podem levar a morte fetal. Tais anomalias
incluem restricdo do crescimento intrauterino, morfologia cranial alterada, defeitos
oculares, cegueira, surdez, microcefalia, calcificacdo 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 infeccdo congénita pelo ZIKV
pode ainda levar a manifestacdes clinicas de meses a anos apds 0 nascimento, em
criangas que nasceram com ou sem microcefalia. Criancas que foram expostas ao virus
ainda no atero, mas que nasceram normocefalicas apresentavam malformac6es no
cérebro, como ventriculomegalia, reducdo da massa encefélica, calcificacdes
subcorticais e microcefalia pds-natal resultando em diversos sinais clinicos como
epilepsia e deficiéncias motoras (Franca, Schuler-Faccini et al. 2016, Moura da Silva,
Ganz et al. 2016, van der Linden, Pessoa et al. 2016).

1.4- Patogénese do ZIKV

A patogénese do virus ainda ndo é completamente conhecida e devido aos
numerosos casos de complicacBes neuroldgicas graves decorrentes da infeccdo pelo
ZIKV, existe um grande esfor¢o nos estudos dos mecanismos de patogénese do virus

com foco no contexto neuroldgico da doenca.

Acredita-se que as neuropatias causadas pelo ZIKV sdo, em parte, decorrentes
da morte das células infectadas em conjunto da inflamacé&o robusta induzida pelo virus

no sistema nervoso central (SNC) (de Sousa, Azevedo et al. 2018). Em humanos



adultos ja foi descrito que a infeccdo pelo ZIKV no SNC causa inflamagdo no mesmo
induzindo a formacéo de infiltrado celular no cérebro e medula espinal causando
edema, lesdes e sintese de anticorpo (IgM) intratecal além de levar ao aumento no
nimero de leucocitos (pleocitose) e no nivel de proteinas no LCR. Imagens de
ressonancia magnética de pacientes com quadro de encefalite induzida por ZIKV
mostram reducdo da massa cinzenta, edema e lesbes em diversas areas do cérebro
(Soares, Brasil et al. 2016, Alves-Leon, Lima et al. 2018).

Além disso, analises histopatologicas pds-morte do cérebro de pacientes
mostram necrose neuronal, edema com infiltrado formado principalmente por células
mononucleadas e hemorragias (figura 2A-C). Ensaios de imunohistoquimica e
imunofluorescéncia demonstraram uma grande quantidade de antigeno do ZIKV no
tecido cerebral, estando frequentemente presentes em corpos neurais e em ceélulas
apoptoticas (figura 2 D e E) (Azevedo, Araujo et al. 2016, Alves-Leon, Lima et al.
2018).



Fig 2: A infeccdo pelo ZIKV induz danos graves no SNC de humanos adultos.A-
Ehistopatologia e imunochistoquimica do cérebro de um paciente de 38 anos que veio a 6bito devido
a encefalite induzida pelo ZIKV. A-C: cérebro com necrose neuronal, edema e hemorragia
perivascular. D e E: cérebro expressando antigno do ZIKV, especialmente nos corpos neuronais
(setas)(D) e células apoptaticas (E) (Azevedo, Araujo et al. 2016)

Nos casos de infeccdo congénita pelo ZIKV, os fetos/neonatos apresentam
histopatologias semelhantes em alguns aspectos a de adultos no cérebro, com edema,
infiltrado mononuclear, necrose neuronal e presenca de células apoptoticas, além de
intensa vasocongestdo, hemorragias, presenca de infiltrado e areas de calcificacdo
(figura 3). O RNA viral foi detectado por RT-PCR e o virus foi isolado em cultura
celular e detectado em imunohistoquimica ndo s6 no cérebro dos fetos/neonatos como
também da placenta, do liquido amnidtico, pulmdes, coracao e rins e todos estes tecidos
se mostraram afetados nas histologias, (Driggers, Ho et al. 2016, Azevedo, Araujo et al.
2018).



Figura 3: A infeccdo congénita pelo ZIKV induz danos graves no cérebro de fetos/neonatos
humanos.Histopatologias e imunohistoquimica do cérebro de uma menina diagnosticada com
microcefalia no 5° més da gravidez e que morreu com 2 meses de idade. A: cérebro com uma faixa
subcortical de células degeneradas associadas a areas de calcificacdo. B: areas de calcificagdo
distribuidas pelo cértex cerebral. C: células neurais degeneradas (setas) no cortex. D: imunohistoquimica
marcando antigenos do ZIKV em &reas de calcificacdo. E e F: histopatologias do cérebro de um feto com
diversas anomalias cerebrais e que foi abortado com 21 semanas de gestacdo. E: cortex parietal com
abundantes células necréticas e significativamente mais fino que o cértex occiptal (F) que néo foi afetado
(Martines, Bhatnagar et al. 2016;Driggers, Ho et al. 2016).

