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RESUMO

OLIVEIRA, Elizabeth Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Infeccao por ZIKV e MAYYV causam alteracdes na microestrutura testicular, por meio
da modulacdo do estado oxidativo causando reducdo da producio espermatica em
camundongos Balb/c imaturos e adultos. Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.
Coorientadora: Fernanda Carolina Ribeiro Dias.

O processo inflamatério proveniente das infeccdes virais estd entre as principais causas de
infertilidade masculina e, anualmente, 1 bilhdao de pessoas sdo infectadas e 1 milhdo vao a
obito em decorréncia de infecgdes por arbovirus transmitidos por artropodes hematofagos. O
Aedes aegypti € a espécie mais eficiente no processo de transmissdo das doengas arbovirais,
como Zika virus (ZIKV) e Mayaro (MAYV). Neste contexto, avaliamos os efeitos das
infeccOes causadas pelo virus ZIKV e MAYV no sistema reprodutor masculino de
camundongos Balb/c imaturos e adultos infectados pela via direta. Oitenta camundongos
foram divididos em 10 grupos experimentais (n=8/grupo), sendo os grupos de animais
infectados imaturos (15 dias de idade): Controle 15 dias, MAYV 15dpi (dias pds-infec¢do),
ZIKV 15dpi, Controle 45 dias, MAYV 45dpi e ZIKV 45dpi; Grupos de animais adultos
(infectados com 60 dias de idade): Controle, Dexa (fosfato de dexametasona), ZIKV e MAYV
(analisados 42 dp1). Observou-se que os virus causaram atraso no desenvolvimento do tabulo
seminifero, estresse oxidativo e nitrosativo. Os virus causaram reducdo de espermatides no
testiculo, espermatozoides no epididimo e, producdo espermadtica didria, assim como e
alteracoes do tempo de transito epididimario. Também causaram reducdo na integridade de
membrana e motilidade espermatica, aumento de histopatologias com aumento de danos
iniciais e morte celular e reducdo dos componentes do intertibulo. Portanto, os resultados
indicam que o ZIKV e MAYV causam danos semelhantes ao sistema reprodutor, com
algumas particularidades como o efeito do MAY'V nas células de Leydig e o atraso no tempo

de transito causado pelo ZIKV.

Palavras-chave: Arboviroses. Espermatogénese. Fertilidade. Reproducio. Desenvolvimento.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Elizabeth Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2022. ZIKV
and MAYYV infection alter testicular microstructure by modulating the oxidative state of
reduction by reducing immature and adult Balb/c sperm production. Adviser: Sérgio
Luis Pinto da Matta. Co-adviser: Fernanda Carolina Ribeiro Dias.

The inflammatory process resulting from viral infections is among the main causes of
infertility and, annually, billions of people are infect ed and more than a million people
are infected and more than a million occurrences of arbovirus infections are caused by major
hematophagous viruses. Aedes aegypti is the most efficient species in the transmission
process of arboviral diseases, such as Zika virus (ZIKV) and Mayaro (MAYV). In this
context, the effects of the consequences of the world were affected by the MAYV virus.
Eighty mice were divided into 10 experimental groups (n=8/group), with the groups of
infected immature animals (15 days of age): Control 15 days, MAYV 15dpi (days post-
infection), ZIKV 15dpi, Control 45 days, MAYV 45dpi and ZIKV 45dpi; Adult animal
groups (infected at 60 days of age): Control, Dexa (dexamethasone phosphate), ZIKV and
MAYV (analyzed 42 dpi). It was observed that the viruses caused a delay in seminiferous
tubule development and oxidative and nitrosative stress. The viruses caused a reduction in
spermatids in the testis, spermatozoa in the epididymis, daily sperm production, and changes
in epididymal transit. It also causes a reduction in the reduction of membrane damage and
motility, increases in its increases with increased cell death and early intertubular
components. Therefore, the results indicate that ZIKV and MAYV cause similar damage to
the reproductive system, with some particularities such as the effect of MAYV on Leydig

cells and the delay in transit time caused by ZIKV.

Keywords: Arboviruses. Spermatogenesis. Fertility. Reproduction. Development.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os danos causados nos 6rgdos reprodutores masculinos podem ser decorrentes de
infeccdes sistémicas, ou no préprio trato genital, pelo qual o virus tenha tropismo (Fijak et al.,
2018). A infertilidade masculina causada por patégenos pode acontecer por diferentes fatores,
como por deterioracdo da integridade de membrana do espermatozoide ou por distirbios das
glandulas acessorias e na espermatogénese, além de afetar também a esteroidogénese (Fijak et
al., 2018). Os indices de fertilidade masculina estdo caindo e casais em idade reprodutiva que
ndo conseguem conceber filhos de modo natural fazem parte de 15% da populacdo, sendo
50% deles por causas de infertilidade masculina (Liu et al., 2018).

Anualmente, cerca de 1 bilhdo de pessoas sdo contaminadas e 1 milhdo vao a dbito
em decorréncia de infec¢des por arbovirus transmitidos por artrépodes hematéfagos (OMS).
Dentre os transmissores, destaca-se o Aedes aegypti, a espécie mais eficiente no processo de
transmissao das doencas arbovirais, como Zika, Dengue, Chikungunya e Mayaro (Lopes et
al., 2014; Leta et al., 2018). As arboviroses estdo se tornando uma preocupacdo global por sua
rapida disseminacao geogréfica, devido ao aumento do comércio e das viagens internacionais.
Um estudo realizado em 2015 mapeou a distribuicdo global do Aedes aegypti, sendo
constatado que a faixa de adequacdo de habitat para esta espécie é a mais ampla, ocorrendo
em todos os continentes (Kraemer et al., 2015).

O arbovirus Zika (ZIKV), pertencente a familia Flaviviridae, € transmitido por
intermédio dos artrépodes e animais vertebrados, e tem os humanos como reservatorio
tempordrio (Enfissi et al., 2016). Em estudos realizados com modelos de animais infectados, a
transmissao vertical levou ao desenvolvimento da microcefalia (Gubler, 2002; Novella et al.,
2012; Kenney & Brault, 2014). Outros estudos evidenciaram a presenca de cargas virais no
sémen, indicando uma via diferente da infec¢do no trato reprodutor masculino (Didier &
Musso, 2016). O mecanismo usado pelo ZIKV para conseguir infectar uma célula depende da
disponibilidade do receptor da familia Axl TAM (Tyro3, Axl e Mer), presente em células de
Sertoli e de Leydig, sendo menos expressa na ultima (Lemke & Rothlin, 2008; Kumar et al.,
2018).

Outro arbovirus existente € o Mayaro (MAYYV), pertencente a familia Togaviridae,
cujo principal vetor € o mosquito do género Haemagogus, mas que também pode ser
transmitido pelo Aedes aegypti (Lopes et al., 2014). Foi identificado que o MAY'V utiliza o
receptor MXRAS, também conhecido como DICAM, ASP3 ou limitrina, para infectar as
células (Zhang et al., 2018). No sistema reprodutor, 0 MXRAS8 pode desempenhar papel



importante na espermatogénese, sintese e secre¢cdo de andrégenos (Bo et al., 2020). Esse
receptor € encontrado em mamiferos, aves e anfibios, expresso por células epiteliais,
possuindo homologia com a molécula de ades@o juncional e estando colocalizado com as
proteinas da zonula de oclusdao (ZO-1) (Jung et al., 2008; Han et al., 2013; Ribeiro-Filho et
al., 2021). O epitélio seminifero ¢ um lugar rico em zonulas de oclusdo, produzidas pelas
células de Sertoli que promovem o ambiente imunolégico privilegiado para proteger as
células germinativas haploides, formando a barreira hematotesticular, que divide o epitélio
seminifero em dois ambientes, basal e adluminal (Siu & Cheng, 2004).

O surgimento de surtos dessas arboviroses pode estar relacionado a variagoes
climaticas,degradacdo ambiental e distirbios socioecondmicos, com aumentoda sua
distribuicdo geografica, podendo causar grandes impactos a saude reprodutiva humana
(Weaver & Reisen, 2010). Neste contexto, avaliamos os efeitos das infec¢des causadas pelos
arbovirus ZIKV e MAY'V no sistema reprodutor masculino de camundongos Balb/c imaturos
e adulros, infectados pela via direta, ou seja, o0 macho entra em contato direto com o virus.
Avaliamos também como esta infeccdo afeta o funcionamento do sistema reprodutor
masculino, bem como as alteracdes da qualidade espermética desses animais, com o intuito de

identificar os danos causados pelo ZIKV e o MAY'V.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

O presente estudo visou avaliar os efeitos dos virus Zika e Mayaro em camundongos

Balb/c machos imaturos e adultos nas por¢cdes gametogénica, androgénica testicular e no

epididimo.

2.2 Objetivos especificos

>
>

YV V VYV VY

YV V VYV V

Realizar a titulacao viral;

Obter os pesos corporal e testicular;

Obter a propor¢ao de tibulos em formagao;

Realizar estereologia dos componentes testiculares;

Mensurar a altura do epitélio seminifero e o diametro dos tiibulos seminiferos;
Calcular o comprimento total dos tdbulos seminiferos e a produgdo espermética didria
total por testiculo e por grama de testiculo;

Realizar a morfometria das células de Sertoli e células de Leydig;

Avaliar alteracdes histopatoldgicas no testiculo;

Quantificacdo de células vidveis;

Avaliacdo Espermatica:

o Motilidade espermadtica,integridade estrutural da membrana plasmatica dos
espermatozoides; producdo didria, nimero de espermatozoides, e tempo de transito
epididimério;

Realizar anélises bioquimicas:

o VariagoOes dos Niveis de Malondialdeido e 6xido nitrico;

o Estresse oxidativo: SOD, CAT e GST;

Determinar a capacidade antioxidante total no soro.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Arbovirus

Os arbovirus pertencem ao grupo de virus transmitidos por artropodes hematéfagos. O
virus fica alojado nas glandulas salivares do mosquito e é transmitido pela picada. Parte do
ciclo de vida replicativo do virus ocorre nos insetos, podendo ser transmitido para humanos e
animais endotérmicos (Figura 1). Os arbovirus que causam doencas a humanos e animais

endotérmicos pertencem a cinco familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae,

Reoviridae € Rhabdoviridae (Rust, 2012; Lopes et al., 2014 e Souza, 2019).

ciclo selvatico ciclo urbano

Figura 1: Ciclos selvitico e urbano dos arbovirus. Fonte: Souza, 2019.

Fatores ambientais, como a temperatura, precipitacdo e tipo de vegetacao, restringem a
distribuicdo geografica dos arbovirus. Esses fatores sdo limitantes para a distribuicdo dos
vetores e dos vertebrados, que sdo importantes reservatorios necessdrios para a continuidade
do ciclo de replicacio do virus (Gubler, 2001). A amplificacio e a transmissdo das
arboviroses estdo aumentando em consequéncia das variagdes climdticas, do desmatamento,
do crescimento populacional de paises tropicais em desenvolvimento e da ocupagdo
desordenada, tornando-se constante ameaca a saide humana (Lopes et al., 2014).

Atualmente, 537 espécies de arbovirus estdo registradas no Catdlogo Internacional de
Arbovirus, das quais mais de 150 sdo de origem zoondtica e oferecem riscos a satide humana.
Na maioria dos casos, os humanos infectados sdo hospedeiros sem saida, ndo transmitem o
virus a outras pessoas € ndo sdo reservatorios para a reinfec¢cdo dos mosquitos (Cleton et al.,

2012). A maioria das infeccdes causadas por arbovirus sdo assintomadticas ou apresentam
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sintomas como febre inespecifica acompanhada de cefaleia, mialgia, mal-estar e prostracdo.
Porém, os Alfavirus e Flavirirus, pertencentes as familias Togarividae e Flavividae,
respectivamente, sdo causadores de doengas no sistema nervoso, responsdveis por causar a
febre hemorrdgica ou meningoencefalite, podendo levar a morte ou deixar sequelas

neuroldgicas graves (Gubler, 2001; Weaver & Barrett, 2004).

3.2 Zika virus (ZIKYV)

O Zika virus é um Flavivirus de RNA fita simples e envelopado (Prasad et al., 2017).
Transmitido por mosquitos, seu ciclo de transmissdo inclui principalmente vetores do género
Aedes e macacos, ao passo que os humanos sdo hospedeiros eventuais (Hayes, 2009). O
primeiro isolamento do ZIKV foi realizado em 1947, durante uma pesquisa sobre a
epidemiologia da febre amarela e se deu através de um macaco Rhesus em cativeiro na
floresta de Zika, Uganda (Dick et al, 1952). Posteriormente, em 1954, foi registrado o
primeiro caso da infec¢do por Zikv em humanos, na Uganda e na Nigéria (Macnamara, 1954).

Durante 50 anos, menos de 20 casos de infeccdes causadas pelo ZIKV em humanos
foram registrados (Musso & Gubler, 2016). Em 2007, ocorreu um surto de infeccdes por
ZIKV na ilha de YAP, oeste do Oceano Pacifico e nos Estados Federados da Micronésia
(Duffy et al., 2009). Novas epidemias de maiores propor¢cdes ocorreram na Polinésia
Francesa, no Pacifico Sul em 2013 e 2014 (Cao-Lormeau, 2014) e na América do Sul (Brasil)
em 2015 (Matusali et al., 2018). Em 2015 houve também pequenos surtos do virus no
Pacifico, como na Nova Caleddnia, Ilhas Cook e Ilha de Pascoa, Vanuatu, Ilhas Salomao,
Samoa e Fiji (Musso & Gubler, 2016). Véarias doencas foram relacionadas ao surgimento do
ZIKV, como complica¢des neuroldgicas graves, sindrome de Guillain-Barré em adultos na
Polinésia Francesa (Oehler et al., 2014) e microcefalia em recém-nascidos no Brasil (Schuler-

Faccini et al., 2016) (Figura 2).
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1 N 50000

Figura 2: Distribuicio global do ZIKV. Fonte: Puntasecca et al., 2021

A transmissdo vertical em humanos pode causar aborto precoce ou més formacdes de
niveis leves a graves, incluindo deficiéncia visual e auditiva (Brasil et al., 2016). J4 foi
descrito que no periodo pds-natal, a infeccdo congénita causada pelo ZIKV € associada a
diminuicdo cerebral total, anormalidades oftalmoldgicas, interrup¢do da microarquitetura
Ossea e alteracdes na morfologia testicular, mas as consequéncias em longo prazo ainda ndo

foram descritas (Camargos et al., 2019).

3.3 Mayaro (MAYY)

O MAYV € um Alphavirus de RNA de fita simples com envelope (Auguste et al.,
2015). Pertence a familia Togaviridae, tendo sido isolado pela primeira vez em 1954 de
trabalhadores em Trinidad e Tobago e, mais tarde, de outros individuos da 4rea do Rio
Guamd, no estado do Pard, Brasil, que apresentavam febre e dor de cabeca na regidao frontal
(Lopes et al., 2014). Os casos de MAYV em humanos estavam limitados as Américas Central
e do Sul, nas regides do rio Amazonas e seus afluentes (Mackay & Arden, 2016). Porém, ja
houve relatos da presenca do virus no México, demonstrando que o seu alcance estd

aumentando (Figura 3) (Espinosa & Dantes, 2006; Mavian et al., 2017).
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Legend

Total number of Mayaro cases by country
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Figura 3: Numero total de casos confirmados de Mayaro de 1954 até maio de 2019. Fonte:
Ganjian & Riviere-Cinnamond, 2020 (Adaptado).

Ao longo do tempo, foi observado que novas espécies de mosquitos podem estar
envolvidas no ciclo de transmissdo, quando o virus € introduzido em novos ambientes
(Marcondes et al., 2017), como no caso do virus chikungunya (CHIKV) e ZIKV, que se
espalharam rapidamente para outros paises, afetando a saide de milhdes de pessoas. Estes
paises podem tornar-se dreas de alto risco para outras infec¢des, como o MAYV, porém, seu
diagnostico € semelhante ao do CHIKYV, sendo muito facil de confundir (Acosta-Ampudia et
al., 2018).

O MAYV tem como principal vetor mosquitos do género Haemagogus, que habitam
florestas tropicais. Seus hospedeiros sdo os mamiferos que servem como reservatérios para a
transmissdo viral. O virus também pode ser transmitido por mosquitos Aedes aegypti,
facilitando a sua disseminacdo para grandes dreas urbanas (Lopes et al., 2014).

Sao diversos os sintomas causados pelo MAYV e o individuo infectado pode

apresentar febre, cefaleia, mialgia, erup¢do cutanea, dores nas articulagdes e artrite (Mourdo
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et al., 2012; Santos et al., 2019). A transmissdo pode ocorrer durante todo o ano, mas sao nos
periodos chuvosos que a maioria das ocorréncias acontecem, sendo esta uma semelhanca com
o virus da dengue. Em Manaus, estado do Amazonas, o nimero de pessoas infectadas tem se
tornado um grande problema a sadde publica, pois, ainda ndo existe uma vacina e o controle

de vetores nao € eficiente (Mourao et al., 2012; Lopes et al., 2014).

3.4 Testiculos e espermatogénese

Nos mamiferos, o testiculo € dividido em dois compartimentos: o intertubular ou
intersticial, e o compartimento dos tibulos seminifero ou tubular (Russell et al., 1990). O
compartimento dos tdbulos seminiferos constitui a maior parte do testiculo, ocupando, na
maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (Franca & Russell, 1998).
Estes tubulos sdo constituidos por tunica prépria, epitélio seminifero e limen tubular. No
epitélio seminifero sdo encontrados dois tipos celulares: as células germinativas, origindrias
do epiblasto, e as células de Sertoli, provenientes do epitélio celomdtico (Karl & Capel,
1998). As células de Sertoli constituem um importante componente estrutural dos tubulos
seminiferos. Através de seus receptores para o hormonio foliculo estimulante (FSH), a célula
de Sertoli controla o inicio da espermatogénese e faz a regulacdo da mesma (Baccetti et al.,
1998; Chui et al., 2011).

Os componentes do compartimento intertubular, ou intertibulo, sdo as células de
Leydig, vasos sanguineos e linféticos, nervos e uma populacdo celular varidvel no tecido
conjuntivo, constituida principalmente de fibroblastos e macréfagos (Russell et al., 1990). A
célula de Leydig € usualmente o tipo celular mais frequente do intertibulo. Esta célula contém
receptores para hormonio luteinizante (LH) e apresenta marcante producao de andrégenos, os
quais sdo sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol. Dentre os andrdgenos
incluem-se a di-hidrotestosterona, responsdvel pela diferenciacdo dos Orgdos genitais
masculinos e a testosterona, responsavel pela masculinizacdo do feto, desenvolvimento da
genitdlia interna, aparecimento dos caracteres sexuais secunddrios e manutencdo da
espermatogénese a partir da puberdade (Teerds et al., 1999; Ye et al., 2011).

A espermatogénese dura de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos (Russell et al.,
1990), sendo um processo complexo e bem organizado de divisdes celulares que ocorre no
interior dos tibulos seminiferos. Este processo é inteiramente regulado por hormonios

(Hedger & Winnall, 2012) e pode sofrer alteracdes por diversos fatores, como doencas,
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téxicos ambientais, medicamentos e fitoterdpicos (Monteiro et al., 2008; Melo et al., 2010;

Heng et al., 2012).

3.5 Efeitos dos virus ZIKV e MAYYV no sistema reprodutor masculino

A infeccdo causada pelo ZIKV geralmente € considerada leve em humanos, mas, em
alguns casos, pode estar relacionada a complicacdes neurolégicas graves e interferéncia no
desenvolvimento fetal (D’Ortenzio et al., 2016). O principal modo de transmissdo do ZIKV
ocorre através do contato com mosquitos A. aegypti infectados, embora existam evidéncias da
transmissao através de relacdes sexuais (Mccarthy, 2016).

O caso de um homem de 32 anos, que apresentou quadro clinico tipico de infec¢ao
causada por arbovirus, foi investigado dois dias apos o retorno dele a Franca, vindo do Brasil
e Guiana Francesa. Amostras de sangue, urina e sémen foram coletadas apds ser comprovado
infeccdo por ZIKV, sendo que a carga viral do sémen foi 100.000 vezes maior que a do
sangue ou da urina em mais de duas semanas apds o inicio da infeccdo, sugerindo que o ZIKV
€ um patégeno sexualmente transmissivel (Mansuy et al., 2016). Em outro estudo, foi
observada a persisténcia do ZIKV no testiculo e epididimo de camundongos infectados,
havendo lesdo tecidual e diminuicdo dos niveis de testosterona e inibina B, causando
oligospermia. EspermatogOnias, espermatdcitos primdrios e células de Sertoli foram
infectadas, ocasionando destruicdo dos tdbulos seminiferos, além das células de Leydig e
células peritubulares também serem afetadas (Govero et al., 2016).

O MAYYV utiliza o receptor MXRAS8 como meio de entrada na célula e este esta
colocalizado nas proteinas das zonulas de oclusdo, local rico entre as células de Sertoli para
formar a barreira hematotesticular e assim proteger as células germinativas haploides em
desenvolvimento (Jung et al., 2008). Neste contexto, torna-se necessdrio estudar o MAY'V,
devido a sua capacidade de comprometer a estrutura do epitélio germinativo e interferir no

processo espermatogénico.



17

4. REFERENCIAS

Acosta-Ampudia, Y., Monsalve, D. M., Rodriguez, Y., Pacheco, Y., Anaya, J. M., &
Ramirez-Santana, C. (2018). Mayaro: an emerging viral threat? Emerging Microbes and
Infections, 7(1).

Auguste, A. J., Liria, J., Forrester, N. L., Giambalvo, D., Moncada, M., Long, K. C., Morén,
D., de Manzione, N., Tesh, R. B., Halsey, E. S., Kochel, T. J., Hernandez, R., Navarro, J.
C., & Weaver, S. C. (2015). Evolutionary and ecological characterization of mayaro virus
strains isolated during an outbreak, Venezuela, 2010. Emerging Infectious Diseases,
21(10), 1742-1750.

Baccetti, B., Collodel, G., Costantino-Ceccarini, E., Eshkol, A., Gambera, L., Moretti, E.,
Strazza, M., & Piomboni, P. (1998). Localization of human follicle-stimulating hormone in
the testis. The FASEB Journal, 12(11), 1045-1054.

Bo, D., Jiang, X., Liu, G., Xu, F., Hu, R., Wassie, T., Chong, Y., Ahmed, S., Liu, C., &

Girmay, S. (2020). Multipathway synergy promotes testicular transition from growth to

spermatogenesis in early-puberty goats. BMC Genomics, 21(1), 1-16.