A caracterizagdo do infiltrado inflamatorio in situ no cérebro de criancas que
morreram devido a microcefalia induzida pelo ZIKV mostram a presenca de diversos
tipos celulares como astrécitos, células NK, microglia (macr6fagos M2), linfocitos
TCD8+ e TCD4+ e células T reg. Analise do perfil de citocinas presentes no cérebro
revelou o aumento de diversas citocinas (IFN-y, IFN-a, I1L-33, IL-6, IL-1p TGF-p e



TNF-a) que estédo envolvidas direta ou indiretamente em diversos processos de morte
celular. Estas citocinas provavelmente estdo relacionadas a neurotoxicidade associada a
infecgdo pelo ZIKV visto que estavam co-localizadas com areas de extensa necrose em
analises de imunohistoquimica(Azevedo, de Sousa et al. 2018, de Sousa, Azevedo et al.
2018).

Andlises do soro de pacientes mostram que a infecgdo induz o aumento na
expressédo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1p, IL-6, IL-8, IFN-y e TNF-a. Essas
citocinas que estdo envolvidas com ativacdo 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 sitios de infec¢do contribuindo para
formacdo de rupturas na barreira hematoencefalica (BHE) e assim facilitando a
infeccdo (Galliez, Spitz et al. 2016, Kam, Leite et al. 2017, Naveca, Pontes et al. 2018).
Niveis elevados destas citocinas ja foram relacionados com progndsticos ruins em
pacientes infectados pelo virus da encefalite japonesa (JEV), um outro
flavivirus(Winter, Dung et al. 2004). A quimiocina CXCL10 também se mostrou em
niveis elevados no soro de pacientes infectados com ZIKV. Niveis elevados desta
citocina estdo presentes no soro de pacientes com infec¢des graves por DENV e YFV
alem de ja ter sido descrito que aumento de CXCL10 pode induzir apoptose de
neurdnios fetais e de estar envolvido na patogénese 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 celulas
progenitoras neurais humanas e neurénios imaturos e maduros, ainda que em menor
proporcao. A replicacdo do ZIKV nessas células induz autofagia, leva a desregulacéo
do ciclo celular, disfungdo mitotica com formacdo de centrossomos anormais, ativacao
de caspase-3, 7, 8 e 9 e morte celular levando a deplecdo de células progenitoras e
consequente prejudicando a neurogénese (Souza, Sampaio et al. 2016, Tang, Hammack
et al. 2016, Gabriel, Ramani et al. 2017). A infeccdo viral também é capaz de interferir
na diferenciacdo destas células, impedindo a formacéo de neurosferas, um modelo de
cultura de células composto por aglomerados flutuantes de células-tronco neurais, ou
levando a formacdo de neurosferas com morfologias anormais. Também foi mostrado
que o virus é capaz de afetar o desenvolvimento de organoides cerebrais. Essas

estruturas sdo culturas de células-tronco pluripotentes que formam estruturas
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tridimensionais mimetizando um cérebro embrionério, e que quando infectados com
ZIKV apresentaram crescimento muito reduzido em relagdo aos controles (Garcez,
Loiola et al. 2016).

Modelos  experimentais de infeccgdo 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, masculo, figado, rins, baco, cérebro
e medula espinal, causando doenca e levando os animais a morte(Lazear, Govero et al.
2016). Histopatologias do cérebro dos animais revelam presenca de infiltrado de
células inflamatérias, de células apoptéticas e de areas de necrose (Aliota, Caine et al.
2016, Lazear, Govero et al. 2016, Rossi, Tesh et al. 2016). Modelos de transmisséo
vertical em camundongos fémeas imunocomprometidas e macacos mostram que o virus
é capaz de infectar a placenta, causando disfuncéo placentéaria, e chegar ao feto levando
restricdo de crescimento intrauterino, malformac6es neuroldgicas graves, semelhantes
as 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 infeccdo de camundongos neonatos imunocompetentes leva a sinais clinicos e
achados patoldgicos que se assemelham em varios aspectos aos vistos em humanos. Os
modelos de infeccdo em camundongos neonatos ndo s6 proporcionam a possibilidade
de observar a patogénese do ZIKV em um camundongo imunocompetente, como
possibilitam observar os efeitos da infeccdo na neurogénese in vivo visto que a
maturidade neuronal do camundongo ao nascer equivale a neurogénese de um feto
com 25 semanas de gestacao (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, convulsées, 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
imunohistoquimica e de imunofluorescéncia infectando células progenitoras neurais,
neurdnios, astrdcitos e células da glia. Analises histoldgicas do cérebro dos animais
mostram que a infec¢do causa danos graves no SNC levando a atrofia do cérebro com

extensas areas de necrose, calcificacdo, presenca de células apoptdticas e de infiltrado
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de células inflamatdrias (van den Pol, Mao et al. 2017, Nem de Oliveira Souza, Frost et
al. 2018).

Além disso, 0 ZIKV também induz a producdo de diversos mediadores pro-
inflamatorios, como 1L-6, IL-8, IL-1B, TNF-a no cérebro de camundongos neonatos
levando a formacdo de resposta inflamatdria robusta que esta intrinsecamente ligada
aos danos teciduais e aos episddios de convulsdes que ocorrem durante a infeccao
(Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018). Dois grupos também ja demonstraram
aumento na producdo de citocinas em macacos induzida pela infec¢do pelo ZIKV, tanto
em modelo de infec¢do intravaginal quanto em infeccdo subcutdnea em fémeas
gravidas. Foi observado niveis elevados de diversas citocinas e quimiocinas como IL-
1RA, IL-6, MCP-1, CXCL10 e o MIF tanto no soro das fémeas infectadas
intravaginalmente quanto no soro, liquido amnidtico e LCR da mé&e e do feto (Gurung,
Reuter et al. 2019).

1.5- Fator inibidor da migracao de macrdfagos

O fator inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) foi uma das primeiras
citocinas descritas, como sendo um fator derivado de células T que inibia a migragéo de
monocitos e macréfagos (George and Vaughan 1962). O MIF é uma citocina pro-
inflamatéria produzida por diversas células aléem das células T, como as células B,
monacitos, macrofagos, células dendriticas, entre outros leucécitos e até mesmo em
diversos tecidos e por células ndo-imunes, como 0s hepatdcitos e células endoteliais
(Calandra and Roger 2003).

Estudos mostram que o MIF possui atividade autdcrina ou paracrina,
participando na modulacdo da inflamacdo por atuar no recrutamento de células imunes
e induzir a ativacdo dessas células através da ligacdo em diversos receptores, como
CXCR2, CXCR4 e CD74. Além disso, 0 MIF tem a capacidade de induzir o aumento
da secrecdo de outras citocinas pré-inflamatorias, como TNF-o, IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-
6, IL-8 e IL-12 (Carli, Metz et al. 2009, Howait, Albassam et al. 2019); bem como esta
envolvido na inducdo de proliferacdo celular e angiogénese (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 ap6s determinados estimulos, como por exemplo infeccbes. O MIF
liberado é reconhecido por receptores (CD44/CD74) na prépria célula ou em células vizinhas,
desencadeando um aumento na expressdo de citocinas pro-inflamtorias (TNF-a,IL-1p, IL-2, IL-6 e IL-8)
e quimiocinas, de moléculas de adesdo e atua na sobrevivéncia de leucécitos (Bozza, Martins et al.
2012).

O MIF vem sendo descrito como uma molécula associada ao desenvolvimento e
progressdo de diversas doencas causadas por patdgenos, doencas inflamatérias, de
origem autoimune e na formacdo de tumores (Lue, Kleemann et al. 2002). Os niveis
desta citocina sdo encontrados significativamente aumentados em pacientes com
diversas doencas como glomerulonefrite, aterosclerose, artrite reumatoide, esclerose
multipla, SGB, encefalite induzida pelo virus do oeste do Nilo (WNV), o virus da
encefalite japonesa (JEV) e o virus da encefalite transmitido por carraptos (TBEV),
assim como na febre da dengue (FD) e nas formas mais graves da infeccdo pelo DENV,
a febre hemorragica do DENV (FHD) e a sindrome 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 niveis de MIF estdo elevados no soro e LCR

de pacientes diagnosticados com SGB na mesma proporcdo da gravidade da doenca
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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 1SO-1
apresentaram sinais clinicos mais brandos e resolucdo da doenga mais rapidamente em
relacdo a camundongos tratados com IgG ou DMSO (Sainaghi, Collimedaglia et al.
2010). Acredita-se que o MIF atua na patogénese da SGB por levar a exacerbagéo da
resposta imune, geralmente ap6s uma infeccdo, causando superexpressdo de citocinas
pré-inflamatorias, recrutamento e ativacdo de células imunes, especialmente linfocitos
e macrdfagos, levando ao aumento de permeabilidade da barreira hemato-nervosa

(BHN) e desmielinizag&o dos axdnios (Shen, Lang et al. 2018).

O MIF também parece ser relevante na progressao de doengas de etiologia viral.
Alguns grupos descreveram a importancia do MIF na patogénese do DENV, um dos
flavivirus mais disseminados no globo. Pacientes infectados pelo DENV apresentam
elevados niveis de MIF no soro e isso esta positivamente relacionado com a gravidade
da doenca e morte dos pacientes (Chen, Lei et al. 2006, Assuncao-Miranda, Amaral et
al. 2010). Em seguida foi demonstrado que a secrecdo de MIF é induzida pela proteina
viral NS1, e seu aumento tem papel central no aumento de permeabilidade vascular,
que é caracteristico das formas mais graves da doenca. (Chuang, Su et al. 2012, Chen,
Chuang et al. 2016, Chen, Chao et al. 2018).

Em infeccbes pelo WNV, outro flavivirus que assim como ZIKV é
neurotropico, o MIF aparentemente tem papel importante na disseminacdo do mesmo
até o SNC (Arjona, Foellmer et al. 2007). Pacientes com encefalite induzida pelo WNV
apresentavam elevados niveis de MIF no plasma e no fluido cerebrospinal quando
comparado ao de pacientes ndo infectados. Experimentos in vivo também mostraram
que camundongos MIF”- ou selvagens tratados com isoxazolona-1 (molécula que se
liga ao sitio catalitico do MIF inibe sua atividade) ou anticorpos neutralizantes de MIF
quando infectados com o WNV apresentaram maior taxa de sobrevivéncia, menor
carga viral e tinham menos infiltrado inflamatério no cérebro em comparacdo com o
grupo selvagem ndo tratado. Além disso, o MIF possivelmente facilita a entrada do
virus no cérebro por estar envolvido no aumentode permeabilidade da barreira

hematoencefalica durante a infec¢do (Arjona, Foellmer et al. 2007).
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2- JUSTIFICATIVA

O ZIKV é um virus neurotrépico que esta envolvido com diversas complicacfes
neuroldgicas 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 infeccdo pode resultar em um amplo espectro de sequelas graves
associadas ao comprometimento do sistema nervoso fetal como malformacgdes
congénitas, problemas de visdo e audicdo, distdrbios motores e cognitivos, convulsdes
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 complicaces neuroldgicas em adultos
relacionadas ao ZIKV no estado do Rio de Janeiro (da Silva, Frontera et al. 2017).
Desta forma, a infeccdo pelo ZIKV pode ser mais grave nos estagios iniciais do
desenvolvimento, porém representa um risco em potencial para outros grupos da

populacdo.