Brasil, P., Pereira, J. P., Moreira, M. E., Ribeiro Nogueira, R. M., Damasceno, L., Wakimoto,
M., Rabello, R. S., Valderramos, S. G., Halai, U.-A., Salles, T. S., Zin, A. A., Horovitz, D.,
Daltro, P., Boechat, M., Raja Gabaglia, C., Carvalho de Sequeira, P., Pilotto, J. H.,
Medialdea-Carrera, R., Cunha, C.D., Abreu de Carvalho, L.M., Pone, M., Siqueira, A. M.,
Calvet, G. A., Baido, A. E. R., Neves, E.S., Carvalho, P. R. N., Hasue, R. H., Marschik, P.
B., Einspieler, C., Janzen, C., Cherry, J. D., Bispo de Filippis, A. M., Nielsen-Saines, K.
(2016). Zika Virus Infection in Pregnant Women in Rio de Janeiro. New England Journal
of Medicine, 375(24), 2321-2334.

Camargos, V. N., Foureaux, G., Medeiros, D. C., da Silveira, V. T., Queiroz-Junior, C. M.,
Matosinhos, A. L. B., Figueiredo, A. F. A., Sousa, C. D. F., Moreira, T. P., Queiroz, V. F.,
Dias, A. C. F., Santana, K. T. O., Passos, 1., Real, A. L. C. V., Silva, L. C., Mourio, F. A.
G., Wnuk, N. T., Oliveira, M. A. P., Macari, S., Silva, T., Garlet, G. P., Jackman, J. A.,
Soriani, F. M., Moraes, M. F. D., Mendes, E. M. A. M., Ribeiro, F.M., Costa, G. M. J.,
Teixeira, A. L., Cho, N.J., Oliveira, A. C. P., Teixeira, M. M., Costa, V. V., Souza, D. G.
(2019). In-depth characterization of congenital Zika syndrome in immunocompetent mice:
Antibody-dependent enhancement and an antiviral peptide therapy. EBioMedicine, 44,
516-529.



18

Cao-Lormeau, V. M. (2014). RE: Zika virus, French Polynesia, South Pacific, 2013.
Emerging Infectious Diseases, 20(11), 1960.

Chui, K., Trivedi, A., Cheng, C. Y., Cherbavaz, D. B., Dazin, P. F., Huynh, A. L. T,
Mitchell, J. B., Rabinovich, G. A., Noble-Haeusslein, L. J., & John, C. M. (2011).
Characterization and functionality of proliferative human Sertoli cells. Cell
Transplantation, 20(5), 619—635.

Cleton, N., Koopmans, M., Reimerink, J., Godeke, G. J., & Reusken, C. (2012). Come fly
with me: Review of clinically important arboviruses for global travelers. Journal of
Clinical Virology, 55(3), 191-203.

D’Ortenzio, E., Matheron, S., de Lamballerie, X., Hubert, B., Piorkowski, G., Maquart, M.,
Descamps, D., Damond, F., Yazdanpanah, Y., & Leparc-Goffart, I. (2016). Evidence of
Sexual Transmission of Zika Virus. New England Journal of Medicine, 374(22), 2195—
2198.

Dick G. (1952). Zika isolation and serological specificity. Transactions of the Royal Society
of Tropical Medicine and Hygiene, 46(5), 509-520.

Didier Musso, a D. J. G. (2016). Zika virus. Molecular Detection of Human Viral Pathogens,

29(3), 313-320.

Duffy, M. R., Chen, T.-H., Hancock, W. T., Powers, A. M., Kool, J. L., Lanciotti, R. S.,
Pretrick, M., Marfel, M., Holzbauer, S., Dubray, C., Guillaumot, L., Griggs, A., Bel, M.,
Lambert, A. J., Laven, J., Kosoy, O., Panella, A., Biggerstaff, B. J., Fischer, M., & Hayes,
E. B. (2009). Zika Virus Outbreak on Yap Island, Federated States of Micronesia. New
England Journal of Medicine, 360(24), 2536-2543.

Enfissi, A., Codrington, J., Roosblad, J., Kazanji, M., & Rousset, D. (2016). Zika virus

genome from the Americas. The Lancet, 387(10015), 227-228.

Fijak, M., Pilatz, A., Hedger, M. P., Nicolas, N., Bhushan, S., Michel, V., Tung, K. S. K,
Schuppe, H. C., & Meinhardt, A. (2018). Infectious, inflammatory and “autoimmune”
male factor infertility: How do rodent models inform clinical practice? Human

Reproduction Update, 24(4), 416—441.

Franca, L.R.; Russell, L.D. The testis of domestic mammals. In: Regadera, J., Martinez-
Garcia, F. (Eds.). Male reproduction: a multidisciplinary overview. Madrid: Churchill

Communications, p.197-219, 1998.



19

Govero, J., Esakky, P., Scheaffer, S. M., Fernandez, E., Drury, A., Platt, D. J., Gorman, M. J.,
Richner, J. M., Caine, E. A., Salazar, V., Moley, K. H., & Diamond, M. S. (2016). Zika
virus infection damages the testes in mice. Nature, 540(7633), 438-442.

Gubler, D. J. (2001). Human arbovirus infections worldwide. Annals of the New York
Academy of Sciences, 951, 13-24.

Gubler, D. J. (2002). The global emergence/resurgence of arboviral diseases as public health

problems. Archives of Medical Research, 33(4), 330-342.

Han, S. W, Jung, Y. K, Lee, E. J., Park, H. R., Kim, G. W., Jeong, J. H., Han, M. S., & Choi,
J. Y. (2013). DICAM inhibits angiogenesis via suppression of AKT and p38 MAP kinase
signalling. Cardiovascular Research, 98(1), 73—82.

Hayes, E. B. (2009). Zika virus outside Africa. Emerging Infectious Diseases, 15(9), 1347—
1350.

Hedger, M. P., & Winnall, W. R. (2012). Regulation of activin and inhibin in the adult testis
and the evidence for functional roles in spermatogenesis and immunoregulation. Molecular
and Cellular Endocrinology, 359(1-2), 30-42.

Heng, K., Anand-Ivell, R., Teerds, K., & Ivell, R. (2012). The endocrine disruptors dibutyl
phthalate (DBP) and diethylstilbestrol (DES) influence Leydig cell regeneration following
ethane dimethane sulphonate treatment of adult male rats. International Journal of
Andrology, 35(3), 353-363.

Hongyu, K., Sandanielo, V. L. M., & Oliveira-Jr, G. J. (2015). Andlise de Componentes
Principais : resumo teorico, aplicacdo e interpretagdo. (Principal Component Analysis :
theory , interpretations and applications). E&S - Engineering and Science, 1(August), 83—
90.

Johnson, R.A., Wichern, D.W (1998). Applied multivariate statistical analysis. Madison:
Prentice Hall International, 1998. 816p.

Jung, Y. K., Jin, J. S., Jeong, J. H., Kim, H. N., Park, N. R., & Choi, J. Y. (2008). DICAM, a
novel dual immunoglobulin domain containing cell adhesion molecule interacts with avf3
integrin. Journal of Cellular Physiology, 216(3), 603—614.

Karl, J., & Capel, B. (1998). Sertoli cells of the mouse testis originate from the coelomic
epithelium. Developmental Biology, 203(2), 323-333.

Kenney, J. L., & Brault, A. C. (2014). The role of environmental, virological and vector

interactions in dictating biological transmission of arthropod-borne viruses by



20

mosquitoes. In Advances in Virus Research (1st ed., Vol. 89). Elsevier Inc.

Kraemer, M. U. G., Sinka, M. E., Duda, K. A., Mylne, A. Q. N., Shearer, F. M., Barker, C.
M., Moore, C. G., Carvalho, R. G., Coelho, G. E., Van Bortel, W., Hendrickx, G.,
Schaffner, F., Elyazar, I. R., Teng, H. J., Brady, O. J., Messina, J. P., Pigott, D. M.,
Scott, T. W., Smith, D. L., ... Hay, S. L. (2015). The global distribution of the arbovirus
vectors Aedes aegypti and Ae. Albopictus. eLife, 4(JUNE2015), 1-18.

Kumar, A., Jovel, J., Lopez-Orozco, J., Limonta, D., Airo, A. M., Hou, S., Stryapunina, .,
Fibke, C., Moore, R. B., & Hobman, T. C. (2018). Human sertoli cells support high

levels of zika virus replication and persistence. Scientific Reports, 8(1), 1-11.

Lemke, G., & Rothlin, C. V. (2008). Immunobiology of the TAM receptors. Nature Reviews
Immunology, 8(5), 327-336. h

Leta, S., Beyene, T. J., De Clercq, E. M., Amenu, K., Kraemer, M. U. G., & Revie, C. W.
(2018). Global risk mapping for major diseases transmitted by Aedes aegypti and Aedes

albopictus. International Journal of Infectious Diseases, 67, 25-35.

Liu, W., Han, R., Wu, H., & Han, D. (2018). Viral threat to male fertility. Andrologia, 50(11),
1-9.

Lopes, N., Nozawa, C., & Linhares, R. E. C. (2014). Caracteristicas gerais e epidemiologia
dos arbovirus emergentes no Brasil. Revista Pan-Amazonica de Saude, 5(3), 55-64.

MacNamara, F. N. (1954). Zika virus: A report on three cases of human infection during an
epidemic of jaundice in Nigeria. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, 48(2), 139-145.

Manly, B. F. J. Multivariate statistical methods. New York, Chapman and Hall, (1986).159 p.

Mansuy, J. M., Dutertre, M., Mengelle, C., Fourcade, C., Marchou, B., Delobel, P., Izopet, J.,
& Martin-Blondel, G. (2016). Zika virus: High infectious viral load in semen, a new
sexually transmitted pathogen? The Lancet Infectious Diseases, 16(4), 405.

Marcondes, C. B., Contigiani, M., Gleiser, R. M., & Reisen, W. (2017). Emergent and
reemergent arboviruses in South America and the Caribbean: Why so many and why now?
Journal of Medical Entomology, 54(3), 509-532.

Matusali, G., Houzet, L., Satie, A. P., Mahé, D., Aubry, F., Couderc, T., Frouard, J.,
Bourgeau, S., Bensalah, K., Lavoué, S., Joguet, G., Bujan, L., Cabié, A., Avelar, G.,



21

Lecuit, M., Le Tortorec, A., & Dejucq-Rainsford, N. (2018). Zika virus infects human
testicular tissue and germ cells. Journal of Clinical Investigation, 128(10), 4697—4710.

Mavian, C., Rife, B. D., Dollar, J. J., Cella, E., Ciccozzi, M., Prosperi, M. C. F., Lednicky, J.,
Morris, J. G., Capua, 1., & Salemi, M. (2017). Emergence of recombinant Mayaro virus
strains from the Amazon basin. Scientific Reports, 7(1), 1-11.

McCarthy, M. (2016). Zika virus was transmitted by sexual contact in Texas, health officials
report. BMJ (Clinical Research Ed.), 352(February), 1720.

Melo, F. C. S. A., Matta, S. L. P, Paula, T. A. R., Gomes, M. L. M., & Oliveira, L. C. (2010).
The effects of Tynnanthus fasciculatus (Bignoniaceae) infusion on testicular parenchyma
of adult Wistar rats. Biological Research, 43(4), 445-450.

Monteiro, J. C., Predes, F. S., Matta, S. L. P., & Dolder, H. (2008). Heteropterys aphrodisiaca
infusion reduces the collateral effects of cyclosporine a on the testis. Anatomical Record,
291(7), 809-817.

Mourdo, M. P. G, Bastos, M. D. S., De Figueiredo, R. P., Gimaque, J. B. L., Dos Santos
Galusso, E., Kramer, V. M., De Oliveira, C. M. C., Naveca, F. G., & Figueiredo, L. T. M.
(2012). Mayaro fever in the city of manaus, Brazil, 2007-2008. Vector-Borne and Zoonotic
Diseases, 12(1), 42-46.

Musso, D; Gubler, D. J. (2016). Zika virus. Molecular Detection of Human Viral Pathogens,
29(3), 313-320.

Novella, 1. S., Presloid, J. B., Smith, S. D., & Wilke, C. O. (2012). Specific and nonspecific

host adaptation during arboviral experimental evolution. Journal of Molecular

Microbiology and Biotechnology, 21(1-2), 71-81.

Oehler, E., Watrin, L., Larre, P., Leparc-Goffart, 1., Lastare, S., Valour, F., Baudouin, L.,
Mallet, H. P., Musso, D., & Ghawche, F. (2014). Zika virus infection complicated by
guillain-barré syndrome -case report, French Polynesia, December 2013. Eurosurveillance,
19(09), 7-9.

Prasad, V. M., Miller, A. S., Klose, T., Sirohi, D., Buda, G., Jiang, W., Kuhn, R. J., &
Rossmann, M. G. (2017). Structure of the immature Zika virus at 9 A resolution. Nature
Structural and Molecular Biology, 24(2), 184—186.

Puntasecca, C. J.; King, C. H.; LaBeaud A. D. (2021). Measuring the global burden of
chikungunya and Zika viruses: A systematic review. PLoS Neglected Tropical Diseases.

15(3), e0009055.



22

Ribeiro-Filho, H. V., Coimbra, L. D., Cassago, A., Rocha, R. P. F., Guerra, J. V. da S., de
Felicio, R., Carnieli, C. M., Leme, L., Padilha, A. C., Paes Leme, A. F., Trivella, D. B.
B., Portugal, R. V., Lopes-de-Oliveira, P. S., & Marques, R. E. (2021). Cryo-EM
structure of the mature and infective Mayaro virus at 4.4 A resolution reveals features of

arthritogenic alphaviruses. Nature Communications, /2(1), 1-13.

Russell, L. D., Ettlin, R. A., Hikim, A. P. S., Clegg, E. D. Histological and Histopathological
Evaluation of The Testis. Cache River Press, Clearwater. 1990.

Rust, R. S. (2012). Human Arboviral Encephalitis. Seminars in Pediatric Neurology, 19(3),
130-151.

Sandanielo, V. L. M. (2008). Emprego de técnicas estatisticas na constru¢do de indices de
desenvolvimento sustentdvel aplicados a assentamentos rurais. Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” Faculdade de Ciéncias Agrondémicas Campus de
Botucatu.p 175.(Tese, doutorado)

Santos, F. M., Dias, R. S., de Oliveira, M. D., Costa, I. C. T. A., Fernandes, L. S., Pessoa, C.
R., da Matta, S. L.P., Costa, V. V., Souza, D. G., da Silva, C. C., de Paula, S. O. (2019)
Animal model of arthritis and myositis induced by the Mayaro virus. PLoS Neglected
Tropical Diseases. 3;13(5), 1-20. e0007375.

Schuler-Faccini, L., Ribeiro, E. M., Feitosa, I. M. L., Horovitz, D. D. G., Cavalcanti, D. P.,
Pessoa, A., Doriqui, M. J. R., Neri, J. L., Neto, J. M. de P., Wanderley, H. Y. C., Cernach,
M., El-Husny, A. S., Pone, M. V. S., Serao, C. L. C., & Sanseverino, M. T. V. (2016).
Possible Association Between Zika Virus Infection and Microcephaly — Brazil, 2015.
MMWR. Morbidity and Mortality Weekly Report, 65(3), 1-4.

Siu, M. K. Y., & Cheng, C. Y. (2004). Dynamic cross-talk between cells and the extracellular

matrix in the testis. BioEssays, 26(9), 978-992.

Souza, A.F.P.D.V.B (2019). Estudos gendmicos, filogenéticos e protedomicos (CHIKV e
MAYYV). Universidade de Brasilia.p 92.(Dissertagdo, mestrado)

Teerds, K. J., De Boer-Brouwer, M., Dorrington, J. H., Balvers, M., & Ivell, R. (1999).
Identification of markers for precursor and Leydig cell differentiation in the adult rat testis
following ethane dimethyl sulphonate administration. Biology of Reproduction, 60(6),
1437-1445.

Weaver, S. C., & Barrett, A. D. T. (2004). Transmission cycles, host range, evolution and

emergence of arboviral disease. Nature Reviews Microbiology, 2(10), 789-801.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31050676/

23

Weaver, S. C., & Reisen, W. K. (2010). Present and future arboviral threats. Antiviral
Research, 85(2), 328-345.

Ye, L., Su, Z. J., & Ge, R. S. (2011). Inhibitors of testosterone biosynthetic and metabolic
activation enzymes. Molecules, 16(12), 9983—10001.
Zhang, R., Kim, A. S., Fox, J. M., Nair, S., Basore, K., Klimstra, W. B., Rimkunas, R., Fong,
R. H., Lin, H., Poddar, S., Crowe, J. E., Doranz, B. J., Fremont, D. H., & Diamond, M.
S. (2018). Mxra8 is a receptor for multiple arthritogenic alphaviruses. Nature, 557(7706),
570-574.



CAPITULO 1:

Infeccao por MAYV em camundongos Balb/c imaturos causa atraso no
desenvolvimento testicular com consequente reduciao na producao

espermatica
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RESUMO

O arbovirus Mayaro (MAYV) é um Alphavirus pertencente a familia Togaviridae, possui
RNA de fita simples envelopado. Os sintomas causados pelo MAYV em humanos sdo febre,
cefaleia, mialgia, erup¢do cutanea, dores nas articulacdes e artrite. O processo inflamatério
proveniente de infec¢Oes virais estd entre as principais causas de infertilidade masculina.
Neste contexto, avaliamos os efeitos causados pela infeccdo por MAYV 15 e 45 dias pds-
infeccdo (dpi), no sistema reprodutor masculino de trinta e dois camundongos Balb/c
infectados com 15 dias de idade por via direta. Foram divididos em 4 grupos experimentais
(n=8/grupo), sendo os grupos Controle 15dias e o Grupo MAYV 15dpi, e os grupos Controle
45 dias e Grupo MAY'V 45dpi. Observou-se reducao em todos os parametros biométricos e
aumento do IGS. O MAYV provocou no compartimento tubular: atraso no desenvolvimento
dos tubulos seminiferos, aumento da tunica propria, redug¢do no percentual de lume, aumento
no comprimento de tdbulo por testiculo, no indice mitético e rendimento geral da
espermatogénese. E no compartimento intertubular o MAYV provocou: redug¢do dos
componentes do intertibulo, do didmetro e volume de nucleo de Leydig, volume de Leydig
por testiculo e numero de célula Leydig por testiculo. Ainda, houve aumento de
histopatologias e reducdo na viabilidade celular, reducio no nimero de espermadtides e
espermatozoides e na motilidade espermdtica, e comprometimento na integridade de
membrana dos espermatozoides. No testiculo e epididimo, observou-se alteragdes nas
enzimas antioxidantes, e redu¢do de NO e MDA. Concluimos que o MAYV € capaz de atrasar
o desenvolvimento testicular, interfere no processo espermatogénico alterando a quantidade,

qualidade e a motilidade espermaética.
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INTRODUCAO

Atualmente, 537 espécies de arbovirus estdo registradas no Catdlogo Internacional de
Arbovirus, das quais mais de 150 sdo de origem zoondtica e oferecem riscos a saide humana
(Cleton et al., 2012). Os arbovirus pertencem ao grupo de virus transmitidos por artrépodes
hemat6fagos. Por ter essa forma de transmissdo, o surgimento € o aumento dos surtos
causados podem estar relacionados as variacdes climdticas e degradacdo ambiental,
aumentando a distribuicdo geogrifica e causando grandes impactos a sadde reprodutiva
humana (Weaver & Reisen, 2010; Souza, 2019).

O arbovirus Mayaro (MAYV) é um Alphavirus pertencente a familia Togaviridae e
possui RNA de fita simples envelopado. Foi identificado pela primeira vez em Trinidad e
Tobago em 1954 e mais na area do Rio Guama, no estado do Pard, Brasil. O principal vetor é
mosquito do género Haemagogus, mas pode ser transmitido também pelo Aedes aegypti
facilitando a disseminagdo para as dreas urbanas (Lopes et al., 2014; Auguste et al., 2015). Os
sintomas causados pelo MAYV em humanos sdo febre, cefaleia, mialgia, erupcdo cutanea,
dores nas articulagdes e artrite, a transmissao pode ocorrer durante todo o ano, mas sao nos
periodos chuvosos que a maioria das ocorréncias acontecem, sendo esta uma semelhangca com
o virus da dengue (Mourio et al., 2012; Lopes et al., 2014; Santos et al., 2019).

O processo inflamatério proveniente de infec¢des virais estd entre as principais causas
de infertilidade masculina. Os danos causados nos 6rgaos reprodutores masculinos podem ser
decorrentes de infec¢des sist€micas, onde a reproducgdo € afetada de maneira local ou indireta,
quando ocorre no proprio trato genital masculino, pelo qual o virus tenha tropismo (Fijak et
al., 2018). A infertilidade masculina causada por patégenos pode acontecer por diferentes
fatores, como por deterioracdo da integridade de membrana do espermatozoide, ou por
distarbios das glandulas acessérias e na espermatogénese, além de afetar também a
esteroidogénese (Fijak et al., 2018). Os indices de fertilidade masculina estio caindo, e casais
em idade reprodutiva que ndo conseguem conceber filhos de modo natural fazem parte de
15% da populagio, sendo 50% deles por causas de infertilidade masculina (Liu et al., 2018).

O MAYYV utiliza o receptor MXRAS, também conhecido como DICAM, ASP3 ou
limitrina, para infectar as células (Zhang et al., 2018). Encontrado em mamiferos, aves e
anfibios, este receptor é expresso por células epiteliais, possuindo homologia com a molécula
de adesdo juncional e estando colocalizado com as proteinas da zénula de oclusdao (ZO-1)
(Jung et al., 2008; Han et al., 2013; Ribeiro-Filho et al., 2021). O epitélio seminifero ¢ um

lugar rico em zo6nulas de oclusdo, produzidas pelas células de Sertoli que promovem o
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ambiente imunoldgico privilegiado para as células germinativas haploides, formando a
barreira hematotesticular, é dividido em dois ambientes, basal e adluminal, sendo a principal
funcdo proteger as células germinativas (Siu & Cheng, 2004). O MAYV utiliza os
macréfagos para a sua replicagdo (De Castro-Jorge et al., 2019), os macréfagos testiculares
possuem digitacdes intracitoplasmadticas tnicas conectadas fisicamente com as células de
Leydig presentes no intertibulo e, portanto possuem influéncia direta na fertilidade masculina
(Hutson, 1992; Heinrich & DeFalco, 2020). Neste contexto, avaliamos os efeitos causados
pela infec¢do por MAY'V 15 e 45 dias pés-infecgao (dpi), no sistema reprodutor masculino de
camundongos Balb/c infectados com 15 dias de idade por via direta, ou seja, os animais
tiveram contato direto com o virus. Avaliamos também como esta infec¢do afeta o
funcionamento do sistema reprodutor masculino em diferentes estidgios de desenvolvimento,
bem como as alteracdes da qualidade espermatica desses animais, com o intuito de identificar

os danos causados pelo MAY'V.