As manifestacdes neuroldgicas causadas pelo ZIKV sdo decorrentes de um
conjunto de fatores que envolvem a extensa morte celular que ocorre ndo somente
diretamente pela infeccdo viral, mas também pela resposta inflamatéria robusta
induzida pelo ZIKV, associada a uma producdo aumentada de mediadores pro-
inflamatdrios e recrutamento de células imunes que juntos tem acdo neurotdxica
durante o curso da infeccdo(Azevedo, Araujo et al. 2016, de Sousa, Azevedo et al.
2018).Visto isso, nossa hipotese é que o MIF tem um papel importante na patogénese
do ZIKV por se tratar de uma citocina pro-inflamatéria que estd envolvida no aumento
de expressdo de diversas outras citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1pB, 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 ja foram descritos na
infeccdo pelo ZIKV, porém o envolvimento de moléculas potencializados como o MIF

ainda ndo foi descrito.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € investigar o envolvimento do MIF na disseminacdo do
ZIKV ao SNC, no processo inflamatorio e no dano tecidual induzido pela infeccéo.

3.2-Objetivos especificos

Verificar se hd aumento na expressdao de MIF no cérebro de camundongos neonatos
selvagens infectados pelo ZIKV;

Comparar a sobrevida e o surgimento de sinais clinicos decorrentes da infeccéo pelo
virus ZIKV em camundongos selvagem (WT) e deficientes de MIF (MIF);

Avaliar a distribuicdo do ZIKV nos tecidos dos animais WTe MIF e a disseminagio
para o sistema nervoso central durante o curso da infeccao;

Avaliar se citocinas moduladas pelo MIF também estdo elevadas no cérebro dos

animais infectados;

4- METODOLOGIA

4.1- Modelo animal

Nos experimentos foram utilizados camundongos C57BL/6, machos e fémeas,
de genodtipo selvagem (WT) ou Knockout para MIF (MIF 7). Todos os animais foram
mantidos sob condi¢des controle de temperatura (24° C) e ciclo claro-escuro de 12

horas, com livre acesso a agua e racdo em biotério de experimentacao.

Os animais neonatos com 3 ou 6 dias de idade (P3 ou P6) foram infectados com
50 uL contendo 10* ou 10° PFU de ZIKV diluido em meio L15 (invitrogen). Os grupos
controle (Mock) receberam 50 uL de sobrenadante de cultura de células ndo infectadas,
também em P3 ou P6, diluido em meio L15 (invitrogen) na mesma proporcao da

diluicdo do virus. As inoculacdes foram feitas via subcutanea no dorso.

Os animais foram monitorados diariamente para observagdo de sinais clinicos
da doenca como perda de peso, convulsdes e paralisia dos membros posteriores. Além

disso, em 6 e 12 d.p.i., conforme descrito como pico da infeccdo (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, musculo, figado e bago). As amostras
foram imediatamente colocadas no gelo durante a coleta e estocadas em freezer -80° C

até o momento da andlise.

Todos os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estdo de acordo
com as regulamentacBes vigentes sobre ética e experimentacdo animal e estdo
aprovados pelo Comité de Etica em Utilizacdo Animal da Universidade Federal do Rio
de Janeiro n° 036/18.

4.2- Propagacao do estoque de ZIKV

Nos experimentos foi usado o virus ZIKV®ER, virus isolado de um paciente com
quadro febril no estado de Pernambuco, Brasil (n.° de referéncia no gene bank:
KX197192). Para propagacdo do estoque de virus, células C636 sdo infectadas com o
ZIKV em uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,01 em meio de cultura L15 (meio
Leibovitz’s) ndo suplementado e mantidas em ambiente a 28°C por 1 hora. Apos esse
periodo o meio é removido e as celulas sdo 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 centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos, aliquotado

e estocado a -80°C.