MATERIAL E METODOS
Estoque e titulo viral

A cepa do virus Mayaro (ATCC VR-66, strain TR 4675) foi propagada utilizando-se
células de Aedes albopictus C6/36 (ATCC CRL 1660), cultivada em meio L15 (Leibovitz)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), em garrafas de 75 cmz, a?28 °C.

O titulo viral foi determinado por meio da contagem de placas de lise. Para tal, células
Vero (ATCC CCL-81) cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% SFB, foram plaqueadas em placas de 24 pocos (2x10° células) e
mantidas a 37 °C e 5% CO, até atingirem cerca de 80% de confluéncia. Foi realizada a
diluicdo seriada decimal de uma aliquota do estoque viral, aplicando-se 100uL de cada
diluicdo em triplicata a placa. O controle positivo foi determinado como apenas células e
meio, sem a adicdo do virus. A placa foi incubada a temperatura ambiente, por 1 hora sob
agitacdo constante, para adsorcdo viral. Apds remoc¢do do sobrenadante, ImL de solugdao de
CMC 3% (carboximetilcelulose 3% diluido em meio DMEM incompleto na propor¢do 1:2)
foi adicionado a cada pogo. A seguir, incubou-se a placa em estufa a 37°C e 5% CO,, por 48
horas. Os efeitos citopaticos foram monitorados durante este periodo. Para a fixacdo das
células, utilizou-se solugdo de formaldeido 20%, adicionando 1mL em cada pogo. A placa foi
incubada por 1 hora, a 37°C, e corada com cristal violeta 5%. O titulo viral foi determinado

por meio da férmula:
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T=(mxd)/v

Em que: T: titulo viral; m: média das placas de lise contadas; d: inverso da dilui¢do escolhida.

v: volume adicionado (mL).
O titulo viral foi expresso em Unidades Formadoras de Placa por mililitro (PFU/mL).

Grupos experimentais

O experimento seguiu as normas determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vicosa, Brasil (protocolo 70/2019). Trinta e dois camundongos
machos Balb/c (22 g; 15 dias de idade) foram divididos em 4 grupos experimentais
(n=8/grupo), sendo os grupos de 15 dias pds-infeccdo (15dpi) o Controle e o Grupo MAYV
15dpi, e os grupos de 45 dias pds-infeccdo (45 dpi) o Controle e o Grupo MAYV 45dpi. Os
animais de cada grupo foram alojados em gaiolas coletivas e eutanasiados com 30 e 60 dias
de idade.

Os animais foram infectados por meio de uma seringa na regido axilar e receberam

50ul de MAYV na concentragio de 1,25x10 PFU.

Coleta do material biolégico

Os animais de cada grupo foram pesados em balanca de precisdao 0,01g (AS500,
Marte), anestesiados com tiopental (i.p., 30mg/kg) e eutanasiados por puncdo cardiaca. O
sangue foi coletado e centrifugado a 4.119 x g por 15 minutos para obten¢do do soro, que foi
armazenado em microtubos e congelado a -80°C. Os testiculos foram retirados, dissecados e
pesados, sendo 6 testiculos (direitos) fixados em Karnovsky (glutaraldeido 4% e
paraformaldeido 4% em tampao fosfato de s6dio 0,1 M, pH 7,4) para anélises histoldgicas e 6
testiculos (esquerdos) congelados em nitrogénio liquido e mantidos em ultrafreezer (-80°C)
para andlises de estresse oxidativo. Para a andlise de transito espermatico, 4 testiculos e
epididimos foram armazenados a -20°C, e 5 epididimos foram utilizados para andlise de

motilidade espermdtica e integridade de membrana.

Microscopia de luz
Fragmentos do testiculo foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol

(70, 80, 90 e 100%) e incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica). Sec¢des de
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3um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo (RM 2255, Leica), respeitando-se
intervalos de 39um entre os cortes, que foram corados com azul de toluidina - borato de s6dio
1%. Imagens digitais foram obtidas em fotomicroscépio de campo claro (Olympus BX -53,
Tokyo, Japan) equipado com camera digital (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan) e a

morfometria foi realizada através do software Image J (National Institute of Health, USA).

Biometrias corporal e testicular

Depois de fixado, o testiculo foi pesado. A albuginea foi retirada e pesada,
descontando seu peso do peso testicular total, para obten¢do do peso do parénquima testicular.
Com o peso corporal e testicular foi calculado entdo o indice gonadossomdtico (IGS), que
representa o percentual de peso corporal alocado em gdnadas, a partir da formula:IGS (%) =
(Peso total das gonadas/ Peso corporal) x 100.

Através do peso do parénquima testicular (peso testicular — peso da albuginea) e do
peso corporal foi calculado o indice parenquimossomético (IPS) através da equacao: IPS (%)

= (Peso do parénquima dos testiculos / Peso corporal) x 100.

Proporcao de tibulos seminiferos em formacao
Para a propor¢do de tibulos seminiferos em formagdo foram contabilizados 200
tubulos dos animais 15 dpi, sendo os tubulos classificados da seguinte forma: com lume e sem

lume.

Histomorfometria testicular

A propor¢do volumétrica dos componentes dos tubulos seminiferos foi calculada a
partir de uma grade com 266 intercessoes (pontos), em 10 campos aleatorios, totalizando 2660
pontos por animal. Foram contabilizados pontos sobre a tinica propria, epitélio seminifero,
limen e intertibulo. Para calcular a propor¢do volumétrica dos componentes testiculares foi
utilizada a seguinte férmula: Propor¢do volumétrica (%) = (NT / NTT) x 100, onde NT=
Registro do nimero de pontos contados sobre o componente € NTT= Numero de pontos totais
contados.

O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado considerando o percentual
ocupado por cada constituinte multiplicado pelo volume do parénquima testicular. Para o
didmetro tubular médio, foram medidos, aleatoriamente, 20 tubulos seminiferos que

apresentavam forma mais circular possivel. Para a altura do epitélio seminifero, a mensuracao
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se deu pela distancia da tdnica prépria até o limen, em duas medidas diametralmente opostas,
utilizando-se as mesmas sec¢des transversais usadas para medir o didmetro tubular.

Para os cdlculos das dreas tubular (ART), luminal (ARL) e epitelial (ARE) ), em pmz,
foram utilizadas as seguintes equacdes: ART= ©.RT? (RT= raio tubular); ARL= ©.RL? (RL=
raio luminal); ArE = ArT — ArLU. Também foi calculada a Relacdo T/E= ArT/ArE. O
comprimento total dos tdbulos seminiferos, em metros, foi estimado a partir do conhecimento
do volume ocupado pelos mesmos nos testiculos e do didmetro tubular médio obtido para
cada animal (Dorst & Sajonski, 1974). O comprimento total de tibulo por grama de testiculo
foi calculado a partir da férmula: CTT/g = Comprimento total de tibulos /Peso bruto dos

testiculos (g).

Contagem das células no estadio 1

As células germinativas tais como espermatogonias do tipo A (A), espermatdcitos
primdrios em preleptéteno / leptéteno (PL / L), espermatdcitos primarios em paquiteno (P),
espermdtides arredondadas (RS) e as células de Sertoli (S), foram quantificadas em sec¢des
transversais de 20 tubulos seminiferos no estddio I de cada animal. Foram medidos os
diametros de 30 nicleos das células germinativas e de 30 nucléolos das células de Sertoli. Os
resultados foram corrigidos de acordo com as variagdes do tamanho das células e espessura
do corte pela seguinte férmula:
N° corrigido = contagem obtida x espessura do corte / espessura do corte + (N (DM/2)* —
(DM/4)%)

DM-= diametro nuclear (nucleolar) médio.

Para avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das células de Sertoli, foram
estimadas razdes a partir dos nimeros corrigidos das células germinativas e de Sertoli (Dias et
al., 2019). As seguintes razdes foram utilizadas: coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais (PL/L:SGA); rendimento geral da espermatogénese (EAR: SGA); indice
meidtico (EAR:PAQ); indice de célula de Sertoli (EAR: SER); capacidade total de suporte da
célula de Sertoli (SGA + PL/L + PAQ + EAR:SER).

O ndmero de células de Sertoli foi estimado a partir do nimero corrigido de nucléolos
de Sertoli por sec¢do transversal de tibulo seminifero no estddio I e do comprimento total de
tubulos seminiferos segundo a féormula: NCS = (CTS (um) x N° corrigido de nucléolos de cél.

de Sertoli por sec¢do transversal) / Espessura de corte (um).
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CTS= Comprimento total de tibulos seminiferos (um).

A partir desse cdlculo, foi estimado o ndmero de células de Sertoli por grama de
testiculo. A producdo espermdtica didria (PED) foi calculada segundo Amann e Almquist

(1961), de acordo com a férmula:

PED = Volume de tibulo seminifero (um?) x Ndmero corrigido de espermatides arredondadas
/ Duracdo do ciclo do epitélio seminifero (dias) x Area da seccdo transversal do tibulo
seminifero no estddio 1 (pmz) x espessura do corte histologico (um).

Os valores por grama de testiculo foram estimados dividindo a PDE pelo peso

testicular.

Histopatologia testicular

Foram utilizados 200 tibulos seminiferos analisados aleatoriamente, por animal. As
alteracOes patoldgicas existentes nos testiculos foram classificadas utilizando-se o score
descrito por Johnsen (1970), modificado para oito niveis (Dias et al., 2019): Nivel 1- tabulos
integros, com células germinativas dispostas no seu sitio de localizacio normal e poucos
vacuolos; Nivel 2- vactiolos na base do epitélio; Nivel 3- vactiolos no dpice do epitélio; Nivel
4- vacuiolos na base e no dpice do epitélio; Nivel 5- células germinativas no interior do limen
e presenca de células em processo de degeneracdo; Nivel 6- epit€lio apenas com células
basais; Nivel 7- epitélio apenas com células de Sertoli; Nivel 8- tibulos seminiferos
desprovidos de células de Sertoli ou germinativas. Os niveis foram agrupados como: normal
(nivel 1), com patologias leves (niveis 2 e 3), com patologias moderadas (niveis 4 e 5) e com

patologias severas (niveis 6, 7 € 8).

Viabilidade das Células Germinativas

Para andlise da viabilidade das células germinativas, os cortes histolégicos de 1um
foram corados com laranja de acridina e iodeto de propidio. O laranja de acridina cora as
células vidveis em verde, o iodeto de propidio cora as células cuja integridade de membrana
foi perdida em vermelho, sendo essas células classificadas de acordo com a condensacdo e
fragmentacdo do nicleo e com a integridade de membrana (Giri & Roy, 2016). Para
classificar as células, os nicleos corados em verde sdo as células viaveis e os nucleos corados

de amarelo a vermelho indicam processo de morte celular. As imagens foram feitas em
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fotomicroscopio de fluorescéncia EVOS fl (Life Technologies, Carlsbad, Canada) e

analisadas utilizando-se o software Image-Pro Plus.

Contagem de células no testiculo e epididimo

Foram contados os espermatozoides das regides cabeca/corpo (C/C) e cauda (C) do
epididimo e as espermadtides presentes no testiculo que se mostraram resistentes a
homogeneizagdo. Os testiculos foram pesados, retirada a cdpsula albuginea e homogeneizados
em 5 mL de NaCl 0,9% (Triton X-100 a 0,05%) por 3 minutos. Posteriormente, foram diluido
5 vezes (1:5) na mesma solucgdo, transferidos para a camera de Neubauer, e as espermétides
resistentes foram contadas. Para o célculo da producdo espermdtica didria, o nimero de
espermdtides por testiculo foi dividido por 4,84 (nimero de dias em que as espermaétides
maduras estdo presentes no epitélio seminifero de camundongos) (Robb et al., 1978;
Fernandes et al., 2007). A cabeca/corpo e cauda do epididimo foram homogeneizados, sendo
200mg da cabega/corpo e 100 mg da cauda em 1 ml de solucdo de NaCl a 0,9% (Triton X-100
a 0,05%) por 3 minutos. Em seguida, o homogenato da cabeca/corpo foi diluido 2 vezes (1:2),
e o da cauda ndo passou por uma segunda diluicdo. Para o cdlculo do tempo de transito em
cada regido epididiméria em dias, o nimero total de espermatozoides de cada segmento foi

dividido pela producao espermadtica didria (Robb et al., 1978; Fernandes et al., 2007).

Analise espermatica

Para obtenc¢do dos espermatozoides, a regido da cauda do epididimo foi seccionada em
uma placa de Petri, utilizando uma lamina de inox, diluido em 500 pL da solug@o Tris-citrato-
frutose a 37 °C. Em seguida, 10uL foram usados para a avaliacio da motilidade sendo
calculada a proporcao entre espermatozoides imdveis ou méoveis em 3 campos aleatdrios.

Para analise de integridade de membrana 10 pL. de amostra foram adicionados em uma
solucdo de diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI) (Harrison &
Vickers, 1990). Os espermatozoides foram classificados por possuirem membrana integra
(CFDA + / PI-) e membrana nao integra (CFDA-; PI +). Para a contagem foram analisados
200 espermatozoides, em microscopio de epifluorescéncia (610 nm, Olympus AX70 TREF,

Toéquio, Japao), em aumento de 400x.
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Histomorfometria Intertubular

A proporcao volumétrica dos elementos do intertibulo foi estabelecida pela contagem
de 1000 pontos por animal, em imagens digitais do intertibulo obtidas dos preparados
histolégicos. Foi langada sobre a imagem uma grade com 600 intercessdes (pontos), € 0s
pontos incidentes sobre os elementos do tecido conjuntivo, macréfagos, vasos linféticos,
vasos sanguineos, nucleo e citoplasma de Leydig foram contabilizados. Para o célculo
utilizou-se a seguinte férmula: Propor¢do volumétrica (%) = (% proporcao volumétrica de
intertibulo x % proporcao volumétrica do componente no intertibulo) / 100. O volume (mL)
dos componentes do intertibulo nos testiculos foi calculado pela equagcdo: Volume = % do
elemento nos testiculos x PPT / 100, onde: PPT= peso do parénquima testicular.

Para o calculo do diametro nuclear da célula de Leydig foram medidos 30 nucleos
esféricos, com nucléolo e cromatina perinuclear bem definidos. Foram entdo calculados os
volumes (um3) nuclear (VNL), citoplasmético (VCL) e de cada célula de Leydig (VL) através
das seguintes equagdes: VNL = 4/3 nR’, onde R= Raio nuclear; VCL=% de citoplasma x
VNL/% de nicleo, VCL= VNL + VCL.

O volume ocupado pelas células de Leydig por testiculo (VLT) foi calculado pela
seguinte equagdo: VLT (uL) = Propor¢do volumétrica da célula de Leydig no parénquima
testicular x Peso do parénquima testicular (PPT) / 100. O volume das células de Leydig por
grama de testiculo (VL/gT) foi obtido pela equagdo: (VL/gT) = volume ocupado pela célula
de Leydig por testiculo (VLT)/ peso bruto dos testiculos (PT). Os nimeros de células de
Leydig por testiculo (NLT) e por grama de testiculo (NLg/T) foram calculados pelas
féormulas: NLT=VLT (um3)/ VL(um3) e NLg/T = NLT / PT.

O indice Leydigossomdtico (ILS), que determina o percentual de massa corporal
alocado em células de Leydig, foi calculado utilizando a férmula: ILS=volume que as células

de Leydig ocupam nos testiculos / PC x 100, onde PC=peso corporal.

Estresse Oxidativo

Os testiculos foram homogeneizados em uma solucao tampao fosfato de potassio (pH
7.4), na concentracdo de 100mg/1000uL, e centrifugados a 13,8 G, 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para dosagem de 6xido nitrico (NO), malondialdeido (MDA),
niveis de proteina total e de enzimas antioxidantes testiculares: catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST). Os dados bioquimicos foram

normalizados em relacdo aos niveis de proteina total no sobrenadante. Todas as atividades
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enzimadticas foram determinadas em duplicata usando um espectrofotometro (UV-Mini 1240,
Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A atividade de catalase (CAT) foi avaliada de acordo com o método descrito por Aebi
(1984). A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada nos sobrenadantes
conforme o método descrito por Siddiqui et al. (2005) e da glutationa S-transferase (GST)
pela formacdo conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Habig et al., 1974). Os
niveis de malondialdeido (MDA), que é o produto da peroxidacdo lipidica, foram
determinados utilizando-se a solucdo TBARS (4cido tricloroacético 15% / acido tiobarbitirico
0,375% / acido cloridrico 0,25M). Os niveis totais de MDA em cada amostra foram
determinados de acordo com Gutteridge e Halliwell (1990). A concentra¢do do 6xido nitrico
(NO) foi determinada indiretamente através do teor de nitrito/nitrato pela reacdo de Griess
(Ricart-Jané et al., 2002). A proteina total foi mensurada utilizando albumina do soro bovino
como curva padrao (Lowry et al., 1951), e utilizada para homogeneizacdo dos dados de

estresse oxidativo.

Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)
A capacidade antioxidante total foi estimada de acordo com a capacidade redutora
férrica do plasma (FRAP) pelo método descrito por Benzie & Strain (1996), usando TPTZ

(2,4,6-Tris(2-piridil) -s-triazina) como substrato.

Anadlise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliacio de normalidade pelo teste de
ShapiroWilk, utilizando o software STATISTICA for WINDOWS 3.11, e posteriormente
submetidos ao teste t, sendo o nivel de significincia considerado de p < 0,05. Todos os

resultados foram expressos em média + desvio padrdao da média.

RESULTADOS
Biometria corporal e testicular

De acordo com os parametros biométricos, corporal e testicular, o grupo MAYV 15dpi
apresentou queda nos pesos corporal, testicular, da albuginea e parénquima testicular, além da
reducdo do IGS (Tabela 1). Os animais infectados com MAYV e analisados 45dpi

apresentaram queda no peso corporal e peso da albuginea, havendo aumento no IPS (Tabela

D).
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Tabela 1. ParAmetros biométricos, corporais e testiculares, de camundongos Balb/c infectados com

Mayaro virus (MAYV).

Controle 15dias MAYYV 15dpi Controle 45dias MAYY 45dpi
PC (g) 27,39£1,52 18,80+1,00" 34,47+0,08 25,1744,28"
PT(g) 0,14+0,02 0,06+0,01 " 0,18+0,05 0,14+£0,05
PA (g) 0,04+0,01 0,01£0,01" 0,04+0,22 0,01£0,00"
PP (g) 0,10+0,02 0,05+0,01" 0,14+0,04 0,16+0,04
IGS (%) 0,51+0,09 0,33+0,07 " 0,47+0,19 0,69+0,14
IPS (%) 0,25+0,05 0,19+0,06 0,29+0,09 0,47+0,09

PC — Peso corporal; PT — Peso testicular; PA — Peso da albuginea; PP — Peso do parénquima testicular; IGS —

Indice gonadossomatico; IPS — Indice parenquimossomatico; dpi — dias p6s infec¢do. Dados expressos como

médiatDP. * entre tratamentos indica que diferem significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Proporcao de tibulos seminiferos em formaciao

Os animais do grupo MAYV 15dpi tiveram menor propor¢ao de tibulos com lume

formado e aumento de tibulos sem lume quando comparados com o grupo Controle 15dias

(Figura 1).
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Figura 1: Propor¢io de tibulos seminiferos em formagdo (A) Proporcio de tibulos seminiferos em formagdo de
camundongos Balb/c infectados com Mayaro virus (MAYV), 15 dias pds infec¢@o.. * entre tratamentos indica
que diferem significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t. (B) Fotomicrografias dos tibulos
seminiferos dos grupos controle e tratado. L- Lume; Ep- Epitélio seminifero; I- Intertibulo; TP- Tunica prépria.

Cortes de 3 pm corados com Azul de toluidina. Barra: 50um

Histomorfometria testicular

A microestrutura testicular pode ser observada na Figura 2. O grupo MAYV 15dpi
teve aumento no percentual de tinica prépria; os demais pardmetros ndo tiveram diferenca
significativa. Os animais analisados do grupo MAYV 45dpi apresentaram aumento no

percentual de tinica préopria e o percentual de lume diminuiu (Tabela 2).
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Controle 15 dias
Controle 45 dias

MAYYV 15 dpi
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Figura 2: Fotomicrografia do parénquima testicular dos grupos Controles 15 e 45 dias, MAYV 15 e 45 dpi (dias
pos infeccdo com Mayaro virus - MAY V). L- Lume; Ep- Epitélio seminifero; I- Intertibulo; TP- Ttdnica prépria.

Corte de 3 um corados com Azul de toluidina. Barra: 5S0um

Tabela 2. Propor¢do dos componentes tubulares e indices tubulossomadtico e epiteliossomadtico, de

camundongos Balb/c infectados com Mayaro virus (MAYV).

Controle 15 dias MAYYV 15dpi Controle 45 dias MAYY 45dpi
T (%) 90,61+0,55 92,03+1,92 91,50+1,20 91,92+0,79
E (%) 68,36+2,74 69,40+2,08" 71,61x1,75 71,35+0,83
TP (%) 9,73+1,06 11,35+0,66 " 9,05+0,46 11,02+0,97 "
L (%) 12,52+1,43" 11,28+1,05 10,83+0,57 9,55+0,61°

T- percentual de Tubulo seminifero; E - percentual de epitélio seminifero; TP — Percentual de Ttnica Prépria; L-
Percentual de Lume; dpi — dias pds infeccdo. Dados expressos como média+DP. * entre tratamento e controle,

indicam que diferem significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.
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Houve aumento de CTT por grama de testiculo no grupo MAYV 15dpi. O grupo
MAYYV 45dpi também apresentou aumento de CTT por grama de testiculo e CTT por
testiculo (Tabela 3).

Tabela 3. Morfometria de tibulo seminifero de camundongos Balb/c infectados com Mayaro virus

(MAYV).
Controle 15 dias MAYV 15dpi  Controle 45 dias MAYY 45dpi
DT (um) 177,12+12,56 169,42+3,64 185,14+14,85 175,73+15,37
AE(um) 56,52+3,21 55,88+3,05 59,2442.41 56,3442,07
DL(um) 64,08+6,80 57,66%2,61 66,66%7,17 63,06+11,70
CTT/t (m) 2,99+1,47 2,09+0,51 4,76+1,23 6,15+0,45 "
CTT/gT (m/g) 21,59+10,52 33,5243,55" 26,63+4,13 36,72+8,14"
ART 2472598+ 22539,50+ 26982,94+ 24457,79+
(um’x10%) 3494,32 963,80 3075,56 5103,70
ARL 3252,14+ 2614,06+ 3520,08+ 3207,35+
(um’x10%) 705,82 241,34 731,78 1183,28
ARE 21473,84+ 1992544+ 23462,86+ 21250,43+
(um’x10%) 2830,30 1035,04 2446,95 3953,42
RTE ¢ 1,15+0,01 1,13+0,01 1,15+0,02 1,15+0,03

DT — Diametro de tibulo; AE- altura do Epitélio; DL- Didmetro de Lume; CTT/t- Comprimento total de tibulo
seminifero; CTT/g- Comprimento total de tibulo seminifero por grama de testiculo; ART — area do tibulo; ARL
— éarea do lume; ARE — drea do epitélio; RTE — Relacdo tibulo/Epitélio; dpi — dias pés-infeccdo. Dados
expressos como médiatDP. * entre tratamentos e controle, indicam valores que diferem significativamente

entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Contagem das células no estadio 1
O grupo MAY'V 45dpi apresentou aumento no indice mitéotico e no rendimento geral

da espermatogénese. Nao houve diferencas significativas nos demais parametros (Tabela 4).
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Tabela 4. Niumero corrigido de células no estadio I do ciclo do epitélio seminifero, razdes entre os

tipos celulares, nimero de células de Sertoli e producdo espermética didria, de camundongos Balb/c

infectados com Mayaro virus (MAYV).

Controle 45 dias MAYY 45dpi
Espermatogonia 2,14+0,30 1,82+0,42
Preleptoteno/ Leptoteno 23,14£1,90 25,39+4,43
Paquiteno 26,3343,27 29,95+4,94
Espermétide Arredondada 62,14%6,56 66,95+13,88
Sertoli 5,22+0,39 5,0740,25
Indice mitético 10,92+1,47 14,10+£1,07 "
Indice meiético 2,37+0,13 2,23+0,13
Indice de cél. de Sertoli 11,92+1,43 13,13+2,10
SER /t 4,97+0,67 4,62+0,56
SER/gt 30,09+0,68 27,3745,61
Capacidade Suporte de Sertoli 21,82+2.45 24,36+3,52
Rendimento GAeral da 31,2343.80 36.91+2.81"
Espermatogénese
PDE/t 3,22x10°+4,80x10°  3,30x10°+1,23x10°"
PDE/gt 2,33x107+3,03x10° 1,97x10"+8,42x10°*

SER/t — Nimero de célula de Sertoli por testiculo; SER/gt — Niimero de célula de Sertoli por grama e testiculo; PDE/t —

Producdo espermadtica didria por testiculo; PDE/gt — Produgdo espermadtica didria por grama de testiculo; dpi — dias pds-

infecgdo.. Dados expressos como médiatDP. * entre tratamentos e controle indica valores que diferem

significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Histopatologia testicular

O grupo MAY'V 45dpi apresentou queda na propor¢ao de tibulos seminiferos normais

e aumento de patologias leve e moderada (Figura 3).
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Figura 3: Proporcdo de tibulos seminiferos patolégicos de camundongos Balb/c infectados com Mayaro virus
(MAYYV), 45 dias p6s infecgdo.
Viabilidade das Células Germinativas

A porcentagem de células germinativas vidveis diminuiu no grupo MAYV 15dpi. No

entanto, o grupo MAY'V 45dpi ndo apresentou diferenca significativa (Figura 4).
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Figura 4: (A) Propor¢do de células germinativas vidveis no testiculo de camundongos Balb/c infectados com
Mayaro virus (MAYV) 15 e 45 dias p6s infeccdo. Dados expressos como média+DP. * entre tratamento e controle,
indicam valores que diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo Teste t.; (B) Cortes histolégicos de 1 pm de
espessura do testiculo dos grupos controles e tratado. GFP — imagens visualizadas no filtro 488 nm; RFP —
imagens visualizadas no filtro 580 nm; Sobreposi¢do - imagens de sobreposi¢do dos filtros; Sobreposicio' -
imagens de sobreposicdo ampliadas. Ep - epitélio; L — ltimen; — - Nucleos verdes - células vidveis; * -Nucleos
amarelos - processo de morte celular precoce. Barra: 50um.
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Histomorfometria Intertubular

A microestrutura e composi¢do do intertibulo podem ser observadas na Figura 5.
Houve queda nas proporc¢des de vasos sanguineos, nicleo de Leydig, citoplasma de Leydig,
células de Leydig e conjuntivo no grupo MAYV 15dpi. Apenas o percentual de citoplasma de

Leydig e células de Leydig mantiveram em queda no grupo MAY'V 45dpi (Tabela 5).

Controle 15 dias
Controle 45 dias

MAYYV 15 dpi
MAYYV 45 dpi

Figura 5: Fotomicrografias da estrutura e composicao intertubular dos grupos Controles 15 e 45 dias, MAYV 15
e 45 dpi (dias pés infecgdo com Mayaro virus - MAYV). NL- Nicleo de Célula de Leydig; CL- Citoplasma de
célula de Leydig; VS- Vaso sanguineo; EP-Epitélio seminifero; M- macréfago. Cortes de 3 um corados com

Azul de toluidina. Barra: 10pm



Tabela 5. Proporcido dos componentes do intertibulo testicular de camundongos Balb/c infectados

com Mayaro virus (MAYV).

Controle 15 MAYV Controle 45 MAYV
dias 15dpi dias 45dpi

Intertibulo (%) 9,43+0,53 8,08+1,82 8,58+1,19 7,78+0,45
Vaso sanguineo (%) 0,51+0,11 0,24+0,08"° 0,24+0,08 0,30+0,06
Espaco Linfatico (%) 0,69+0,21 0,69+0,54 0,65+0,56 0,69+0,36
Niucleo de Leydig (%) 1,19+0,09 0,90+0,13 0,98+0,09 0,88+0,16
Citoplasma de Leydig (%)  6,29+0,38 5,02+0,95 " 6,00+0,74 5,01+0,28°
Célula de Leydig (%) 7,48+0,44 5,91+1,08" 6,98+0,79 5,89+0,40°
Conjuntivo (%) 0,52+0,11 1,08+0,24 " 0,55+0,19 0,76%0,15
Macroéfago (%) 0,16%0,03 0,16x0,15 0,1620,05 0,15+0,04

Dados expressos como médiaxDP. * entre tratamentos e controle, indicam valores que diferem

significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Nos parametros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig, o grupo
MAYYV 15dpi apresentou redu¢cdo do didmetro nuclear, do volume do nucleo, volume de
Leydig por testiculo, nimero de células de Leydig por testiculo e indice Leydigossomatico.
Por outro lado, o grupo MAYV 45dpi apresentou aumento no indice Leydigossomatico

(Tabela 6)
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Tabela 6: PariAmetros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig de camundongos Balb/c

infectados com Mayaro virus (MAYV).

Célula de Leydig ~ COPTOle 1S  nravvisapi | ControledS iy vv 4sdpi
dias dias
Didmetro 4,11+0,19 3,83+0,16 4,38+0,14 4,18+0,15
Nuclear (pm~)
Volume do 36.50+5.22 20.6143,62" 44,18+4.39 38.2244.09
Nicleo (um”)
_Volumedo 4, 4,355 164.56£15.56 270.4135.46 221.09+37.71
citoplasma (um”)
Volume da 230.63+40.89 194.16218.60 314,59+38.31 250,30+£40,35
célula (um”)
Volume / t (x10°) 0,010,002 0,003+0,001" 0,010,002 0,010,003
Volume / gt
109 0,05+0.01 0,05+0.01 0,05+0.01 0,060,004
. 6 3,31x10'£9,81x10  1,56x107+4,32x10° | 3,06x10"+6,47x10 3,77x107+9,92x10
Numero / t (x10°) ¢ 7 6
4 8 8 8
Nimero/gt  237x10%5.60x10 o\ \os o o000 | 173x10%2.57x10  2,19x10%4.53x10
(x10°)
Indice . -
Leydigossomatic 0,03+0,01 0,02+0,005 0,03+0,01 0,04+0,01
0 (%)

Dados expressos como média+DP. * entre tratamentos e controle, diferem significativamente entre si (p<0,05).

ANOVA e Teste t.

Contagem espermatica no testiculo e epididimo

O grupo MAYV 45dpi apresentou nimero reduzido de espermatide por testiculo e por

grama de testiculo, e queda na produgdo espermatica didria por testiculo e por grama de

testiculo. Na regidao da cabeca e do corpo do epididimo houve queda do ndmero de

espermatozoides por 6rgao e por grama do 6rgdo no grupo MAY'V 45dpi, sendo que na regido

da cauda também foi observado nimero reduzido de espermatozoides por grama de orgio

(Tabela 7).
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Tabela 7: Parametros de contagem espermdtica no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c

infectados com Mayaro virus (MAYV).

Controle 45 dias MAYY 45dpi

Niimero de espermatide /t 3,96+0,42 1,38+0,35"
Niimero de espermatide /gt 59,96£11,69 22,5146,26"

PED/t 0,82+0,09 0,28+0,07

PED /gt 10,70+1,70 2,86+0,41"

Niimero de espermatozoide CC/Org 2,05+0,61 0,65+0,27"°
Nimero de espermatozoide CC/gOrg 90,83+29,46 28,13£13,13"

Tempo de transito CC (Dias) 2,51+0,64 2,2440,49

Niimero de espermatozoide C/Org 1,30+0,77 0,99+0,42
Niimero de espermatozoide na C/gOrg 110,82+30,46 61,924+20,23

Tempo de transito C (dias) 1,50+0,85 3,51+1,42

PED: producdo espermdtica didria. CC: cabega e corpo do epididimo. C:Cauda do epididimo: dpi — dias pds
infeccdo. Dados expressos como médiazDP. * entre tratamentos e controle, indicam valores que diferem

significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.
Motilidade e integridade de membrana do espermatozoide

O grupo MAYV 45dpi apresentou queda na motilidade espermatica, bem como

reducdo na porcentagem de espermatozoides com membrana celular intacta (Figura 6).
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Figura 6: (A) Motilidade espermatica e (B) integridade de membrana espermdtica, de camundongos Balb/c

infectados com Mayaro virus (MAYV), analisados 45 dias p6s infec¢do; (C) Imagens dos espermatozoides dos
grupos controle e tratado. Membrana acrossOmica marcada com diacetato de carboxifluoresceina (CFDA,
Verde); cabeca do espermatozoide nio intacto marcada com iodeto de propidio (PI, Vermelho); Sobreposicio -

imagens de sobreposicdo. Barra= 20 pm.

Estresse Oxidativo do testiculo e epididimo

No testiculo, o grupo MAYV 15dpi apresentou reducdo de atividade da CAT e
aumento de atividade da GST, além da reducdo dos niveis de NO e MDA. No epididimo,
apenas os niveis de NO foram reduzidos (Figura 7).

O grupo MAYV 45dpi, na porgdo testicular, apresentou queda na atividade das
enzimas SOD, CAT e aumento de atividade da GST, além da reducdo dos niveis de NO e
MDA. Na por¢do epididimdria, houve reducdo de atividade da enzima GST e dos niveis de

NO e MDA (Figura 8).
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Figura 7: Avaliacdo do estresse oxidativo e nitrosativo no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c
infectados com Mayaro virus (MAY'V), analisados 15 dias pds infec¢io Atividade das enzimas antioxidantes: A
e F - Super6xido dismutase (SOD); B e G - Catalase (CAT); C e H - Glutationa (GTS). Concentracdes de 6xido
nitrico (ON) — D e I, —e malondialdeido (MDA) — E e J. * entre tratamento e controle, indicam valores que

diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo Test t.
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Figura 8: Avaliacdo do estresse oxidativo e nitrosativo no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c
infectados com Mayaro virus (MAYV), analisados 45 dias pds infec¢do. Atividade das enzimas antioxidantes: A
e F - Superoxido dismutase (SOD); B e G - Catalase (CAT); C e H - Glutationa (GTS). Concentracdes de 6xido
nitrico (ON) — D e I, e de malondialdeido (MDA) — E e J. * entre tratamento e controle, indicam valores que

diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo Test t.
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Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)
N3ao foi observado diferenca significativa da capacidade antioxidante total do soro nos

grupos MAY'V 15dpi e 45dpi (Figura 9).
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Figura 8: Capacidade antioxidante total do soro de camundongos Balb/c infectados com Mayaro virus (MAYV),
analisados 15 e 45 dias pés infec¢do. * entre tratamento e controle, indicam valores que diferem

significativamente entre si (p<0,05) pelo Test t.

DISCUSSAO

Estudos sobre 0 MAYV ainda sdo escassos e se limitam aos dados clinicos e aos
efeitos resultando em artralgias (Azevedo et al., 2009; Halsey et al., 2013). Aqui descrevemos
pela primeira vez os efeitos da infeccdo causada pelo MAYV no sistema reprodutor
masculino com foco na producio, armazenamento e qualidade espermatica.

A febre do Mayaro € responsavel por causar sintomas como a triade de febre abrupta,
cefaleia, mialgia, vOmitos, diarreia, dentre outros sintomas (Acosta-Ampudia et al., 2018).
Esses sintomas tornam os individuos debilitados e podem acarretar perda de peso, assim como
observado nos camundongos do presente trabalho, nos tempos de 15 e 45 dias pos-infecao
(dpi). A perda de peso corporal também foi observada em animais com 15 dias de idade e
infectados com MAYV (Santos et al., 2019). O grupo 15dpi apresentou reducdo no peso
testicular e por consequéncia, redu¢do no peso da albuginea e do parénquima testicular,
sugerindo que esta reducdo possa ter acompanhado a perda de peso corporal sofrida. O IGS
reduziu, o que implica em menor percentual de testiculos no corpo. Os animais 45dpi
apresentaram melhora no peso testicular, e aumento no IGS, o que pode ser devido ao estigio
de desenvolvimento gonadal, onde ocorrem diversas mudangas morfoldgicas (Picut et al.,

2018).
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O desenvolvimento do sistema reprodutor masculino de camundongos € semelhante ao
de ratos, sendo dividido em periodo pds-natal (7 dias), periodo infantil (8 a 20 dias), periodo
juvenil (21 a 32 dias) e periodo peripuberal (33 a 60 dias) (Picut & Remick, 2016). Os
animais foram infectados no periodo infantil, onde ocorre rédpida proliferacio de
espermatogonias e células de Sertoli sendo que, ao final deste periodo sdo formados a barreira
hematotesticular € o lume tubular (Picut et al., 2018). A eutandsia do grupo MAYV 15dpi
ocorreu ja no periodo juvenil, que é caracterizado pelo inicio do processo espermatogénico
(Picut et al., 2018) e de acordo com o resultado da propor¢cdo de tibulos seminiferos em
formacdo, houve um atraso no desenvolvimento deste grupo, pois foi maior a propor¢do de
tibulos ainda com lumes ndo formados.

Embora o grupo MAYV 15dpi tenha apresentado atraso no desenvolvimento
testicular, os dados da propor¢do dos componentes tubulares mostraram apenas aumento na
porcentagem de tinica prdpria, sendo mais visivel alteragdes no grupo MAY'V 45dpi, onde o
aumento da tdnica prépria persistiu e a porcentagem de lume diminuiu. O aumento da tinica
propria pode estar relacionado ao aumento da produgdo de fibras coldgenas (Bhide et al.,
2005) e este aumento refletiu na queda de percentual do lume, uma vez que o percentual de
epitélio se manteve. Apesar do didmetro tubular ndo ter alterado significativamente, a redugao
no seu valor refletiu no aumento do comprimento de tibulo por grama de testiculo nos grupos
MAYYV 15dpi e 45dpi e aumento de comprimento de tibulo por testiculo no grupo MAYV
45dpi, como forma de compensagao.

Durante o periodo peripuberal ocorre a diferenciagdo e o aumento dos tubulos
seminiferos e, com a conclusdo da sua diferenciacdo, as espermatides alongadas ja podem ser
vistas dando inicio a maturidade sexual (Picut et al., 2018). De acordo com a contagem das
células germinativas no estadio I € possivel calcular o rendimento espermatico. Apesar de ndo
haver diferenca significativa na quantidade de espermatogdnias e espermatdcitos em
preleptéteno, o aumento numérico dessas células refletiu no aumento do indice mitético no
grupo MAYV 45dpi.O rendimento geral da espermatogénese também foi maior,
provavelmente devido ao aumento numérico das espermétides arredondadas.

Fatores externos podem ser prejudiciais na microarquitetura testicular trazendo danos
a espermatogénese, como a presenca de vacuolos situado entre as células germinativas,
causando deslocamento e desordem no epitélio germinativo. Pode ocorrer também a perda da
aderéncia dos espermatdcitos com a célula de Sertoli ou perda da barreira hematotesticular,

resultando na descamacao do epitélio seminifero para o lume do tibulo (Lanning et al., 2002).
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Animais do grupo 45dpi apresentaram menor porcentagem de tibulos normais € aumento de
histopatologias leves e moderadas. Pela viabilidade celular, animais com 15dpi tiveram a
viabilidade afetada, com danos iniciais ao DNA. O grupo 45dpi ndo teve a viabilidade celular
comprometida, mostrando que quanto mais préximo do periodo de viremia, maior € o dano
causado e por se tratar de um periodo de alta atividade celular, a proliferagao das células
germinativas, o tecido testicular conseguiu reverter esse processo.

O MAYYV utiliza os glébulos brancos para replicar e tem como principal alvo os
macréfagos. Outros arbovirus da mesma familia como CHIKV (Chikungunya), RRV (Ross
River) e SINV (Sindbis) também t€m o envolvimento dos macréfagos na replicagdo viral,
estando entre os principais tipos celulares presentes no infiltrado inflamatério dos tecidos
lesados pela infec¢do (Way et al., 2002; Labadie et al., 2010; Kumar et al., 2012; De Castro-
Jorge et al., 2019; Diagne et al., 2020). Os macrofagos testiculares compartilham digitagdes
intracitoplasmaticas unicas conectadas fisicamente com as células de Leydig, que sdo
formadas entre 20 e 30 dias de idade (Hutson, 1992). Juntos contribuem para a manuten¢do da
fertilidade, regulando o nicho imunoprivilegiado para a espermatogénese por meio da via de
regulacdo dos macrofagos testiculares, e a reducao dessas células traz consequéncia negativa
para o desenvolvimento testicular (Gaytan et al., 1994; Heinrich & DeFalco, 2020). Como
consequéncia da perturbacdo causada pelo virus no intertibulo, foi observado reducdes nos
seus componentes e de células de Leydig no grupo 15 dpi. Neste periodo de desenvolvimento
Ja é esperado encontrar escassez de células intersticiais (Picut & Remick, 2016), porém neste
grupo, a reducdo foi ainda maior, sendo que a reducdo do citoplasma de Leydig e célula de
Leydig persistiu no grupo 45dpi.

As células de Leydig sdo responsdveis pela producdo da testosterona, € o0 processo
inflamatorio viral pode modificar todo o seu funcionamento (Govero et al., 2016). O grupo
15dpi teve o didmetro nuclear da célula de Leydig reduzido, assim como o volume e numero
de células por testiculo, o que provavelmente comprometeu a sintese de testosterona, pois a
producdo esté relacionada ndo apenas com a capacidade esteroidogénica da célula de Leydig,
mas também com o ntimero de células de Leydig por testiculo (Yao et al., 2019).

A fim de verificar se a fertilidade dos animais infectados ficou comprometida, a
contagem espermatica se torna um importante marcador da fertilidade masculina (Silva et al.,
2020). Como reflexo da perturbacdo do ambiente imunoprivilegiado da espermatogénese, e a
possivel escassez de testosterona produzida, o nimero de espermdtides por testiculo e por

grama de testiculo reduziu no grupo 45dpi, assim como a producio espermatica por testiculo e
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por grama de testiculo. As espermatides sdo responsaveis pela qualidade dos espermatozoides,
pois a partir do processo de diferenciacdo celular, eles serdo formados passando por alteracoes
morfoldgicas até alcancar sua forma final (Russel et al., 1990). As espécies reativas de
oxigénio (EROs) no testiculo podem causar danos aos espermatozoides, pois interferem na
compacta¢do da cromatina, aumentando a sensibilidade das células ao estresse oxidativo,
resultando na fragmenta¢do do DNA (Kodama et al., 1997).

A producdo excessiva de EROs pode ter influenciado negativamente no niimero e na
qualidade dos espermatozoides existentes no lume do epididimo, visto que, houve redugao de
espermatozoides nas regides da cabeca, corpo e cauda, além da reducdo da motilidade
espermdtica e integridade de membrana dos espermatozoides. Essas alteracdes também
podem ser explicadas pelo quadro de estresse oxidativo que ocorreu devido a injuria celular
no periodo de infec¢do com a producio excessiva de EROs, gerando um desequilibrio entre os
agentes antioxidantes e oxidantes (Valko et al., 2007; Ivanov et al., 2017).

O estresse oxidativo nao danifica apenas as células somdticas, mas também os
espermatozoides, reduzindo a motilidade e causando danos ao DNA, membranas e proteinas
(Aitken et al., 1998; Wu et al., 2020). Quando o quadro de estresse oxidativo acontece, a
superéxido dismutase (SOD), que representa o primeiro sistema enzimdtico antioxidante
responsavel por catalisar o radical superéxido (O;) em peréxido de hidrogénio (H,O,)
(Barreiros et al., 2006). O grupo 15dpi, na porcdo testicular, ndo teve alteracio na
concentracdo desta enzima, mas ativou o segundo sistema enzimatico, a catalase (CAT), que é
responsavel por decompor o H,O, em uma molécula de 4gua e uma de oxigénio (Barreiros et
al., 2006). A CAT diminuiu no grupo 15dpi, pois provavelmente chegou a exaustdo, ativando
entdo o terceiro sistema enzimatico da glutationa S-transferase (GST). A GST aumentou neste
grupo, pois € responsavel por reduzir a producdo da peroxidagdo lipidica pela reducao dos
hidroper6xidos, sendo responsdvel pela desintoxicacdo celular (Hayes et al., 2005). O
malondialdeido (MDA) produzido pela peroxidacdo lipidica é um importante sinalizador de
estresse oxidativo (Janero, 1990) e, neste grupo, o MDA nio alterou, indicando que o estresse
oxidativo ndo ocorreu e as enzimas conseguiram reverter o processo devolvendo equilibrio ao
organismo.

O NO, um importante marcador para o estresse nitrosativo, diminuiu no testiculo e
epididimo em todos os tempos pds-infeccao. Em condi¢des normais ele atua como regulador

necessario para resposta imune ¢ mediador funcional. O efeito causado pelo NO depende da
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sua concentracio e, estando em niveis reduzidos, possui a funcdo protetora (Dusse et al.,
2003; Yoshioka et al., 2003; Pierini & Bryan, 2015).