O titulo viral do estoque é determinado por ensaio de placa de lise em células
VERO cultivadas em placa de 24 pocos. O estoque € diluido por diluicdo seriada de 10"
12 10° em meio DMEM high ndo suplementado e as células séo infectadas com 200
uL dessas dilui¢des e incubadas a 37°C por 1 hora. Em seguida ¢ adicionado 1 mL de
DMEM high com 1,5% de carboximetilcelulose (CMC), 1% de SFB e 1% de
penicilina/estreptomicina. Apds mais 5 dias de incubacéo, as células sdo fixadas com
formaldeido 10% por 30 minutos e entdo coradas com solucdo corante de cristal violeta
(20% Etanol, 1% cristal violeta e dgua) por mais 30 minutos permitindo a visualizacédo

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

As quantificacdes foram feitas por PCR em tempo real (QPCR); para isso 0s
animais infectados foram eutanasiados e os diferentes tecidos foram coletados,
homogeneizados em meio de cultura (DMEM) na proporgéo 1:2 com homogeinizador
de tecido a 5.000 rpm e o RNA total foi extraido utilizando o reagenteTRIzol®
(Invitrogen™), seguindo o protocolo do fabricante. O RNA total extraido foi
ressuspendido em 20 pL dgua DEPC e quantificado em um NanoDrop de forma a usar
2 ng de RNA para reacdo de transcricdo reversa, onde foi utilizado o Kit High
CapacitycDNA Reverse Transcription, também seguindo o protocolo disponibilizado
pelo fabricante. A carga viral foi quantificada por g°PCR em tempo real utilizando
TagMan® multiplex Master Mix. Na reacdo de PCR foram utilizados os primers para
uma porcao codificante da proteina 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 amplificacdo 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 equivaléncia de logio
PFU/mg de tecido ap0s conversdao usando uma curva padrdo feita com diluicbes

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

4.4- Quantificacdo da expressao de citocinas

A quantificacdo da expressao de citocinas foram feitas por gPCR em tempo real
no cérebro dos animais com 12 dias pos infeccdo (d.p.i). Para isso, apds a obtencao do
cDNA das amostras conforme descrito anteriormente, as mesmas foram entéo

submetidas a qPCR usando Power SYBR Green Master Mix.

As reacoes foram realizadas utilizando iniciadores especificos 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-a (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 B-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 expressao

relativa ao gene constitutivo e aos controles estdo expressos em AACT.

4.5- Anélise estatistica

Todos os graficos e andlises estatisticas deste trabalho serdo realizadas em
software GraphPadPrism® 6. As analises comparativas entre os grupos serao feitas por
teste t com intervalo de confianca de 95%. A diferenca sera considerada significativa

quando o valor de p for <0.05.

5- RESULTADOS

5.1- A infeccdo pelo ZIKV induz aumento na expressdao de MIF no cérebro de
maneira dependente da carga viral e da idade.

Para investigar o impacto do MIF na infeccdo pelo ZIKV utilizamos um modelo
de infeccdo em camundongos C57BL/6 neonatos imunocompetentes (WT) com 3 dias e
6 dias de idade (P3 e P6, respectivamente) infectados por via subcutdnea. Nosso
primeiro passo foi avaliar a expressdo do MIF no cérebro dos camundongos P3 ou P6
WT infectados com diferentes cargas de ZIKV (10%u 10° PFU). A andlise da
expressao foi realizada por gqPCR em relacdo ao grupo Mock (sobrenadante de cultura
de células ndo infectadas) no em décimo segundo dia apds-infec¢do (d.p.i.), o qual foi
descrito previamente como 0 momento do pico da replicacdo do ZIKV (Li, Armstrong
et al. 2018, Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018). Os resultados mostraram que 0s
animais em P3 infectados com 10° PFU apresentaram um aumento significativo na
expressdo de MIF no cérebro quando comparados aos controles (Figura 5A). Podemos
observar uma tendéncia a aumento na expressao do MIF nos animais que receberam a
menor carga viral (Figura 5A). Além disso, avaliamos a expressdo do MIF em animais

P6 com a maior carga viral e foi observado que ndo existe um aumento significativo na
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expressao no cérebro quando comparados aos controles (Figura 5B). Estes resultados
indicam que a infecgdo pelo ZIKV induz um aumento na expressédo de MIF de maneira

dose e idade dependente.
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Figura5: A infeccdo pelo ZIKV aumenta a expressdo de MIF no cérebro de camundongos WT.
Camundongos C57BL/6 wildtype (WT) foram infectados via subcutanea no dorso com 10%u 10* PFU
de ZIKV em P3 ou com 10° PFU em P6 ou com mock. Os cérebros dos animais foram coletados em 12
d.p.i. e a quantificacdo da expressdo de MIF foi feita por RT-gPCR com SYBRgreen. Os experimentos
foram realizados com 2 ou 3 animais por grupo em 1 experimento em P6 e em P3 com 10* PFU de ZIKV
e com 3 animais por grupo em 2 experimentos independentes em P3 com 108 PFU de ZIKV. ***=*
P<0,0001

5.2- A infeccdo pelo ZIKV induziu perda de peso e elevada letalidade nos
camundongos WT mas n&o nos MIF”-em modelo de infecgdo subletal.

Visto que a expressdo de MIF estd aumentada durante a infeccdo pelo ZIKV,
foram feitas curvas de ganho de peso e de sobrevivéncia utilizando tanto camundongos
WT quanto deficientes de MIF (MIF') para avaliar se a auséncia da citocina afetaria a
progressdo da doenca em camundongos neonatos. Novamente o0s camundongos
neonatos C57BL/6 WT ou MIF’ foram infectados por via subcutanea no dorso com
10° ou 10* PFU (unidades formadoras de placa) de ZIKV enquanto os grupos controles

receberam sobrenadante de cultura de células ndo infectadas (Mock). Os animais foram
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monitorados diariamente para observacdo dos sinais clinicos da doenga, como perda de

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

Nos grupos que receberam a menor dose, os animais MIF”- ndo apresentaram
taxa de letalidade (figura 6B) e também ndo apresentaram sinais clinicos da doenca
enquanto todos os camundongos WT apresentaram sinais clinicos da infec¢cdo como
ataxia, paralisia dos membros posteriores e ndo ganharam peso ao longo dos dias pos-
infeccdo (figura 6A) morrendo todos até 18 d.p.i. (figura 6B). Esses experimentos com
10*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 10 PFU de ZIKV, observou-se que tanto os WT
quanto os MIF”- paravam de ganhar peso entre 10 e 12 d.p.i. e ndo houve diferenca
significativa no ganho de peso em nenhum momento da infecgdo (Figura 6C). Além
disso, os animais dos 2 grupos infectados apresentaram sinais clinicos de doenga com
letargia, tremores, ataxia, paralisia das patas traseiras, convulsbes e baixa taxa de

sobrevivéncia (Figura 6D) mas também sem diferenca significativa.

J& os animais infectados em P6, os MIF”- e os WT néo apresentaram quaisquer
sinais clinicos da doenca e, embora ndo tenha ocorrido morte no grupo dos MIF”
houve uma reducdo de 25% na sobrevivéncia dos WT, porém sem diferencas
significativas na sobrevivéncia devido a diferenca 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 ¢ induzido (P3 com
10*ou 10° PFU), os animais apresentam sinais clinicos da infeccdo e mortalidade de
forma dose dependente. J& os animais 0 em P6, os quais nao tiveram inducdo de MIF,

ndo apresentam sinais clinicos aparentes.
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Figura 6: A infeccéo pelo ZIKV induziu perda de peso e elevada letalidade nos camundongos WT
mas ndo nos MIF-/- em modelo de infeccéo subletal. Camundongos C57BL/6 WT e MIF’ foram
infectados via subcutanea no dorso em P3 com 10* (A e B) ou 10%(C e D) PFU de ZIKV ou em P6 (E eF)
com 10° PFU de ZIKV. Os animais foram pesados e monitorados. Os experimentos em P3 com 108 PFU
foram realizados em dois experimentos independentes com 5 ou 6 animais por grupo. Os experimentos

em P3 com 10*e em P6 foram realizados em um experimento com 4 ou 6 animais por grupo.
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5.3- A auséncia do MIF néo interferiu na disseminagdo viral nos animais
infectados, porém atua na capacidade dos mesmos de controlar a infeccdo no
modelo com a menor carga.

O préximo passo foi avaliar se a auséncia do MIF afetaria a replicacdo e
dispersdo do virus no organismo dos camundongos e para isso foi coletado o cérebro,
musculo, figado e bago dos animais infectados com ZIKV para analise da carga viral
por gRT-PCR. Foram escolhidos os dias 6 e 12 d.p.i. para coleta dos tecidos, por ja
serem descritos como o pico da infeccdo nesse modelo experimental (Li, Armstrong et
al. 2018, Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018).

Os resultados mostram que os animais infectados com 10* PFU de ZIKVde
ambos gendtipos apresentam virus no cérebro ja em 6 d.p.i., porém enquanto 0s
animais MIF7- mantiveram a carga viral em 12 d.p.i. os animais WT tiveram um
aumento na carga (Figura 7A). Ja na infeccdo em P3 com 10° PFU, tanto os WT quanto
os MIF” apresentam elevada carga viral no cérebro muito maior que nos animais que
receberam a 10* PFU de ZIKV ja 6 d.p.i. e aumentando em 12 d.p.i., porém néo houve
diferenca significativa entre os grupos (Figura 7B). Na infeccdo em P6 foi possivel
detectar RNA viral no cérebro dos animais de ambos gendtipos, porém em menor

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

Estes resultados indicam que a auséncia de MIF ndo influencia na dispersédo do
virus a0 SNC mas que em modelo de infeccdo mais brando, possivelmente atua na

capacidade dos animais de controlar a replicacéo.
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Figura 7: A auséncia do MIF ndo resulta em uma menor disseminacéo para o SNC. Camundongos
WT ou MIF" foram inoculados por via subcutanea na regido dorsal com 10%ou 10°PFU de ZIKV em P3
(A e B) ou com 10° PFU em P6 (C). O cérebro dos animais foi coletado, em diferentes dias apds a
infeccdo. 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 10° PFU e os experimentos com

os P3 infectados 10* PFU e os P6 foram realizados com 2 ou 3 animais por grupo em um experimento.

Ja no musculo, figado e baco as analises foram feitas somente nos animais
infectados em P3 com 10° 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 ndo apresentando diferenca significativa entre os 2 grupos (Figura 8A-
C). Estes resultados indicam que a auséncia de MIF ndo afeta a replicacdo do ZIKV em

tecidos periféricos.
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Figura 8: A auséncia de MIF ndo afetou a disseminacao e replicacdo do ZIKV em tecidos
periféricos. Camundongos WT ou MIF, foram inoculados por via subcutinea na regido dorsal com
10%PFU de ZIKV em P3. Musculo (A), figado (B) e baco (C) dos animais foram coletados, em diferentes
dias apés a infeccdo. O RNA viral foi avaliado por RT-PCR. Os experimentos foram realizados com 3

animais por grupo em 2 experimentos independentes.