Na porc¢do testicular do grupo 45dpi, houve ativacdo do primeiro sistema enzimatico
antioxidante, a SOD diminuiu chegando a exaustdo, ativando entdo a CAT e GST. Ambas
tiveram seus niveis elevados, sendo efetivas no processo antioxidante, pois os niveis de MDA
ndo foram alterados. Na por¢do epididiméria do grupo 45dpi, a GST foi ativada e chegou a
exaustdo, podendo ser considerada efetiva, pois os niveis de MDA ndo foram alterados.
Embora fosse esperado que no epididimo o aumento de expressdo de enzimas antioxidantes
reduzisse os danos causados pelas EROs nos espermatozoides (Wu et al., 2020), tal melhora
ndo ocorreu nos animais desse grupo. O estresse oxidativo ocorreu de modo local, uma vez
que o FRAP no soro ndo foi alterado em qualquer dos tempos pds-infeccdo, pois ele € um
indicativo da quantidade total de antioxidante ndo enzimadtico presente (Samudi et al., 2009)

Como a infec¢do afetou o testiculo e o epididimo, a baixa qualidade e producdo
espermatica podem estar relacionadas aos altos niveis de EROs produzidos, o que prejudica a
maturagdo dos espermatozoides no epididimo (Wu et al., 2020). Além disso, o MAYV
mostrou ter interferéncia direta no compartimento intertubular, sendo as células de Leydig as
mais afetadas, o que pode ter perturbado a producdo da testosterona, prejudicando assim a

espermatogénese e a qualidade espermaética.

CONCLUSOES

Concluimos que o0 MAYV € capaz de atrasar o desenvolvimento testicular, causar
histopatologias de niveis leve e moderado, reduzir a viabilidade celular e os pardmetros da
célula de Leydig. Também interfere no processo espermatogénico com alteracdes na

quantidade, qualidade e a motilidade espermatica.
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CAPITULO 2:

Infeccao por ZIKV em camundongos Balb/c imaturos provoca atraso no
desenvolvimento tubular com quadro de estresse oxidativo alterando a

producao e os parametros espermaticos
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RESUMO

O Zika virus (ZIKV) € um Flavivirus de RNA fita simples e envelopado, os sinais clinicos
sdo geralmente febre baixa, artralgia, mialgia, cefaleia, dor abdominal, dor retro-orbitéria,
erupcdes cutineas e conjuntivite. O ZIKV estd presente no sémen, havendo relatos
documentados da transmissdo sexual de homem para mulher, homem para homem e menos
frequente de mulher para homem (Musso et al., 2019). Neste estudo buscamos avaliar as
implicacdes causadas pelo ZIKV em animais imaturos e os efeitos em diferentes tempos pos-
infeccdo até chegar a vida adulta, com foco na espermatogénese, no armazenamento € na
qualidade espermdtica. Foram divididos em quatro grupos experimentais (n=8/grupo), sendo
os grupos Controle e o Grupo ZIKV 15dpi, e os grupos Controle e Grupo ZIKV 45dpi. Os
pesos corporal, testicular e do parénquima foram reduzidos, e o desenvolvimento tubular
apresentou atraso. Houve aumento nos percentuais de tibulo e epitélio seminiferos, tinica
propria e na relagdo tubulo/epitélio. Reducdo no percentual de lume, didmetro de tibulo,
altura de epitélio, diametro de lume, bem como as dreas de tdbulo, lume e epitélio. A
porcentagem de tibulos normais foi reduzida e a histopatologia de nivel moderado aumentou,
e houve reducdo de células vidveis. No intertibulo a porcentagem de espaco linfitico
aumentou, como consequéncia, a porcentagem do citoplasma de Leydig e da prépria célula de
Leydig foi reduzida. Os volumes de citoplasma de Leydig, célula de Leydig, célula de Leydig
por testiculo e por grama de testiculo foram reduzidos; apenas o nimero de células de Leydig
por grama de testiculo aumentou. O nimero de espermatozoides na cabeca, corpo e cauda do
epididimo foi reduzido, e o tempo de transito na regido da cabeca e corpo diminuiu. A
motilidade espermadtica e integridade de membrana dos espermatozoides reduziram. Houve
elevagdo nos niveis das enzimas antioxidantes SOD e MDA no testiculo e epididimo, e
reducdo nos niveis de NO no testiculo. Concluimos que o ZIKV teve forte interferéncia na
microarquitetura testicular afetando a fertilidade, que ficou comprometida devido a baixa

qualidade dos espermatozoides.



61

INTRODUCAO

O Zika virus (ZIKV) € um Flavivirus de RNA fita simples e envelopado. Embora o
primeiro isolamento do ZIKV tenha sido em 1947, a primeira doenga causada em humanos
associada com o virus foi na Nigéria em 1953, confirmada pela infeccdo de trés pessoas (Dick
G, 1952; MacNamara, 1954; Prasad et al., 2017). Os sinais clinicos sdo geralmente febre
baixa, artralgia, mialgia, cefaleia, dor abdominal, dor retro-orbitdria, erup¢cdes cutineas e
conjuntivite (Marano et al., 2016). A transmissdo pode ser por meio da picada do mosquito
Aedes aegypti, por transfusdo, vertical (de mae para filho) ou sexual (Masmejan et al., 2020).
Pelo ambiente imunoprivilegiado que os testiculos possuem, faz com que o ZIKV persista
caso haja a entrada no tibulo seminifero, estabelecendo um reservatério viral, o que constitui
um problema de satide publica (Govero et al., 2016; Ma et al., 2016; Musso et al., 2015).

O ambiente imunoprivilegiado do testiculo € protegido pela barreira hematotesticular
da célula de Sertoli e o ZIKV € capaz de permanecer no sistema reprodutor masculino,
trazendo consequéncias para a espermatogénese (Masmejan et al., 2020). As células de Sertoli
suportam bem a replicacao pelo ZIKV e a sua fisiologia € consideravelmente modificada, pois
ela possui o receptor da familia Axl TAM (Tyro3, Axl e Mer), que o ZIKV utiliza para
infectar e assim obter acesso ao ambiente do epitélio seminifero. Além disso, a infec¢do pode
acarretar a morte celular das espermatogbnias, trazendo consequéncias para a
espermatogénese (Lemke & Rothlin, 2008; Kumar et al., 2018; Masmejan et al., 2020). No
intertibulo, as células de Leydig sdo menos suscetiveis a infec¢do por ZIKV, mas os niveis de
testosterona durante a infecdo sdo consideravelmente alterados, enquanto os macréfagos
infectados promovem o aumento de mediadores inflamatérios responsdveis pelo
comprometimento da integridade da barreira hematotesticular (Govero et al., 2016; Siemann
et al., 2017).

O ZIKV esta presente no sémen, havendo relatos documentados da transmissdo sexual
de homem para mulher, homem para homem e menos frequente de mulher para homem
(Musso et al., 2019). Desse modo, deve ser criado um alerta a respeito da fertilidade
masculina, pois o ZIKV altera a qualidade espermadtica e reduz o nimero de espermatozoides
moveis em 50%, surgindo tais efeitos entre os 7 dias pos-infecgdo (dpi) e 60 dpi (Joguet et al.,
2017).

Os estudos, em sua maioria, estdo relacionados a animais puberes/adultos e suas
implicagdes no sistema reprodutor masculino (Govero et al., 2016; Ma et al., 2016; Duggal et

al., 2017). Neste estudo buscamos avaliar as implicagdes causadas pelo ZIKV em animais
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imaturos e os efeitos em diferentes tempos pos-infec¢do até chegar a vida adulta, com foco na

espermatogénese e nas células envolvidas, no armazenamento e na qualidade espermatica.

MATERIAL E METODOS
Estoque e titulo viral

A cepa do virus Zika (ZIKV PE243) foi propagada utilizando-se células vero,
cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 suplementado com 2% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibidtico (Penicilina/Estreptomicina) em garrafas de 75
cm? a 28°C. O titulo viral foi determinado pelo método TCIDsy, (Median Tissue Culture
Infectious Dose) em placas de 96 pocos, sendo mantidas a 37°C e 5% CO, até atingirem cerca

de 80% de confluéncia. O titulo viral foi expresso em Unidades Formadoras de Placa por

mililitro (PFU/mL).

Grupos experimentais

O experimento seguiu as normas determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa, Brasil (protocolo 70/2019). Trinta e dois camundongos
machos Balb/c (22 g; 15 dias de idade) foram divididos em quatro grupos experimentais
(n=8/grupo), sendo os grupos de 15 dias: o Controle 15 dias e o Grupo ZIKV 15dpi (dias p6s-
infeccdo), e os grupos de 45 dias: o Controle 45 dias e o Grupo ZIKV 45dpi. Os animais de
cada grupo foram alojados em gaiolas coletivas e eutanasiados com 30 e 60 dias de idade.

Os animais foram infectados por inoculacdo intraperitoneal e receberam 200ul de

ZIKV na concentracdo de 1x10* PFU.

Coleta do material biolégico

Os animais foram pesados (balanca de precisdo 0,01g, AS500, Marte) e anestesiados
com tiopental (i.p., 30mg/kg) e eutanasiados por punc¢do cardiaca. O sangue coletado foi
centrifugado e congelado (-80 °C). Os testiculos foram dissecados e pesados, para andlises
histologicas seis testiculos do lado direito foram fixados em Karnovsky (glutaraldeido 4% em
tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,4). Para a andlise de estresse oxidativo, seis testiculos do
lado esquerdo foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a (-80°C). Quatro testiculos
e epididimos foram congelados a -20°C para a andlise de transito espermdtico € cinco

epididimos para a motilidade e integridade de membrana do espermatozoide.
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Microscopia de luz

Para a microscopia de luz, os fragmentos do testiculo foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol em 70%, 80%, 90% e 100%, e incluidos em 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin®, Leica). No micrétomo rotativo RM 2255, Leica, foram feitos cortes
de 3um de espessura, com intervalo de 39 um entre os cortes. Para a coloracdo foi utilizado
azul de toluidina (borato de s6dio 1%). As imagens digitais obtidas em fotomicroscépio de
campo claro (Olympus BX -53, Tokyo, Japan) equipado com camera digital (Olympus AX 70
TRF, Tokyo, Japan). Para a morfometria, utilizou-se o software Image J (National Institute of

Health, USA).

Biometria corporal e testicular
O testiculo fixado foi pesado, a albuginea retirada e pesada. Pelo peso corporal e
testicular foi calculado entdo o indice gonadossomaético (IGS), que representa o percentual de

peso corporal alocado em gdnadas, a partir da formula:

Peso total das gonadas
IGS (96) = x 100
Peso corporal

Com o peso do parénquima testicular (peso testicular — peso da albuginea) e do peso

corporal foi calculado o indice parenquimossomético (IPS) através da equagao:

Peso do parénquima dos dois testiculos
IPS (%) = Peso corporal x 100

Proporcao de tibulos seminiferos em formacao
Duzentos tdbulos seminiferos em formacdo foram contabilizados nos animais dos

grupos Controle 15 dias e ZIKV 15 dpi, sendo classificados com lume e sem lume.

Histomorfometria testicular

A propor¢do volumétrica dos componentes dos tibulos seminiferos foi calculada a
partir de uma grade com 266 intercessoes (pontos), em 10 campos aleatorios, totalizando 2660
pontos por animal. Foram contabilizados pontos sobre a tunica propria, epitélio seminifero,
limen e intertibulo. Para calcular a proporcao volumétrica dos componentes testiculares foi

utilizada a seguinte férmula:
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P 3 lumeétric =——X100
roporgio volumétrica (%) NTT

Onde NT= Registro do nimero de pontos contados sobre o componente ¢ NTT= Nuamero de
pontos totais contados.

O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado considerando o percentual
ocupado por cada constituinte multiplicado pelo volume do parénquima testicular. Para o
didmetro tubular médio, foram medidos, aleatoriamente, 20 tdbulos seminiferos que
apresentavam forma mais circular possivel. Para a altura do epitélio seminifero, a mensuracao
se deu pela distancia da tinica prépria até o limen, em duas medidas diametralmente opostas,
utilizando-se as mesmas sec¢des transversais usadas para medir o didmetro tubular.

Para os célculos das dreas tubular (ART), luminal (ARL) e epitelial (ARE) ), em pmz,
foram utilizadas as seguintes equacdes: ART= ©.RT? (RT= raio tubular); ARL= n.RL? (RL=
raio luminal); ArE = ArT — ArLU e a Relagdo T/E= ArT/ArE. O comprimento total dos
tibulos seminiferos, em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado
pelos mesmos nos testiculos e do diametro tubular médio obtido para cada animal (Dorst &
Sajonski, 1974). O comprimento total de tubulo por grama de testiculo foi calculado a partir

da formula: CTT/g = Comprimento total de tibulos /Peso bruto dos testiculos (g).

Contagem das células no estadio 1

As células germinativas tais como espermatogonias do tipo A (A), espermatdcitos
priméarios em preleptoteno / leptoteno (PL / L), espermatdcitos primdrios em paquiteno (P),
espermatides arredondadas (RS) e as células de Sertoli (S), foram quantificadas em sec¢des
transversais de 20 tdbulos seminiferos no estddio I por animal. Foram medidos os didmetros
de 30 nucleos das células germinativas e de 30 nucléolos das células de Sertoli. Os resultados
foram corrigidos de acordo com as variagdes do tamanho das células e espessura do corte pela

seguinte féormula:

espessura do corte

espessura do corte + wlll(%): - (%):

N2 corrigide = contagem obtida x

2 4
DM= didmetro nuclear (nucleolar) médio.

Para avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das células de Sertoli, foram

estimadas razdes a partir dos niimeros corrigidos das células germinativas e de Sertoli (Dias et
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al., 2019). As seguintes razdes foram utilizadas: coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais (PL/L:SGA); rendimento geral da espermatogénese (EAR: SGA); indice
meiotico (EAR:PAQ); indice de célula de Sertoli (EAR: SER); capacidade total de suporte da
célula de Sertoli (SGA + PL/L + PAQ + EAR:SER).

O namero de células de Sertoli foi estimado a partir do nimero corrigido de nucléolos
de Sertoli por sec¢do transversal de tibulo seminifero no estddio I e do comprimento total de

tibulos seminiferos segundo a férmula:

CTS (um) x N2 corrigido de nucléolos de cel. de Sertoli por sec¢do transversal

NCS = .
Espessura do corte {um)

CTS= Comprimento total de tibulos seminiferos (um).

A partir desse cdlculo, foi estimado o nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo. A producdo espermdtica didria (PED) foi calculada segundo AMANN e
ALMQUIST (1961), de acordo com a férmula:

PED = Volume de tabulo seminifero (pm3) x Numero corrigido de espermatides arredondadas
/ Duragio do ciclo do epitélio seminifero (dias) x Area da seccdo transversal do tibulo
seminifero no estddio 1 (um?) x espessura do corte histolégico (um).

Os valores por grama de testiculo foram estimados dividindo a PDE pelo peso

testicular.

Histopatologia testicular

Foram utilizados 200 tibulos seminiferos analisados aleatoriamente, por animal. As
alteracdes patoldgicas existentes nos testiculos foram classificadas utilizando-se o score
descrito por Johnsen (1970), modificado para oito niveis (Dias et al., 2019): Nivel 1- tibulos
integros, com células germinativas dispostas no seu sitio de localizacio normal e poucos
vacuolos; Nivel 2- vactiolos na base do epitélio; Nivel 3- vactiolos no dpice do epitélio; Nivel
4- vactuolos na base e no dpice do epitélio; Nivel 5- células germinativas no interior do limen
e presenca de células em processo de degeneracdo; Nivel 6- epitélio apenas com células
basais; Nivel 7- epitélios apenas com células de Sertoli; Nivel 8- tdbulos seminiferos

desprovidos de células de Sertoli ou germinativas. Os niveis foram agrupados como: normais
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(nivel 1), com patologias leves (niveis 2 e 3), com patologias moderadas (niveis 4 e 5) e com

patologias severas (niveis 6, 7 e 8).

Viabilidade das Células Germinativas

Para analise da viabilidade das células germinativas, os cortes histologicos de 1 um
foram corados com laranja de acridina e iodeto de propidio. O laranja de acridina cora as
células vidveis em verde, o iodeto de propidio cora as células cuja integridade de membrana
foi perdida em vermelho, sendo essas células classificadas de acordo com a condensagdo e
fragmentacdo do nicleo e com a integridade de membrana (Giri & Roy, 2016). Para
classificar as células, os ndcleos corados em verde sao as células viaveis e os ndcleos corados
de amarelo a vermelho indicam processo de morte celular. As imagens foram feitas em
fotomicroscopio de fluorescéncia EVOS fl (Life Technologies, Carlsbad, Canada) e

analisadas utilizando-se o software Image-Pro Plus.

Contagem de células no testiculo e epididimo

Foram contados os espermatozoides das regides cabeca/corpo (C/C) e cauda (C) do
epididimo e as espermdtides presentes no testiculo que se mostraram resistentes a
homogeneizacdo. Os testiculos foram pesados, retirada a cdpsula albuginea e homogeneizados
em 5 mL de NaCl 0,9% (Triton X-100 a 0,05%) por 3 minutos. Posteriormente, foram
diluidos 5 vezes (1:5) na mesma solucdo, transferidos para a camera de Neubauer, e as
espermdtides resistentes foram contadas. Para o cdlculo da produgdo espermdtica didria, o
nimero de espermadtides por testiculo foi dividido por 4,84 (nimero de dias em que as
espermatides maduras estdo presentes no epitélio seminifero de camundongos) (Robb et al.,
1978; Fernandes et al., 2007). A cabeca/corpo e cauda do epididimo foram homogeneizados,
sendo 200mg da cabega/corpo e 100 mg da cauda em 1 ml de solu¢do de NaCl a 0,9% (Triton
X-100 a 0,05%) por 3 minutos. Em seguida, o homogenato da cabeca/corpo foi diluido 2
vezes (1:2), e o da cauda ndo passou por uma segunda diluicdo. Para o cdlculo do tempo de
transito em cada regido epididimdria em dias, o nimero total de espermatozoide de cada
segmento foi dividido pela producdo espermatica diaria (Robb et al., 1978; Fernandes et al.,

2007).
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Analise espermatica

Para obten¢do dos espermatozoides, a regido da cauda do epididimo foi seccionada em
uma placa de Petri, utilizando uma lamina inox, diluido em 500 pL de solucao Tris-citrato-
frutose a 37 °C. Em seguida, 10 pL foram usados para a avaliagdo da motilidade onde foi
calculada a proporcao entre espermatozoides imoveis ou moveis em trés campos aleatorios.

Para andlise de integridade de membrana 10 pL. de amostra foram adicionados em uma
solucdo de diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI) (Harrison &
Vickers, 1990). Os espermatozoides foram classificados por possuirem membrana integra
(CFDA + / PI-) e membrana nao integra (CFDA-; PI +). Para a contagem foram analisados
200 espermatozoides, em microscopio de epifluorescéncia (610 nm, Olympus AX70 TREF,

Toéquio, Japao), em aumento de 400x.

Histomorfometria Intertubular

A propor¢ao volumétrica dos elementos do intertibulo foi estabelecida pela contagem
de 1000 pontos por animal, em imagens digitais do intertibulo obtidas dos preparados
histolégicos. Foi langada sobre a imagem uma grade com 600 intercessdes (pontos), € 0s
pontos incidentes sobre os elementos do tecido conjuntivo, macrofagos, vasos linféticos,
vasos sanguineos, nucleo e citoplasma de Leydig foram contabilizados. Para o célculo
utilizou-se a seguinte férmula: Proporcao volumétrica (%) = (% propor¢ao volumétrica de
intertibulo x % proporcao volumétrica do componente no intertibulo) / 100. O volume (mL)
dos componentes do intertibulo nos testiculos foi calculado pela equagdo: Volume = % do
elemento nos testiculos x PPT / 100, onde: PPT= peso do parénquima testicular.

Para o calculo do diametro nuclear da célula de Leydig foram medidos 30 nicleos
esféricos, com nucléolo e cromatina perinuclear bem definidos. Foram entao calculados os
volumes (um3) nuclear (VNL), citoplasmético (VCL) e de cada célula de Leydig (VL) através
das seguintes equacdes: VNL = 4/3 nR3, onde R= Raio nuclear; VCL=% de citoplasma x
VNL/% de nicleo, VCL= VNL + VCL.

O volume ocupado pelas células de Leydig por testiculo (VLT) foi calculado pela
seguinte equagdo: VLT (uL) = Propor¢do volumétrica da célula de Leydig no parénquima
testicular x Peso do parénquima testicular (PPT) / 100. O volume das células de Leydig por
grama de testiculo (VL/gT) foi obtido pela equagdo: (VL/gT) = volume ocupado pela célula
de Leydig por testiculo (VLT)/ peso bruto dos testiculos (PT). Os nimeros de células de



68

Leydig por testiculo (NLT) e por grama de testiculo (NLg/T) foram calculados pelas
féormulas: NLT=VLT (um3)/ VL(um3) e NLg/T = NLT / PT.

O 1indice Leydigossomdtico (ILS), que determina o percentual de massa corporal
alocado em células de Leydig, foi calculado utilizando férmula: ILS=volume que as células

de Leydig ocupam nos testiculos / PC x 100, onde PC=peso corporal.

Estresse Oxidativo

Os testiculos foram homogeneizados em uma solucio tampao fosfato de potdssio (pH
7.4), na concentragdo de 100mg/1000uL, e centrifugados a 13,8 G, 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para dosagem de 6xido nitrico (NO), malondialdeido (MDA),
niveis de proteina total e de enzimas antioxidantes testiculares: catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST). Os dados bioquimicos foram
normalizados em relacdo aos niveis de proteina total no sobrenadante. Todas as atividades
enzimaticas foram determinadas em duplicata usando um espectrofotometro (UV-Mini 1240,
Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A atividade de catalase (CAT) foi avaliada de acordo com o método descrito por Aebi
(Aebi, 1984). A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada nos sobrenadantes
conforme o método descrito por Siddiqui et al. (2005) e da glutationa S-transferase (GST)
pela formacdo conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Habig et al., 1974). Os
niveis de malondialdeido (MDA), que € o produto da peroxidagdo lipidica, foram
determinados utilizando-se a solu¢do TBARS (4cido tricloroacético 15% / acido tiobarbiturico
0,375% / acido cloridrico 0,25M). Os niveis totais de MDA em cada amostra foram
determinados de acordo com Gutteridge e Halliwell (1990). A concentra¢do do 6xido nitrico
(NO) foi determinada indiretamente através do teor de nitrito/nitrato pela reagdao de Griess
(Ricart-Jané et al., 2002). A proteina total foi mensurada utilizando albumina do soro bovino
como curva padrao (Lowry et al., 1951), e utilizada para homogeneizacdo dos dados de

estresse oxidativo.

Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)
A capacidade antioxidante total foi estimada de acordo com a capacidade redutora
férrica do plasma (FRAP) com o método descrito por Benzie & Strain (1996) usando TPTZ

(2,4,6-Tris(2-piridil) -s-triazina) como substrato.
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Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliacio de normalidade pelo teste de
ShapiroWilk, utilizando o software STATISTICA for WINDOWS 3.11 para o teste t. Sendo o
nivel de significancia considerado de p < 0,05. Todos os resultados foram expressos em média

+ desvio padrao da média.

RESULTADOS

Biometria corporal e testicular
Observou-se perda nos pesos corporal, testicular e do parénquima testicular e reducao
no percentual do IPS no grupo ZIKV 15dpi. No grupo ZIKV 45dpi nido foram encontradas

diferencas significativas (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros biométricos, corporais e testiculares, de camundongos Balb/c infectados com

Zika virus (ZIKV).

Controle 15dias  ZIKYV 15dpi Controle 45dias ZIKY 45dpi

PC (g) 27,30+1,38 16,07+1,16" 34,26+0,54 27,68+1,88
PT(g) 0,14+0,02 0,07+0,01" 0,16+0,07 0,11+0,03
PA (g) 0,04+0,01 0,03+0,004 0,04+0,02 0,03+0,004
PP (g) 0,10£0,02 0,04+0,01 " 0,12+0,05 0,08+0,03
IGS (%) 0,51+0,08 0,45+0,08 0,47+0,19 0,38+0,08
IPS (%) 0,36+0,07 0,23+0,06 " 0,31+0,14 0,29+0,10

PC — Peso corporal; PT — Peso testicular; PA — Peso da albuginea; PP — Peso do parénquima testicular; IGS —
Indice gonadossomitico; IPS — Indice parenquimossomdtico; dpi — dias pés infecgdo. Dados expressos como
médiatDP. Letras diferentes, * tratamento e controle, indicam valores que diferem significativamente entre si

(p<0,05). ANOVA e Teste t.

Proporcao de tibulos seminiferos em formacao
De acordo com a propor¢cdo de tibulos seminiferos em formacgdo, o grupo ZIKV
15dpi, apresentou reducdo nos tibulos com lume formado e aumento dos tubulos sem

formacdo luminal (Figura 1).
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Figura 1: (A) Proporcdo de tibulos seminiferos em formagdo de camundongos Balb/c infectados com ZIKV, 15
dias pés-infeccdo (dpi). * entre tratamento e controle, indicam valores que diferem significativamente entre si
(p<0,05) pelo teste t. (B) Fotomicrografias dos tibulos seminiferos dos grupos controle e tratado. L- Lume; Ep-
Epitélio seminifero; I- Intertibulo; TP- Tunica propria. Cortes de 3 um corados com Azul de toluidina. Barra:

50um
Histomorfometria testicular

A microestrutura testicular pode ser observada na Figura 2. De acordo com os dados
da histomorfometria testicular, o grupo ZIKV 15dpi apresentou aumento na proporc¢do de

tdbulos seminiferos, epitélio seminifero e IES, e o percentual de lume reduziu. O grupo ZIKV

45dpi apresentou aumento da tinica prépria apenas (Tabela 2).
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Figura 2: Fotomicrografias do parénquima testicular dos grupos Controles 15 e 45 dias, e tratados ZIKV 15 e 45

dpi (dias p6s infeccdo). L- Lume; Ep- Epitélio seminifero; I- Intertibulo; TP- Tunica prépria. Cortes de 3 um

corados com Azul de toluidina. Barra: 50um.

Tabela 2. Propor¢do dos componentes tubulares e indices tubulossomdtico e epiteliossomadtico, de

camundongos Balb/c infectados com Zika virus (ZIKV).

Controle 15 dias ZIKYV 15dpi Controle 45 dias ZIKV 45dpi
T (%) 90,62+0,49 91,52+0,73" 91,48+1,08 91,21+0,97
E (%) 68,02+2,59 71,57+2,42" 71,64+1,57 70,95+1,18
TP (%) 9,81+0,97 10,61+1,00 9,05+0,41 10,10+0,62
L (%) 12,80+1,45 9,34+1,39" 10,79+0,52 10,16+0,78

T- percentual de Tubulo seminifero; E - percentual de epitélio seminifero; TP — Percentual de Ttnica Prépria; L-

Percentual de Lume; Dpi — dias pds infeccdo. Dados expressos como média+DP. *entre tratamento e controle,

indicam valores que diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo teste t.

Houve redu¢do no diametro de tubulo e lume, na altura do epitélio seminifero, e nas

areas de tubulo, epitélio e lume no grupo ZIKV 15dpi. O grupo ZIKV 45dpi apresentou

aumento na Relacdo tibulo/Epitélio apenas (Tabela 3).
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Tabela 3. Morfometria de tibulo seminifero de camundongos Balb/c infectados com Zika virus

(ZIKV).
Contl:ole 15 ZIKV 15dpi Contl.'ole 45 ZIKV 45dpi
dias dias
DT (um) 177,10+11,23  148,33+4,80" | 184,04+12,31  177,52+7,52
AE (um) 56,85+2,98 47,02+1,53" 59,00+1,96 54,3242 81
DL (um) 63,41+6,30 54,2943,76" 66,03+6,60 68,89+3,44
CTT/t (m) 3,08+1,33 2,13+0,33 4,76%+1,62 2,93+0,97
CTT/gT (m/g) 23,34+9,59 29,83+3,18 26,63+3,69 26,92+3,36
Area do tibulo 24704,93+ 17285,53+ 26655,36+ 24781,70+
(um*x10%) 3125,84 1114,15" 2865,51 2271,40
Area do lume 3182,53+ 232326+ 345124+ 3733,57+
(um*x10%) 653,92 311,017 675,90 373,25
Area do epitélio 21522,40+ 14962,28+ 23204,13+ 21048,13+
(um?x10%) 2534,29 868,45" 2278,53 1984,49
RTE ¢ 1,15+0,02 1,15+0,02 1,15+0,02 1,18+0,01"

DT — Didmetro de tibulo; AE- altura do Epitélio; DL- Diametro de Lume; CTT/t- Comprimento total de tibulo

seminifero; CTT/g- Comprimento total de tibulo seminifero por grama de testiculo e RET — Relagdo

tdbulo/Epitélio; dpi- dias pds-infeccdo. Dados expressos como média+DP.

diferem significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Contagem das células no estadio 1

* entre tratamentos indica que

De acordo com a contagem das células do estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero,

ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos ZIKV 45dpi e Controle 45

dias (Tabela 4).
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Tabela 4. Niumero corrigido de células no estadio I do ciclo do epitélio seminifero, razdes entre os
tipos celulares, nimero de células de Sertoli e producdo espermética didria, de camundongos Balb/c

infectados com Zika virus (ZIKV).

Controle 45 dias ZIKYV 45dpi
Espermatogonia 2,14+0,30 2,30+0,36
Preleptoteno/ Leptoteno 23,14£1,90 21,69+1,73
Paquiteno 26,33+3,27 23,30+1,59
Espermétide Arredondada 62,14+6,56 52,78+4,36
Sertoli 5,22+0,39 4,62+0,72
Indice mitético 10,92+1,47 9,65+1,83
Indice meiético 2,37+0,13 2,27+0,10
Indice de cél. de Sertoli 11,92+1,43 11,52+1,09
SER /t 4,97+0,67 3,83+1,24
SER/gt 30,09+0,68 39,84+16,24
Capacidade Suporte de Sertoli 21,82+2.45 21,85+2,21
Rendimento Geral da 29,23+3,80 23,51:4,80
Espermatogénese
PDE/t 3,22x10°+4,80x 10’ 3,08x10°+1,15x10°
PDE/gt 2,33x107+3,03x10° 3,49x107+2,65x10’

SER/t — Numero de célula de Sertoli por testiculo; SER/gt — Niimero de célula de Sertoli por grama e testiculo; PDE/t —
Producdo espermatica didria por testiculo; PDE/gt — Produgdo espermadtica didria por grama de testiculo; dpi — dias pds-
infec¢do Dados expressos como média+DP. * entre tratamentos e controle, indicam que diferem significativamente

entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Histopatologia testicular
No grupo ZIKV 45dpi houve reducdo da proporcdo de tibulos seminiferos normais e

aumento de histopatologia de nivel moderado (Figura 3).
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Figura 3: Proporcdo de tibulos seminiferos patolégicos de camundongos Balb/c infectados com ZIKV. * entre

tratamentos e controle indicam valores que diferem significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Viabilidade das Células Germinativas

Os grupos ZIKV 15dpi e ZIKV 45dpi apresentaram menor viabilidade celular quando

comparado com os respectivos grupos controles (Figura 4).
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Figura 4: (A) Proporgdo de células germinativas vidveis no testiculo de camundongos Balb/c infectados com
ZIKV, 15 e 45 dias pds infeccdo. Dados expressos como médiatDP., * entre tratamentos indica que diferem
significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.; (B) Cortes histologicos de 1 um de espessura do
testiculo dos grupos controles e tratados. GFP — imagens visualizadas no filtro 488 nm; RFP — imagens
visualizadas no filtro 580 nm; Sobreposi¢cdo - imagens de sobreposi¢do dos filtros; Sobreposi¢do' - imagens de
sobreposi¢do ampliadas. Ep - epitélio; L — limen; — - Nucleos verdes - células vidveis; * -Nucleos amarelos -
processo de morte celular precoce. Barra: 50um.
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Histomorfometria Intertubular

A microestrutura e composi¢do do intertibulo podem ser observadas na Figura 5.
Observou-se no grupo ZIKV 15dpi aumento do percentual de espaco linfatico e redu¢do nos
percentuais de citoplasma de Leydig e de células de Leydig. O grupo ZIKV 45dpi ndo

apresentou diferencas significativas (Tabela 5).
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Figura 5: Fotomicrografias da estrutura e composicéo intertubular dos grupos Controles 15 e 45 dias, e tratados
ZIKV 15 e 45 dpi (dias pés-infec¢dao). NL- Nicleo de Célula de Leydig; CL- Citoplasma de Célula de Leydig;

VS- Vaso sanguineo; EP-Epitélio seminifero. Corte de 3 um corados com Azul de toluidina. Barra: 10pm
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Tabela 5. Proporcdo dos componentes do intertibulo de camundongos Balb/c infectados com Zika

virus (ZIKV).

Controle 15 v 15api | COntroledS kv 4sapi
dias dias

Intertibulo (%) 9,43+0,53 8,60+0,75 8,58+1,19 8,65+1,01
Vaso sanguineo (%) 0,55+0,19 0,72+0,16 0,44+0,14 0,44+0,24
Espaco Linfatico (%) 0,39+0,22 1,66+0,69 " 0,49+0,29 0,92+0,50
Nicleo de Leydig (%) 1,14£0,12 1,00+0,20 1,04+0,24 0,82+0,12
Citoplasma de Leydig (%)  7,25+0,28 5,08+0,52" 6,42+0,86 6,33+0,63
Célula de Leydig (%) 8,39+0,35 6,08+0,61 " 7,4620,99 7,16x0,72
Conjuntivo (%) 0,09+0,05 0,13£0,05 0,18+0,07 0,12+0,06
Macrofago (%) 0,01+0,01 0,01+0,004 0,003+0,004 0,01+0,01

Dados expressos como média+DP. * entre tratamento e controle, indicam valores que diferem

significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

De acordo com os dados histomorfométricos e estereolégicos das células de Leydig, o
grupo ZIKV 15dpi teve reducdes nos volumes de citoplasma de Leydig, de células de Leydig
e de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo. O grupo ZIKV 45dpi nao

apresentou diferencas significativas em qualquer parametro (Tabela 6).
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Tabela 6: Pardmetros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig de camundongos Balb/c

infectados com Zika virus (ZIKV).

Célula de Leydig Controle 15 v 15api | ControledS v 4sdpi
dias dias
Diametro Nuclear (um®)  4,1120,19 3,88+0,20 4,38+0,14 4.23+0.22
Volume do Niicleo (um®)  36,505,22 30,84+4.78 44,18+4.39 39,89+6,17
Volume ?:;;;"plasma 2338143236 158.54427.14° | 284.61473.50  308.13+37.44
Volume da célula (um®)  270,31£36,36  189,38+28,65" | 328,79+77,20  348,02+41,72
Volume / t (x10°) 0,01£0,002  0,004+0,001° | 0,010,002 0.0120,03
Volume / gt (x10°) 0,06+0,01 0,05+0,01" 0,06+0,01 0,07+0,01
. p 3,13x10"+ 1,98x10"+ 3,19x107+ 2.14x10"+
Numero /¢ (x10°) 8.35x10° 6.29x10° 7.99x10° 7.11x10°
Nit / ot (x10% 2.25x10°+ 2,73x10°+ 1,84x10°+ 2,08x10%+
umero /gt (x 4,26x107 6,03x10"" 5,19x10’ 3,28x10’
Indice Leydigossomatico ) 3 5 0,0240.01 0,03+0.01 0,0340.01

(%)

Dados expressos como média+DP. * entre tratamento e controle, indicam

significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

Contagem de células no testiculo e epididimo

valores que diferem

Nao houve alteracdes no nimero de espermdtides por testiculo e por grama de

testiculo no grupo ZIKV 45 dpi. Quanto a contagem espermdtica no epididimo, houve

redu¢do no nimero de espermatozoides presentes na cabega € no corpo por 6rgdo e por grama

de 6rgdo. O tempo de transito na cabeca e no corpo também reduziu. Na regido da cauda o

nimero de espermatozoides por 6rgdo e por grama de 6rgdo diminuiu (Tabela 7).
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Tabela 7: Pardmetros de contagem de células no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c

infectados com Zika virus (ZIKV).

Controle 45 7 1xv 45dpi
dias
Niimero de espermatide /t 3,96+0,42 3,36+1,44
Niimero de espermatide /gt 59,96+11,69 57,63£30,23
PED/t 0,82+0,09 0,70+0,30
PED /gt 10,70£1,70 9,03+4,00
Niimero de espermatozoide CC/Org 2,05+0,61 0,05+0,08
Niimero de espermatozoide CC/gOrg 90,83+29,46 2,50+3,54"
Tempo de transito CC (Dias) 2,51+0,64 0,06+0,08 "
Niimero de espermatozoide C/Org 1,30+0,77 0,42+0,32°
Nimero de espermatozoide na C/gOrg 110,82+30,46 46,67+37,71"
Tempo de transito C (dias) 1,50+0,85 0,74+0,38

PED: producdo espermatica didria. CC: cabeca e corpo do epididimo. C:Cauda do epididimo. Dados expressos
como média+DP. * entre tratamentos indica que diferem significativamente entre si (p<0,05). ANOVA

e Teste t.

Motilidade e integridade de membrana do espermatozoide
O grupo ZIKV 45 dpi apresentou reducdo na motilidade espermética e no percentual

de espermatozoides com membranas intactas (Figura 6).
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Figura 6: (A) Motilidade espermadtica e (B) integridade de membrana espermatica, de camundongos Balb/c
infectados com ZIKV; (C) Imagens dos espermatozoides dos grupos controle e tratado. Membrana acrossdmica

marcada com diacetato de carboxifluoresceina (CFDA, Verde); cabeca do espermatozoide ndo intacto marcada
com iodeto de propidio (PI, Vermelho); Sobreposi¢do - imagens de sobreposi¢do. Barra= 20 um. ANOVA e
Teste t. Barra= 20 pum.

Estresse Oxidativo do testiculo e epididimo

O grupo ZIKV 15 dpi teve niveis elevados de SOD e redugdo de CAT, reducdo de NO
e aumento de MDA na por¢ao testicular. No epididimo houve aumento da SOD e do MDA
(Figura 7).

No grupo ZIKV 45dpi ndo foram observadas alteracOes no testiculo e epididimo,
quanto aos niveis das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST) e marcadores de estresse

oxidativo (NO e MDA) (Figura 8).
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Figura 7: Avaliacdo do estresse oxidativo e nitrosativo no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c
infectados com ZIKV, 15 dias p6s infec¢do Atividade das enzimas antioxidantes: A e F - Superéxido dismutase
(SOD); B e G - Catalase (CAT); C e H - Glutationa (GTS). Concentragdes de 6xido nitrico (ON) — D e I, —e
malondialdeido (MDA) — E e J. * entre tratamento e controle, indicam valores que diferem significativamente

entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.
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Figura 8: Avaliagdo do estresse oxidativo e nitrosativo no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c
infectados com ZIKV, 45 dias p6s-infec¢do. Atividade das enzimas antioxidantes: A e F - Superdxido dismutase
(SOD); B e G - Catalase (CAT); C e H - Glutationa (GTS). Concentracdes de 6xido nitrico (ON) —D e I, e de
malondialdeido (MDA) — E e J. * entre tratamento e controle, indicam valores que diferem significativamente

entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.
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Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)

Nio foi observada diferenca significativa da capacidade antioxidante total do soro nos

grupos ZIKV 15dpi e 45dpi (Figura 9).
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Figura 9: Capacidade antioxidante total do soro de camundongos Balb/c infectados ZIKV. * entre tratamento

e controle, indicam valores que diferem significativamente entre si (p<0,05). ANOVA e Teste t.

DISCUSSAO

Estudos comprovaram os danos causados pelo ZIKV nos testiculos e epididimos e sua
persisténcia no sémen por até 370 dias (Govero et al., 2016; Barzon et al., 2018). Neste
trabalho foi possivel observar como o ZIKV interfere na estrutura testicular e na producao
espermdtica € no armazenamento dos espermatozoides no epididimo de animais imaturos
infectados, e analisados em periodos pos-infec¢do diferentes, com o intuito de verificar a
progressao ou regressao dos danos.

Os animais analisados 15dpi tiveram o peso corporal reduzido, como foi observado
por Sheng et al. (2017) em animais infectados com ZIKV a partir de 5dpi. Os testiculos
também tiveram o peso reduzido nos animais 15dpi e tal resultado corrobora os achados de
outros autores em animais infectados com ZIKV e analisados 14 e 15 dpi (Govero et al.,
2016; Ma et al., 2016). Por consequéncia, o peso do parénquima testicular também reduziu.
Devido ao periodo de desenvolvimento em que se encontravam os animais analisados em
45dpi, que € marcado por alta proliferagdo celular a partir de 33 dias de vida, quando ocorre o
desenvolvimento dos espermatdcitos, intenso aumento de tdbulos seminiferos e sua
diferenciacdo com o inicio da espermiogénese (Picut et al., 2018), o peso testicular nao foi

alterado, possibilitando entdo reverter a perda sofrida no inicio da infeccao.
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A reducido do peso testicular observada aos 15 dpi foi acompanhada por um atraso na
formacdo do lume tubular, possivelmente porque a partir de 2 dpi o virus ja se encontra no
ambiente testicular (Aliota et al., 2016; Lima et al., 2022). Esta fase da vida do animal deveria
ser marcada por rdpida proliferacdo de células de Sertoli e espermatogonias, com a formagao
do lume tubular ocorrendo em torno do 20° dia de idade (Picut et al., 2018). Como a infec¢do
ocorreu no periodo critico de desenvolvimento testicular, mudancas morfométricas puderam
ser observadas nos animais 15 dpi, de modo que houve reducdo no didmetro tubular, na altura
do epitélio seminifero e no didmetro de lume, além das redugdes das areas de tibulo, lume e
epitélio. Silva et al. (2020) também encontraram essas alteragdes em camundongos adultos
infectados com ZIKV e analisados 7 dpi. Camargos et al. (2019) também observaram reducao
do diametro tubular de camundongos infectados verticalmente e analisados com 12 semanas
de vida.

Embora os parametros tubulares citados acima tenham reduzidos, os percentuais de
tibulo e de epitélio aumentaram no grupo de 15 dpi, provavelmente porque o tibulo
seminifero ficou mais contorcido dentro de um espago testicular menor, visto que o
comprimento de tibulo seminifero ndo foi alterado e peso testicular reduziu em 50%.

Neste trabalho ndo foi possivel verificar perda de células germinativas ou de Sertoli de
acordo com a contagem no estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero no grupo 45 dpi,
indicando que houve renovacio celular ou as células suportaram bem a replicac@o viral, uma
vez que espermatogOnias, espermatdcitos primdrios e as células de Sertoli sdo alvo para a
replicagdo (Govero et al., 2016).

As células de Sertoli sdo responsdveis pela constitui¢do da barreira hematotesticular e
formam um ambiente imunoprivilegiado para a espermatogénese (Picut et al., 2018). Embora
as células de Sertoli atuem como reservatorio para o ZIKV, a barreira ndo € afetada
diretamente pelo virus, mas por mediadores inflamatérios produzidos pelos macréfagos
infectados que degradam a proteina ZO-1 (Siemann et al., 2017). A perda da barreira
hematotesticular compromete toda a espermatogénese, podendo resultar no surgimento de
vacuolos entre as células germinativas o que pode causar deslocamento e desordem no
epitélio germinativo, pois os espermatdcitos podem perder a aderéncia com a célula de
Sertoli, resultando em descamacao de células para o lume do tibulo (Lanning et al., 2002).

As andlises histopatoldgicas neste trabalho confirmam que houve perturbacdes na
barreira hematotesticular no grupo ZIKV 45 dpi, o que causou aumento de histopatologias

moderadas e redugdo de tubulos normais. O aumento da desorganizacdo epitelial pode estar
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relacionado ao periodo da infeccdo, pois a barreira hematotesticular é formada aos 20 dias de
idade (Picut et al., 2018). Os resultados da viabilidade, com reducdo das células vidveis,
mostram que o 6rgdo ndo conseguiu se recuperar até os momentos analisados.

A organizacdo da regido intertubular é complexa e conta com um vasto espago
linfatico testicular que circunda cada tibulo seminifero, mas sem comunicagdes celulares
entre eles. Assim, caso alguma célula tente entrar nos tibulos seminiferos, precisa primeiro
ter acesso ao espaco linfitico (Clark, 1976). Devido a infec¢do pelo ZIKV, e ao possivel
aumento de trafego celular das células imunes na regido intertubular, o espaco linfitico
aumentou consideravelmente nos animais analisados 15dpi, pois o microambiente do testiculo
€ sensivel as respostas inflamatdrias e a drenagem linféatica pode ndo ter sido eficiente durante
o processo inflamatorio (Hirai et al., 2012). Assim, o espaco intertubular, além de conter as
células de Leydig que sintetizam a testosterona, também contém as células imunes como
linfécitos, macréfagos, células dendriticas e mastdcitos, que protegem os testiculos de agentes
patogénicos oriundos do sangue (Li et al., 2012).

As células de Leydig podem servir como local de replicacao do ZIKV, atuando como
reservatorio (Uraki et al., 2017). Govero et al. (2016) observaram reducao na populacdo das
células de Leydig aos 21 dpi, o que também foi visto neste trabalho com a redu¢do do nimero
de células de Leydig por grama de testiculo e redugdes de volume e citoplasma das células
aos 15 dpi podendo, inclusive, ter comprometido a producio e secrecdo de testosterona. Esta
alteracdo dos niveis de testosterona foi evidenciada por Govero et al. (2016) que avaliaram
camundongos de 7 semanas infectados com ZIKV e analisados no 7 dpi encontrando niveis de
testosterona elevados, sendo que no 14 dpi os niveis diminuiram e permaneceram baixos no
21 dpi, provavelmente pela alteracdo do funcionamento das células de Leydig, ou devido ao
processo inflamatdrio associado a replicacdo viral. Por outro lado, no grupo analisado aos 45
dpi, tais alteracdes nao estdo mais presentes, o que deve estar relacionado a proliferacdo tipica
desse periodo, pois as células de Leydig imaturas passam por uma ou duas divisdes mitdticas
até 56 dias de idade, e amadureceram para células de Leydig adultas, aumentando assim a
populagdo celular (Whitney, 2012).

A disseminagdo do ZIKV nos testiculos € responsdvel por causar perturbacdes nos
niveis das enzimas antioxidantes, como observado no grupo 15 dpi com o aumento da SOD e
a redug@o da CAT. Tais alteracdes nao foram suficientes para normalizar os niveis elevados
de MDA, indicador de peroxidagdo lipidica. Entretanto, a peroxidagdo lipidica ndo foi

suficiente para causar alteracdoes na producdo espermdtica e na contagem de espermadtides
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resistentes observadas no grupo 45 dpi. As espermdtides imaturas sdo infectadas pelo ZIKV,
mas uma vez que se diferenciem em espermatozoides, o RNA do ZIKV nio € replicado mais
(McDonald et al., 2018).

Como resultado do processo de estresse oxidativo ocorrido nos animais analisados 15
dpi, houve reducao nos niveis de NO, pois a infec¢do viral € responsdvel por causar a injiria
celular pela producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), e que em altas
concentracdes sao capazes de reduzir os niveis de NO por inativacdo quimica (Pierini &
Bryan, 2015; Ivanov et al., 2017). As EROs sao responsdveis por danificar os
espermatozoides na sua estrutura e funcdo (Kodama et al., 1997), como visto no grupo ZIKV
45 dpi, pela contagem reduzida de espermatozoides nas regides de cabeca, corpo e cauda do
epididimo e pela reducdo da motilidade espermatica. Na tentativa da SOD catalisar o radical
super6xido em peroxido de hidrogénio (H,O,), este se torna altamente danoso ao DNA
mitocondrial e faz com que a producdo de ATP diminua afetando a motilidade espermaética
(Morielli & O’Flaherty, 2015).

A integridade de membrana reduzida nos espermatozoides também pode estar
relacionada ao H,O,, pois ha grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados presentes
na membrana plasmadtica e este local tem grande potencial para ocorrer desordens na estrutura
da membrana citoplasmaética (Bisht et al., 2017). A acelerac@o do tempo de transito observada
na regido da cabeca e do corpo do epididimo faz com que os espermatozoides tenham
exposi¢cdo minima ao microambiente epididimdrio e a maturagdo seja afetada, com reducdo o
potencial de fertilidade (Fernandez et al., 2008).

Devido a presenca do ZIKV no epididimo, o estresse oxidativo também ocorreu como
indicado por niveis elevados de MDA no grupo ZIKV 15dpi. As células epiteliais do
epididimo sdo alvos de replicagdo do ZIKV e foi observado apds 8 e 10 dpi que os leucdcitos
também sdo alvos para a replicacdo viral, o que pode explicar a presenca do virus no s€émen
(McDonald et al., 2018). O epididimo também possui a barreira hematoepididimaria, com a
funcdo de proteger os espermatozoides do ataque de células imunes e patégenos, mas essa
barreira € menos eficiente do que a barreira hematotesticular, pois células imunes atravessam
e podem ser vistas no lume do epididimo (Hedger, 2011). Foi possivel determinar que o
estresse oxidativo ocorreu no testiculo e no epididimo, mas ndao de forma sistémica em
nenhum dos dois tempos pés-infecdao, uma vez que o FRAP, indicativo da quantidade total de

antioxidante ndo enzimatico presente no organismo, nao foi alterado (Samudi et al., 2009)
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CONCLUSOES

Concluimos que o ZIKV teve forte interferéncia na microarquitetura testicular nos
animais analisados 15 dpi, sendo capaz de atrasar o desenvolvimento dos tibulos seminiferos
e promover o estresse oxidativo, tanto no testiculo quanto no epididimo, causando alterag¢des
importantes nos espermatozoides como redu¢do na motilidade, integridade de membrana
comprometida e redu¢do no nimero de espermatozoides presentes nas regides epididimarias.
Porém, de acordo com os resultados obtidos dos animais analisados 45 dpi, pode ser
observada recupera¢do na maioria dos parametros alterados, mas ainda assim a fertilidade

desses animais ficou comprometida devido a baixa qualidade dos espermatozoides.
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CAPITULO 3:

Estresse oxidativo e nitrosativo gerado pela infeccao por MAYYV em
camundongos adultos altera parametros espermaticos em

camundongos Balb/c adultos
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RESUMO

O MAYYV pertence ao género Alphavirus, familia Togarovidae, e o quadro clinico da doenca
por ele provocada é muito debilitante, por causar artralgia, febre alta, dor de cabeca e dor nos
olhos. O MAYYV tem grande potencial para expandir em ambiente urbano, pois pode ser
transmitido por mosquitos Aedes aegypti. E importante destacar que as infec¢des causadas
por arboviroses podem afetar a satde reprodutiva masculina causando infertilidade. Neste
contexto, avaliamos os efeitos da infeccao do MAYV 42 dias pés-infecg¢ao (dpi) no testiculos
e epididimo de camundongos Balb/c adultos (60 dias de idade) infectados por via direta. Vinte
e quatro camundongos foram divididos em trés grupos experimentais (n=8/grupo), sendo:
Grupo Controle, Grupo Dexa (fosfato de dexametasona), Grupo infectado com MAY'V.
Observou-se reducdo na porcentagem de epitélio seminifero no grupo MAYV e aumento na
porcentagem de tdnica propria nos grupos Dexa e MAYV. O numero de espermdtides
arredondadas, o indice meidtico, a producdo espermdtica didria por testiculo e por grama de
testiculo foram reduzidos no grupo MAYV, mas houve aumento das células de Sertoli por
grama de testiculo. Também houve aumento de histopatologias, danos iniciais e morte celular
no grupo MAYV. O diametro e volume das células de Leydig aumentaram no grupo MAYV.
O nimero de espermatides por testiculo reduziu nos grupos Dexa e MAYV. Ja a producao
espermatica didria e o nimero de espermatozoides na regido da cabeca e corpo do epididimo
foram reduzidos no grupo MAYV. O nimero de espermatozoides na cauda do epididimo
reduziu nos grupos Dexa e MAYV, e o tempo de transito diminuiu apenas no grupo Dexa.
Houve redugdo da motilidade e integridade de membrana no grupo MAYV. No testiculo
observou-se aumento na atividade da enzima catalase (CAT) nos grupos Dexa e MAYYV,
reducdo da atividade da glutationa S-transferase (GST) no grupo Dexa, aumento dos niveis de
NO no grupo MAYV e reducdo dos niveis de MDA nos grupos Dexa e MAYV. No
epididimo, houve aumento da CAT e MDA no grupo MAYV e aumento de NO nos grupos
Dexa e MAYV. O FRAP (capacidade redutora férrica no plasma) aumentou no grupo MAY'V.
Concluimos que o MAYV causou danos ao sistema reprodutor masculino aos 42 dpi, com
danos tubulares, alteracdes nas células de Leydig, estresse nitrosativo no testiculo e epididimo

e estresse oxidativo no epididimo.
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INTRODUCAO

O aumento das arboviroses nas ultimas décadas vem acompanhado do aumento das
viagens internacionais. O virus da dengue (DENV) e chikungunya (CHIKYV), por exemplo,
deixaram de estar confinados as areas tropicais, expandindo assim o seu dominio (Weaver &
Reisen, 2010; Mayer et al., 2017). Os arbovirus que evoluiram e se diversificaram nos
tropicos sdo causadores de grandes surtos, pois as cepas se tornaram altamente virulentas e
invasivas, criando um problema de satde publica (Weaver & Reisen, 2010). Ainda que os
arbovirus sejam uma ameaga, alguns virus como o Mayaro (MAYV) ainda permanecem
negligenciados com a subestimag¢ado da sua distribui¢do (Mota et al., 2015).

O MAYYV pertence ao gé€nero Alphavirus, familia Togarovidae, esta diretamente
ligado ao CHIKV com o quadro clinico da doenca bastante semelhante, marcado por ser
muito debilitante e por causar erupgdes cutineas e artralgia. A doenca do MAYV também
pode ser confundida com a DENV por causa da febre alta, dor de cabeca e dor nos olhos
(Tesh et al., 1999; Coimbra et al., 2007). O MAYV tem grande potencial para expandir em
ambiente urbano, pois pode ser transmitido por mosquitos Aedes aegypti (Lopes et al., 2014).
Diagnésticos equivocados da doencga ocorrem devido aos poucos dados que estdo disponiveis
descrevendo sua a difusdo e propagacdo (Mota et al., 2015).

E importante destacar que as infeccdes causadas por arboviroses podem afetar a satde
reprodutiva masculina causando infertilidade, como a infeccao pela caxumba que causa
cessacdo da espermatogé€nese, e pelo ZIKV, com alteracbes morfofisioldgicas nos
espermatozoides (Govero et al., 2016; Puggioni et al., 2018; Wu et al., 2019). No entanto,
pesquisas com MAYYV sdo poucas e estdo limitadas a estudos clinicos com foco em artralgia
(Azevedo et al., 2009; Halsey et al., 2013). Até o momento sabe-se que o0 MAYV infecta
preferencialmente os macréfagos (De Castro-Jorge et al., 2019). Os macréfagos testiculares
possuem relacao direta com as células de Leydig presentes no compartimento intertubular dos
testiculos, e juntos, tais células tém forte influéncia na fertilidade masculina (Hutson, 1992;
Heinrich & DeFalco, 2020). Neste contexto, avaliamos os efeitos da infec¢do do MAYV 42
dias pds-infec¢do nos testiculo e epididimo e como esta infeccido afeta o funcionamento do

sistema reprodutor masculino de camundongos Balb/c adultos infectados por via direta.
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MATERIAL E METODOS
Estoque e titulo viral

A cepa do virus Mayaro (ATCC VR-66, strain TR 4675) foi propagada utilizando-se
células de Aedes albopictus C6/36 (ATCC CRL 1660), cultivada em meio L15 (Leibovitz)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), em garrafas de 75 cmz, a?28 °C.

O titulo viral foi determinado por meio da contagem de placas de lise. Para tal, células
Vero (ATCC CCL-81), cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% SFB, foram plaqueadas em placas de 24 pogos (2x10° células) e
mantidas a 37°C e 5% CO, até atingirem cerca de 80% de confluéncia. Foi realizada a
diluicdo seriada decimal de uma aliquota do estoque viral, aplicando-se 100 pL de cada
diluicdo em triplicata a placa. O controle positivo foi determinado como apenas células e
meio, sem a adi¢do do virus. A placa foi incubada a temperatura ambiente, por 1 hora sob
agitacdo constante, para adsorcdo viral. Apds remog¢do do sobrenadante, 1 mL de solugdo de
CMC 3% (carboximetilcelulose 3% diluido em meio DMEM incompleto na propor¢do 1:2)
foi adicionado a cada pogo. A seguir, incubou-se a placa em estufa a 37°C e 5% CO,, por 48
horas. Os efeitos citopéticos serdo monitorados durante este periodo. Para a fixacdo das
células, utilizou-se solucdo de formaldeido 20%, adicionando 1 mL em cada pogo. A placa foi
incubada por 1 hora, a 37°C, e corada com cristal violeta 5%. O titulo viral foi determinado
por meio da férmula:

T=(mxd)/v

em que: T: titulo viral; m: média das placas de lise contadas; d: inverso da diluicdo escolhida,

v: volume adicionado (mL).

O titulo viral foi expresso em Unidades Formadoras de Placa por mililitro (PFU/mL).

Grupos experimentais

O experimento seguiu as normas determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimenta¢io Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa, Brasil (protocolo 70/2019). Vinte e quatro camundongos
machos Balb/c adultos (36g; 60 dias de idade) foram divididos em 3 grupos experimentais
(n=8/grupo), sendo: Grupo Controle, Grupo Dexa (fosfato de dexametasona) e Grupo
infectado com MAYV. Os animais de cada grupo foram alojados em gaiolas coletivas e

eutanasiados aos 42 dias pds-infeccao.
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Os animais infectados receberam o fosfato de dexametasona (35mg/kg) 3 dias antes da
infeccdo e, no 4° dia, foram infectados. Foram inoculados na regido axilar 50ul de MAYV na
concentragdo de 1,25x10”" PFU. Receberam o fosfato de dexametasona por mais 9 dias pds
infeccdo, a fim de reduzir a resposta imune do animal e facilitar a contaminag@o. O grupo
Controle recebeu o meio de cultura na regido intraperitoneal no 4° dia para simular o estresse
da infec¢do e o grupo dexametasona recebeu apenas a dexametasona e, no dia da infecgao,

recebeu apenas meio de cultura.

Coleta do material biolégico

Os animais de cada grupo foram pesados em balanca de precisdo 0,01g (AS500,
Marte), anestesiados com tiopental (i.p., 30mg/kg) e eutanasiados por puncdo cardiaca. O
sangue foi coletado e centrifugado a 4.119 x g por 15 minutos para obtencao do soro, que foi
armazenado em microtubos e congelado a -80°C. Os testiculos foram retirados, dissecados e
pesados, sendo 6 testiculos direitos fixados em Karnovsky (glutaraldeido 4% e
paraformaldeido 4%) para andlises histologicas e 6 testiculos esquerdos congelados em
nitrogénio liquido e mantidos em ultrafreezer (-80°C) para anélises de estresse oxidativo. Para
a andlise de transito espermadtico, 4 testiculos e epididimos foram armazenados a -20°C, e 5
epididimos foram utilizados para andlise de motilidade espermdtica e integridade de

membrana.

Microscopia de luz

Fragmentos do testiculo foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol
(70, 80, 90 e 100%) e incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica). Sec¢des de
3um de espessura foram obtidas em microtomo rotativo (RM 2255, Leica), respeitando-se
intervalos de 39 pm entre os cortes, que foram corados com azul de toluidina - borato de
sédio 1%. Imagens digitais foram obtidas em fotomicroscépio de campo claro (Olympus BX -
53, Tokyo, Japan) equipado com camera digital (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan) e a

morfometria foi realizada através do software Image J (National Institute of Health, USA).

Biometria corporal e testicular
Depois de fixado, o testiculo foi pesado, a albuginea retirada e pesada, descontando

seu peso do testiculo inteiro. Com o peso corporal e testicular foi calculado entdo o indice
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gonadossomdtico (IGS), que representa o percentual de peso corporal alocado em gonadas, a

partir da férmula:

Peso total das gonadas
IGS (%) = x 100
Peso corporal

Através do peso do parénquima testicular (peso testicular — peso da albuginea) e do

peso corporal foi calculado o indice parenquimossomdtico (IPS) através da equacao:

Peso do parénquima dos dois testiculos
IPS (%) = Peso corporal x 100

Proporcao de tibulos seminiferos em formacao
Para a propor¢do de tubulos seminiferos em formacdo foram contabilizados 200
tabulos dos animais 15 dpi analisados, sendo os tibulos classificados da seguinte forma: com

lume e sem lume.

Histomorfometria testicular

A propor¢do volumétrica dos componentes dos tubulos seminiferos foi calculada a
partir de uma grade com 266 intercessdes (pontos), em 10 campos aleatdrios, totalizando 2660
pontos por animal. Foram contabilizados pontos sobre a tinica prépria, epitélio seminifero,
limen e intertibulo. Para calcular a propor¢ao volumétrica dos componentes testiculares foi
utilizada a seguinte férmula: Propor¢do volumétrica (%) = (NT / NTT) x 100, onde NT=
Registro do nimero de pontos contados sobre o componente e NTT= Numero de pontos totais
contados.

O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado considerando o percentual
ocupado por cada constituinte multiplicado pelo volume do parénquima testicular. Para o
didmetro tubular médio, foram medidos, aleatoriamente, 20 tdbulos seminiferos que
apresentavam forma mais circular possivel. Para a altura do epitélio seminifero, a mensuracao
se deu pela distancia da tdnica prépria até o limen, em duas medidas diametralmente opostas,
utilizando-se as mesmas sec¢des transversais usadas para medir o didmetro tubular.

Para os célculos das dreas tubular (ART), luminal (ARL) e epitelial (ARE) foram
utilizadas as seguintes equagdes: ART= m.RT* (RT= raio tubular); ARL= n.RL* (RL= raio
luminal); ArE = ArT — ArLU e a Relacdo T/E= ArT/ArE. O comprimento total dos tibulos
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seminiferos, em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos
mesmos nos testiculos e do diametro tubular médio obtido para cada animal (Dorst &
Sajonski, 1974). O comprimento total de tibulo por grama de testiculo foi calculado a partir

da férmula: CTT/g = Comprimento total de tibulos /Peso bruto dos testiculos (g).

Contagem das células no estadio 1

As células germinativas tais como espermatogdnias do tipo A (A), espermatdcitos
primdrios em preleptéteno / leptéteno (PL / L), espermatdcitos primarios em paquiteno (P),
espermadtides arredondadas (RS) e as células de Sertoli (S), foram quantificadas em sec¢des
transversais de 20 tdbulos seminiferos no estddio I por animal. Foram medidos os didmetros
de 30 ntcleos das células germinativas e de 30 nucléolos das células de Sertoli. Os resultados
foram corrigidos de acordo com as variagdes do tamanho das células e espessura do corte pela

seguinte férmula:

espessura do corte

N¢ corrigide = contagem obtida x

espessura do corte + wlll(%): - (%):

DM-= diametro nuclear (nucleolar) médio.

Para avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das células de Sertoli, foram
estimadas razdes a partir dos nimeros corrigidos das células germinativas e de Sertoli (Dias et
al., 2019). As seguintes razdes foram utilizadas: coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais (PL/L:SGA); rendimento geral da espermatogénese (EAR: SGA); indice
meidtico (EAR:PAQ); indice de célula de Sertoli (EAR: SER); capacidade total de suporte da
célula de Sertoli (SGA + PL/L + PAQ + EAR:SER).

O ndmero de células de Sertoli foi estimado a partir do nimero corrigido de nucléolos
de Sertoli por seccdo transversal de tubulo seminifero no estadio I e do comprimento total de

tibulos seminiferos segundo a férmula:

NCS — CTS (um) x N2 corrigido de nucléolos de cel. de Sertoli por sec¢do transversal

Espessura do corte {pum)

CTS= Comprimento total de tibulos seminiferos (pum).
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A partir desse cdlculo, foi estimado o nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo. A produgdo espermdtica didria (PED) foi calculada segundo AMANN e
ALMQUIST (1961), de acordo com a férmula:

PED = Volume de tibulo seminifero (pm3) x Numero corrigido de espermdtides arredondadas
/ Duragdo do ciclo do epitélio seminifero (dias) x Area da secgdo transversal do tibulo

seminifero no estadio 1 (umz) x espessura do corte histoldgico (um).

Os valores por grama de testiculo foram estimados dividindo a PDE pelo peso

testicular.

Histopatologia testicular

Foram utilizados 200 tibulos seminiferos analisados aleatoriamente, por animal. As
alteracdes patoldgicas existentes nos testiculos foram classificadas utilizando-se o score
descrito por Johnsen (1970), modificado para 8 niveis (Dias et al., 2019): Nivel 1- tibulos
integros, com células germinativas dispostas no seu sitio de localizacio normal e poucos
vacuolos; Nivel 2- vactiolos na base do epitélio; Nivel 3- vactiolos no dpice do epitélio; Nivel
4- vacuiolos na base e no dpice do epitélio; Nivel 5- células germinativas no interior do limen
e presenca de células em processo de degeneracdo; Nivel 6- epitélio apenas com células
basais; Nivel 7- epitélios apenas com células de Sertoli; Nivel 8- tubulos seminiferos
desprovidos de células de Sertoli ou germinativas. Os niveis foram agrupados como: normais
(nivel 1), com patologias leves (niveis 2 e 3), com patologias moderadas (niveis 4 e 5) e com

patologias severas (niveis 6, 7 e 8).

Viabilidade das Células Germinativas

Para analise da viabilidade das células germinativas, os cortes histologicos de 1um
foram corados com laranja de acridina e iodeto de propidio. O laranja de acridina cora as
células vidveis em verde, o iodeto de propidio cora as células cuja integridade de membrana
foi perdida em vermelho, sendo essas células classificadas de acordo com a condensagdo e
fragmentacdo do nidcleo e com a integridade de membrana (Giri & Roy, 2016). Para
classificar as células, os ndcleos corados em verde sao as células viaveis e os nucleos corados

de amarelo a vermelho indicam processo de morte celular. As imagens foram feitas em
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fotomicroscopio de fluorescéncia EVOS fl (Life Technologies, Carlsbad, Canada) e

analisadas utilizando-se o software Image-Pro Plus.