5.4- A infeccdo pelo ZIKV aumenta a expressdo de TNF-a e IL-6 no cérebro de
camundongos

Por fim, para avaliar se 0 ZIKV induz inflamacdo no cérebro dos animais foi
feita quantificacdo da expressdo de duas citocinas sabidamente induzidas por MIF,
TNF-a e IL-6 (Carli, Metz et al. 2009, Howait, Albassam et al. 2019). Os cérebros dos
camundongos WT e MIF™", infectados com 10® PFU ou MOCK, foram coletados em 12
d.p.i. (por ser o pico da infeccdo) e a expressdo das citocinas foi analisada por qPCR.
Nos resultados vemos que ambas citocinas estdo muito aumentadas nos animais
infectados, porém ndo ha diferenca significativa na expressdo de TNF-a e IL-6 entre 0s
WT e os MIF infectados (Figura 9).
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Figura 9: A infeccdo pelo ZIKV aumenta a expressdo de TNF-a e IL-6 no cérebro de camundongos
de ambos gendtipos. O cérebro foi coletado de animais do grupo controle e dos infectados em 12 d.p.i.,
0 RNA extraido desses tecidos e foi analisada a expressdo de citocinas. Os niveis de producdo de TNF-a
(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 relagéo ao grupo controle.
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6- DISCUSSAO

O ZIKV é um virus neurotropico que pode ser transmitido da méae para o feto
durante a gestacdo e infectar o sistema nervoso do feto podendo levar a um amplo
espectro de anomalias e desordens neuroldgicas graves, dentre elas a microcefalia
(Calvet, Aguiar et al. 2016, Martines, Bhatnagar et al. 2016). Os mecanismos de acao
pelos quais 0 ZIKV infecta o0 SNC e induz dano no tecido ainda ndo sdo completamente
elucidados. Diversos estudos mostram que o virus € capaz de infectar células
progenitoras neurais e neurénios levando a morte celular (Souza, Sampaio et al. 2016,
Tang, Hammack et al. 2016). O ZIKV também é capaz de induzir resposta inflamatdria
robusta levando a formacdo de infiltrado de células inflamatérias no cérebro bem como
é capaz de induzir o aumento na expresséo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a,
IL-1B, IL-6 e IL-8(Aliota, Caine et al. 2016, Nem de Oliveira Souza, Frost et al. 2018).

Infecgdes por outros flavivivirus encefaliticos, como o WNV, JEV e TBEV,
também sdo descritas por causarem extenso dano tecidual e producdo exacerbada de
citocinas durante a infeccdo(Gelpi, Preusser et al. 2005, Arjona, Foellmer et al. 2007,
Li, Wang et al. 2015). O MIF é uma destas citocinas e esta envolvido na
neuropatogénese destes flavivirus, podendo ser encontrado no soro e LCR de pacientes
com encefalopatias decorrentes destas infecgdes(Suzuki, Ogata et al. 2000, Arjona,

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

Neste trabalho investigamos se a infec¢do pelo ZIKV induz o aumento na
producdo do MIF, como na infec¢do por outros flavivirus, bem como sua possivel
participacdo na patogénese do ZIKV. Nossos resultados mostram que a infeccdo em P3
com a maior carga viral leva a um aumento exacerbado na expressdo do MIF no cérebro
e na infeccdo com menor carga leva a uma tendéncia ao aumento enquanto na infeccao
em P6 a citocina ndo é modulada. Estes dados coincidiram com o surgimento de sinais
clinicos nos animais, os quais sO apresentaram sintomas na infeccdo em P3. Isto condiz
com estudos de modelos de infeccdo em murinos que mostram que a susceptibilidade
dos camundongos a infec¢do 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 infeccdo em P3 sdo observados

sinais clinicos e uma elevada carga viral no cérebro dos animais. A maior
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susceptibilidade dos animais a infecgdo em P3 em relacdo aos P6 pode estar atrelada ao
estagio de desenvolvimento do cérebro e do sistema imune dos camundongos nessas
idades. O desenvolvimento do SNC em camundongos continua apds o0 nascimento e
nestas idades corresponde aproximadamente ao final do 2° trimestre e final do 3°
trimestre da gestagdo em humanos respectivamente (Clancy, Darlington et al. 2001,
Semple, Blomgren et al. 2013). Junto a isso, ja se sabe queo ZIKV infecta
preferencialmente células precursoras neurais e neurénios imaturosin vitro e que em
humanos o risco do desenvolvimento de complicagdes neuroldgicas pelo ZIKV diminui
conforme o avango 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 expresséo de
MIF observada no cérebro dos camundongos infectados em P6, visto que estes
apresentam menos células precursoras neurais e neurdnios imaturos somado a um
sistema imune mais maduro devido ao estadgio de desenvolvimento em que se

encontram tornando-os capazes de controlar melhor a infeccao.

Para avaliar se a auséncia de MIF afetaria a progressdao da doenga, infectamos
camundongos WT e MIF”-em P3 ou P6. Os animais com 6 dias de idade, conforme dito
anteriormente, correspondem ao feto no estagio final da gestacdo humana. Consistente
com isso a infeccdo ndo induziu sinais clinicos significativos em ambos 0s grupos
testados.Como era esperado, a infec¢do também ndo induziu aumento significativo na
expressdo de MIF j& que os animais aparentemente conseguiram controlar a infeccao
sem apresentar sinais clinicos, os quais sdo 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 infeccdo em P3 usando a maior carga viral, os animais desenvolveram
doenca grave com diversos sinais clinicos, elevada carga viral no cérebro e producédo
exacerbada de citocinas e elevada mortalidade. Isso condiz com o que foi descrito
anteriormente de que a susceptibilidade dos animais, e consequente progressao da
doenca, varia de acordo com a idade dos animais. Porém, ainda que tenha sido
observado um aumento significativo na expressdo de MIF, ndo houveram diferencas
significativas nos sinais clinicos, carga viral e expressao de citocinas entre 0s WT e 0sS

MIF'-. Talvez isso se deva ao fato deste modelo de infeccdo ser muito letal, levando a
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uma exacerbacdo da resposta imune e progressdo rapida da doenca & morte que pode
estar mascarando um possivel efeito protetor da auséncia do MIF. Outro fator que pode
estar envolvido na potencializacdo do dano induzido pela infeccdo mesmo na auséncia
do MIF é o aumento exacerbado na expressdo de TNF-a e IL-6 observado nos animais.
Diversos estudos mostram que 0 aumento exacerbado na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias tem papel central no desenvolvimento neuropatias(Tohidpour, Morgun et
al. 2017). Além disso, ja foi mostrado que a neutralizacdo de TNA-a em camundongos
neonatos infectados com ZIKV pode prevenir convulsdes nos animais jovens e adultos

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

Condizente com isso, ao testarmos uma menor carga viral foi possivel observar
diferencas significativas na progresséo da infecgdo nos camundongos WT e nos MIF™,
onde os camundongos MIF”- ndo apresentaram os sinais clinicos da infecgdo enquanto
os WT apresentaram um quadro semelhante ao da infecgdo com 10° PFU, com tremores,
ataxia, paralisia nos membros posteriores, perda de peso persistente e morte. Estes
resultados se assemelham ao que ja havia sido descrito em modelo de infeccdo com
WNYV, onde os animais deficientes de MIF apresentavam sinais clinicos mais brandos
da infeccdo e mortalidade reduzida. Também observamos que, estes animais apresentam
RNA viral no cérebro, ainda que em menor quantidade em relagdo a infeccdo com a
maior carga, e que os MIF’- parecem controlar a infecgdo mantendo a carga viral de 6
para 12 d.p.i., ao contrario dos WT onde ha um aumento. Estes resultados sugerem que
a auséncia do MIF preveniu o desenvolvimento dos sinais clinicos da infeccdo mas sem
afetar a replicacdo viral. Outros estudos mostram o MIF pode ter papel na exacerbacao
do dano tecidual induzido em infeccGes sem afetar a carga do patdogeno. No caso da
infeccdo por CHIKV e RRV (outros arbovirus), ja foi mostrado que o CD74 (principal
receptor do MIF) medeia a artrite e miosite induzidas por estes virus sem afetar a
replicacdo viral de forma MIF-dependente (Herrero, Sheng et al. 2013). Estes
experimentos possuem n=1 e 0s grupos possuiam quantidades diferentes de animais (4
WT e 6 MIF) e a diferenca 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 patogénese do ZIKV onde, assim
como foi mostrado para o WNV, sua auséncia interferiu na progressdo da doenca
levando a sinais clinicos mais brandos e que foram resolvidos mais rapidamente. Porém,

estes achados precisam ser confirmados e pretendemos realizar outros experimentos
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como quantificagdo na expressdo de outras citocinas na infeccdo com 10* PFU além de
analises histopatoldgicas do cérebro dos animais.

A avaliacdo do papel do MIF na infecgdo pelo ZIKV é importante pois 0 MIF
poderia ser um alvo terapéutico no tratamento das formas graves da infecgdo. A inibicao
farmacoldgica de MIF ja se mostrou eficaz em diversos modelos experimentais no
controle de doencas inflamatorias autoimunes, sepse, além da infecgdo 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- CONCLUSOES

e Animais infectados em P6, independente da auséncia ou ndo do MIF, ja sdo capazes
de controlar mais rapidamente a infec¢do, ndo apresentando sinais clinicos evidentes
tdo pouco hd aumento na expressao de MIF.

e A infeccdo em animais mais jovens (P3) com elevada carga viral (10° PFU) leva ao
surgimento de sinais clinicos graves e alta mortalidade, porém sem diferencas
significativas entre os grupos e talvez isto se deva ao modelo de infeccdo com
progressdo rapida da doenca a morte possivelmente estar mascarando um possivel
efeito protetor da auséncia do MIF.

e A infeccdo em P3 com 10* PFU indicam que de fato existe um papel protetor da
auséncia do MIF visto que os animais deficientes ndo apresentaram sinais clinicos
ao contrario dos WT, e isto provavelmente esta relacionado a capacidade do MIF de
potencializar o dano induzido pela infeccdo.
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