Contagem de células no testiculo e epididimo

Foram contados os espermatozoides das regides cabeca/corpo (C/C) e cauda (C) do
epididimo e as espermatides presentes no testiculo que se mostraram resistentes a
homogeneizagdo. Os testiculos foram pesados, retirada a cdpsula albuginea e homogeneizados
em 5 mL de NaCl 0,9% (Triton X-100 a 0,05%) por 3 minutos. Posteriormente, foram diluido
5 vezes (1:5) na mesma solucgdo, transferidos para a camera de Neubauer, e as espermétides
resistentes foram contadas. Para o célculo da producdo espermdtica didria, o nimero de
espermadtides por testiculo foi dividido por 4,84 (nimero de dias em que as espermdtides
maduras estdo presentes no epitélio seminifero de camundongos) (Robb et al., 1978;
Fernandes et al., 2007). A cabeca/corpo e cauda do epididimo foram homogeneizados, sendo
200mg da cabega/corpo e 100 mg da cauda em 1 ml de soluc¢do de NaCl a 0,9% (Triton X-100
a 0,05%) por 3 minutos. Em seguida, o homogenato da cabeca/corpo foi diluido 2 vezes (1:2),
e o da cauda ndo passou por uma segunda diluicdo. Para o cdlculo do tempo de transito em
cada regido epididimaria em dias, o nimero total de espermatozoide de cada segmento foi

dividido pela producao espermadtica didria (Robb et al., 1978; Fernandes et al., 2007).

Analise espermatica

Para obtenc¢do dos espermatozoides, a regido da cauda do epididimo foi seccionada em
uma placa de Petri, utilizando uma lamina de barbear, em solucdo Tris-citrato-frutose. Em
seguida, 10 uLL foram usados para a avaliacdo da motilidade onde foi calculada a proporcao
entre espermatozoides imdveis ou méveis em 3 campos aleatorios.

Para analise de integridade de membrana 10 pL. de amostra foram adicionados em uma
solucdo de diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI) (Harrison &
Vickers, 1990). Os espermatozoides foram classificados por possuirem membrana integra
(CFDA + / PI-) e membrana nao integra (CFDA-; PI +). Para a contagem foram analisados
200 espermatozoides, em microscopio de epifluorescéncia (610 nm, Olympus AX70 TREF,

Toéquio, Japao), em aumento de 400x.
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Histomorfometria Intertubular

A proporcao volumétrica dos elementos do intertibulo foi estabelecida pela contagem
de 1000 pontos por animal, em imagens digitais do intertibulo obtidas dos preparados
histolégicos. Foi langada sobre a imagem uma grade com 600 intercessdes (pontos), € 0s
pontos incidentes sobre os elementos do tecido conjuntivo, macréfagos, vasos linféticos,
vasos sanguineos, nucleo e citoplasma de Leydig foram contabilizados. Para o célculo
utilizou-se a seguinte férmula: Propor¢do volumétrica (%) = (% proporcao volumétrica de
intertibulo x % proporcao volumétrica do componente no intertibulo) / 100. O volume (mL)
dos componentes do intertibulo nos testiculos foi calculado pela equagdo: Volume = % do
elemento nos testiculos x PPT / 100, onde: PPT= peso do parénquima testicular.

Para o calculo do diametro nuclear da célula de Leydig foram medidos 30 nucleos
esféricos, com nucléolo e cromatina perinuclear bem definidos. Foram entdo calculados os
volumes (um3) nuclear (VNL), citoplasmatico (VCL) e de cada célula de Leydig (VL) através
das seguintes equacdes: VNL = 4/3 nR3, onde R= Raio nuclear; VCL=% de citoplasma x
VNL/% de nicleo, VCL= VNL + VCL.

O volume ocupado pelas células de Leydig por testiculo (VLT) foi calculado pela
seguinte equagdo: VLT (uL) = Propor¢do volumétrica da célula de Leydig no parénquima
testicular x Peso do parénquima testicular (PPT) / 100. O volume das células de Leydig por
grama de testiculo (VL/gT) foi obtido pela equagdo: (VL/gT) = volume ocupado pela célula
de Leydig por testiculo (VLT)/ peso bruto dos testiculos (PT). Os nimeros de células de
Leydig por testiculo (NLT) e por grama de testiculo (NLg/T) foram calculados pelas
féormulas: NLT=VLT (um3)/ VL(um3) e NLg/T = NLT / PT.

O indice Leydigossomdtico (ILS), que determina o percentual de massa corporal
alocado em células de Leydig, foi calculado utilizando férmula: ILS=volume que as células

de Leydig ocupam nos testiculos / PC x 100, onde PC=peso corporal.

Estresse Oxidativo

Os testiculos foram homogeneizados em uma solucio tampao fosfato de potassio (pH
7.4), na concentracao de 100mg/1000uL, e centrifugados a 13,8 x g, 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para dosagem de 6xido nitrico (NO), malondialdeido (MDA),
niveis de proteina total e de enzimas antioxidantes testiculares: catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST). Os dados bioquimicos foram

normalizados em relacdo aos niveis de proteina total no sobrenadante. Todas as atividades



102

enzimadticas foram determinadas em duplicata usando um espectrofotometro (UV-Mini 1240,
Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A atividade de catalase (CAT) foi avaliada de acordo com o método descrito por Aebi
(1984). A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada nos sobrenadantes
conforme o método descrito por Siddiqui et al. (2005) e da glutationa S-transferase (GST)
pela formacdo conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Habig et al., 1974). Os
niveis de malondialdeido (MDA), que é o produto da peroxidacdo lipidica, foram
determinados utilizando-se a solucdo TBARS (4cido tricloroacético 15% / acido tiobarbitirico
0,375% / acido cloridrico 0,25M). Os niveis totais de MDA em cada amostra foram
determinados de acordo com Gutteridge e Halliwell (1990). A concentra¢do do 6xido nitrico
(NO) foi determinada indiretamente através do teor de nitrito/nitrato pela reacdo de Griess
(Ricart-Jané et al., 2002). A proteina total foi mensurada utilizando albumina do soro bovino
como curva padrao (Lowry et al., 1951), e utilizada para homogeneizacdo dos dados de

estresse oxidativo.

Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)
A capacidade antioxidante total foi estimada de acordo com a capacidade redutora
férrica do plasma (FRAP) com o método descrito por Benzie & Strain (1996) usando TPTZ

(2,4,6-Tris(2-piridil) -s-triazina) como substrato.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de ShapiroWilk
e em seguida feita analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-
Keuls. Foi utilizado o software STATISTICA for WINDOWS 3.11, sendo o nivel de
significancia considerado de p < 0,05. Todos os resultados foram expressos em média +

desvio padrao da média.

RESULTADOS
Biometria corporal e testicular
De acordo com os parametros biométricos, corporal e testicular, apenas o indice

parenquimossomatico diminuiu no grupo MAYV quando comparado com o grupo Controle.



Os pesos corporal, testicular, do parénquima e da albuginea, juntamente com o IGS nao

tiveram diferenca significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros biométricos, corporal e testicular, de camundongos Balb/c infectados com

Mayaro virus (MAYV), analisados 42 dias pés-infeccao.

Controle Dexa MAYV
PC (g) 35,26 + 1,66 3729+246" 37,02 + 1,66
PT(g) 0,18+0,01" 0,14 £0,05° 0,16 +£0,03°
PA (g) 0,03 £0,02* 0,01 £0,01° 0,02+0,01°
PP (g) 0,15+0,02° 0,13 £0,04° 0,14 £0,03°
IGS (%) 0,51 £0,03° 0,37 £0,10° 0,47 £0,07°
IPS (%) 0,48 £0,04° 0,34 +£0,10° 0,36 +0,06"

PC — Peso corporal; PT — Peso testicular; PA — Peso da albuginea; PP — Peso do parénquima testicular; IGS —
Indice gonadossomatico; IPS — Indice parenquimossomitico; Dexa- dexametasona. Dados expressos como
média+DP. Letras diferentes, entre tratamentos e controle, diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student

Newman Keuls).

Histomorfometria testicular

A microestrutura testicular pode ser observada na Figura 1. Quando comparado ao
grupo Controle, a proporc¢do de epitélio diminuiu no MAYV, enquanto a propor¢ao de tinica
propria aumentou em todos os grupos. Os percentuais de tibulo e lume se mantiveram dentro

da normalidade (Tabela 2).

Controle

o

Figura 1: Fotomicrografia do parénquima testicular dos grupos Controle, Dexa (dexametasona) e Mayv
(Mayaro virus). L- Lume; Ep- Epitélio seminifero; I- Intertibulo; TP- Ttnica prépria. Corte de 3 pm corados

com Azul de toluidina. Barra: 50pm
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Tabela 2. Propor¢do dos componentes tubulares e indices tubulossomadtico e epiteliossomadtico, de

camundongos Balb/c infectados com Mayaro virus (MAYV).

Controle Dexa MAYV
Tibulo seminifero (%) 90,16 + 2,33 89,56 +1,90* 87,69 + 1,98*
Epitélio seminifero (%) 69,70 + 1,22° 66,66 + 1,24* 64,66 + 1,85"
Tiinica Prépria (%) 7,25+0,71° 9,01 +0,53" 10,37 +0,89°
Lume (%) 13,21 £1,73° 13,89 +0,55° 12,66 + 0,44°

Dados expressos como médiazDP. Letras diferentes, entre tratamento e controle, diferem significativamente

entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Na morfometria de tibulo seminifero, nao houve alteragcdes significativas em qualquer
grupo quando comparado com o grupo Controle (Tabela 3).

Tabela 3. Morfometria de tibulo seminifero de camundongos Balb/c infectados com Mayaro

(MAYV).
Controle Dexa MAYV
Diametro de 187,30 + 11,37 183,19 +7,18* 186,78 +7.97°
Tabulo (um)
Altura do 5771 £2.27° 55.80 +2.31° 58.12 +2.23°
Epitélio(um)
Diémetro do 71,88 +7.42° 71,58 + 6,72° 70,55 + 5.64°
Lume(um)
CTT/t (m) 436 +2,32° 4,40 +0,74* 4,70 +0.45*
CTT/gT (m/g) 23,88 + 12,65° 32,63 +5,13° 2972 +3.47°
Areadotibulo 050 0, 3377 859 2644426 +373022° 27429,01 + 2376.88 *
(um*“x10%)
Area do lume 4090,05 + 833,.84° 405071 +779.04*  3926,93 + 616,99"
(um*“x10%)
Areadoepitclio 356 5, 5574050 2239355+ 2985470 23502.08 + 1851,30°
(um*“x10%)
RTE ¢ 1,17 +0,02° 1,18 +0,01° 1,17 £0,02°

CTT/t- Comprimento total de tibulo seminifero; CTS/g- Comprimento total de tibulo seminifero por grama de
testiculo e RET — Relacdo tibulo/Epitélio. Dados expressos como média+DP. Letras diferentes entre

tratamentos e controle, diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Contagem das células no estadio 1
O numero de espermdtides arredondadas diminuiu no grupo MAYV, assim como o

indice meidtico. Por outro lado, o nimero de células de Sertoli por grama de testiculo
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aumentou no grupo Dexa. A producdo espermética didria por testiculo diminuiu no grupo
MAYV e a produgdo espermdtica didria por grama de testiculo foi maior apenas no grupo
Dexa (Tabela 4).

Tabela 4. Numero corrigido de células no estidio I do ciclo do epitélio seminifero, razdes entre os
tipos celulares, nimero de células de Sertoli e producdo espermatica didria, de camundongos Balb/c

infectados com Mayaro virus (MAYV).

Controle Dexa MAYV
Espermatogonia 2,17 +£0,36° 1,68 +0,36° 1,66 +0,38*
Preleptdteno/ 2571 +1.96° 2631 +4.24° 25,17 +2.60°
T.entoteno
Paquiteno 30,80 + 3,02° 29,59 + 3,78 ° 28,61 £2,58°
Espermatide a a b
74,16 + 6,27 69,18 + 8,43 59,46 + 5,96
Arredondada
Sertoli 5,58 £0,28° 5,81 £0,96° 527 +0,41°
Indice mitético 12,16 £2,16° 16,03 £2,32° 15,92 +£5,23°
Indice meiético 2,41 +£0,09° 2,34 +0,22° 2,07 £0,04°
Indice de cél. de 13,42 +1,13° 12,00 + 1,59° 11,31 +1,29°
Sertoli
SER /t 5,84 +0,55° 6,22 +1,99° 4,80 +0,76°
SER/gt 32,07 + 1,45° 45,16 +3,90° 30,60 +7,11°
Capacidade Suporte 24,02 + 1,04° 21.95+2.22° 21.84+2.17°
de Sertoli
Rendimento Geral 35,04 +6,77° 42,61 +9.28° 37,61 +11,97°
da Espermatogénese
PDE/t 4,11x10° + 6,98x10°*  5,03x10°+ 1,21x10°*  2,77x10° + 7,68x10°°
PDE/gt 2,26x107 +3,45x10®  3,99x10"+ 1,97x10™  1,75x10” + 5,66x10%*

SER/t — Nimero de célula de Sertoli por testiculo; SER/gt — Niimero de célula de Sertoli por grama e testiculo; PDE/t —
Producdo espermética didria por testiculo; PDE/gt — Producéo espermadtica didria por grama de testiculo. Dados expressos
como média+DP. letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente entre si (p<0,05)

(Student Newman Keuls).

Histopatologia testicular
O grupo MAYV apresentou aumento de patologias leves e moderadas quando

comparados com o grupo Controle (Figura 2).
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Figura 2: Proporcdo de tdbulos seminiferos patolégicos de camundongos Balb/c infectados
com MAYV.
Viabilidade das Células Germinativas

Houve aumento de dano celular inicial e morte celular no MAYV, quando comparados

com o grupo controle (Figura 3).
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Figura 3: (A) Proporcio de células com danos iniciais; (B) Propor¢do de células em morte celular; (C) Corte

histolégico de 1 pm do testiculo de camundongos Balb/c infectados MAYV. GFP - filtro 488 nm; RFP —580 nm;

1

Sobreposi¢do - imagens de sobreposicdo; Sobreposi¢do '- imagem mesclada ampliada. Ep - epitélio; L —

limen; — - Nucleos verdes - células vidveis; * -Nucleos amarelos - processo de morte celular precoce. Letras

diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Barra: 5S0um

Histomorfometria Intertubular
A microestrutura € composi¢ao do intertibulo podem ser observadas na Figura 4. Os
percentuais dos componentes do intertibulo se apresentaram dentro da normalidade, ndo

havendo alteragdes nos grupos tratados em comparacao ao grupo controle (Tabela 5).
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Figura 4: Fotomicrografia da estrutura e composicdo intertubular dos grupos Controle, Dexa e Mayv. NL-
Niucleo de Célula de Leydig; CL- Citoplasma de Célula de Leydig; VS- Vaso sanguineo; EP-Epitélio seminifero.

Corte de 3 um corados com Azul de toluidina. Barra: 10um

Tabela 5. Propor¢ido dos componentes do intertibulo de camundongos Balb/c infectados com Mayaro

virus (MAYV).

Controle Dexa MAYV
Intertibulo (%) 9,84 £2,33° 10,44 +1,90° 12,30 £2,00°
Vaso sanguineo (%) 0,97 +0,77% 0,62 + 0,46" 0,82 +0,14*
Espaco Linfatico (%) 1,00+0,81° 1,00 £ 0,68 1,11 +0,62°
Niicleo de Leydig (%) 1,00 £0,43° 0,14 £0,44° 1,50 £0,39°
Citoplasma de Leydig (%) 6,51 +£1,83* 7,43 +£0,88" 8,67 £2,05°
Leydig (%) 7,52+221° 8,57 £1,26° 10,17 £2,43°
Conjuntivo (%) 0,34 +0,19° 0,21 £0,07° 0,31 +0,02°
Macréfago (%) 0,02+0,01" 0,04 £0,02° 0,07 +£0,05*

Dados expressos como médiatDP. Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente

entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Nos pardmetros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig, o didmetro

nuclear e o volume do nicleo de Leydig aumentaram no grupo MAYV (Tabela 6).
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Tabela 6: Pardmetros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig de camundongos Balb/c

infectados com Mayaro virus (MAYV).

Célula de Leydig Controle Dexa MAYV
Didmetro Nuclear (um”) 6,47 +0,15° 6,42+0,17° 7,03+0,14°
Volume do Niicleo (um®) 142,19 +10,14° 138,70 +10,75° 182,00 + 11,00°

Volume do citoplasma (um®) 962,02 + 178,98° 983,23 +313,79*  1055,57 + 117,13*
Volume da célula (um’) 1104,21 +177,35* 112193 +324,54*  1237,57 + 126,19
Volume / t (x10°) 0,013 +0,004° 0,012 +0,006° 0,015 +0,005°
Volume / gt (x10°) 0,07 +0,02° 0,08 +0,01° 0,09 +0,02°
Niimero / t (x10°) 1,20x107+6, 33x10%  1,24x10'+1,02x10™  1,22x10"+3,66x10%
Ntimero / gt (x10°) 6,47x107+2,89x10™  7,97x107+3,70x10™  7,62x10"+1,91x10™
Indice Leydigossomatico (%) 0,04+ 0,01° 0,03 +0,01° 0,04 +0,01°

Dados expressos como médiatDP. Letras diferentes, entre tratamentos, diferem significativamente entre si

(p<0,05) (Student Newman Keuls).

Testosterona

N3ao houve alteragdes nos niveis de testosterona nos grupos quando comparados com o grupo

controle (Figura 5).
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Figura 5: Concentracdo de testosterona sérica de camundongos Balb/c infectados com MAY'V, analisados 42

dias pés-infecgdo.

Contagem de células no testiculo e epididimo

O nimero de espermdtides por testiculo diminuiu nos grupos experimentais quando
comparados com o controle, porém, o grupo Dexa aumentou o nimero de espermatide por
grama de testiculo. A produgdo espermatica didria por testiculo e por grama de testiculo
diminuiu no grupo MAYV. O ndmero de espermatozoides no corpo e na cauda do epididimo,

por grama do 6rgdo, também diminuiu no grupo MAYV. O niimero de espermatozoides na
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cauda, por epididimo e por grama de epididimo, diminuiu em todos os grupos quando
comparado com o grupo controle, sendo que o tempo de transito na cauda diminuiu apenas no

grupo Dexa (Tabela 7).

Tabela 7: Pardmetros de contagem de células no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c

infectados com Mayaro virus (MAYV).

Controle Dexa MAYV

Ntimero de espermitide /t 9,81 + 0,04 6,46 +1,58" 2,98+0,81°

Nimero de espermatide /gt 28,31 £2,04*  90,45+1498°  33,08+6,23"

PED/t 1,73 £0,52° 1,33 +£0,33° 0,62+0,17"

PED /gt 1725 +£532% 13,60 +2,04* 5,97 +£2,14°

Niimero de espermatozoide 3,79 +1.83° 3,73 +2.10° 1,61 £0.33"
CC/Org

Nimero de espermatozoide 5375, 3195¢ 13542 464,84 60,00+ 5,00
CC/gOrg

Tempo de transito CC (Dias) 2,11 +£0,54° 2,77 £1,33° 2,74 £0,84°

Numero de espermatozoide 517 £1,45° 2,24£0,19" 1,41 £0,38"

C/Org
Numero de espermatozoide na 5 g3, 65992 16667+3744" 8542+ 15,63"
C/gOrg
Tempo de transito C (dias) 3,06 +0,55 1,74 +0,40° 2,31 +0,29*

PED: producgéo espermatica didria. CC: cabeca e corpo do epididimo. C:Cauda do epididimo. Dados expressos
como médiatDP. N = 4 machos/grupo. Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente

entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Motilidade e integridade de membrana do espermatozoide
A motilidade espermdtica diminuiu no grupo MAYYV, havendo também queda na

proporcdo de espermatozoides com membranas integras (Figura 6).
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Figura 6: Motilidade espermadtica (A); Integridade de membrana espermadtica (B); Membrana acrossomica

Controle

Dexa

MAYV

marcada com diacetato de carboxifluoresceina (CFDA, Verde), o espermatozoide nao intacto marcado na cabega
com iodeto de propidio (PI, Vermelho) (C). Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem

significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls). Barra= 20 um.

Estresse Oxidativo do testiculo e epididimo

No testiculo, a atividade da SOD se manteve semelhante ao grupo controle em todos
os grupos experimentais. A atividade da CAT aumentou nos grupos Dexa e MAY'V, enquanto
a atividade da GST diminuiu no grupo Dexa. O nivel de NO aumentou apenas no grupo
MAYYV e neste mesmo grupo o nivel/concentracio de MDA diminuiu. No epididimo,
observou-se aumento da CAT e MDA no grupo MAYV e aumento de NO nos grupo Dexa e
MAYV. (Figura 7).
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Figura 7: Avaliagdo do estresse oxidativo e nitrosativo no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c

infectados com MAY'V, 42 dias pos-infec¢do Atividade das enzimas antioxidantes no testiculo e epididimo: A e

F - Superéxido dismutase (SOD); B e G - Catalase (CAT); C e H - Glutationa (GTS). Concentracdes de D e I -

6xido nitrico (ON) e J - malondialdeido (MDA). Letras diferentes, entre tratamentos, diferem significativamente

entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).
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Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)
Foi observado aumento da capacidade antioxidante total do soro nos grupo MAYV

quando comparados com o grupo Controle (Figura 8).
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Figura 8: Capacidade antioxidante total do soro de camundongos BALB/c infectados MAYV. Letras diferentes

entre tratamentos e controle diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a interferéncia do MAYV no sistema reprodutor masculino
de camundongos BALB /c 42 dias pds-infec¢do (dpi). Os dados obtidos confirmam que a
infeccdo causada pelo virus interfere na microarquitetura testicular e altera os parametros
espermaticos, com quadro de estresse nitrosativo testicular e estresse oxidativo e nitrosativo
epididimério. Embora a doenga causada pelo MAYV seja uma doenga debilitante por causar
febre alta, vomitos, diarreia, erup¢do cutanea, artralgia, mialgia e cefaleia (Santiago et al.,
2015), ndo causou alteragdes nos dados biométricos neste trabalho, provavelmente por ter
sido analisado 42dpi, tendo passado o periodo critico e havendo assim a recuperacdo dos
pesos corporal e testicular, haja vista que camundongos Balb/c infectados com MAYV e
analisados 15 e 45 dpi tiveram redugdo no peso corporal, dos testiculos e do parénquima
testicular (Dados ndo publicados).

Embora ndo tenha ocorrido reduc@o no peso testicular, houve queda na porcentagem
de epitélio seminifero nos grupos Dexa e MAY V. No epitélio estdo presentes as células da
linhagem germinativa, responsdveis por formar os gametas e as células de Sertoli, que dao
suporte as espermatogénese (Russel et al., 1990). Qualquer perturbacdo que ocorra no
ambiente do epitélio seminifero pode acarretar alteracdes na producdo espermdtica (Silva,
2020). A reducio epitelial pode ser decorrente do aumento de patologias tubulares e perda
celular, o que culmina na redug@o da producdo espermdtica. J4 o aumento do percentual de

tinica prépria observado nos grupos Dexa e MAYV pode estar relacionado ao aumento da
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producdo de fibras coldgenas, provavelmente estimulada por uma proteoglicana (decorina)
envolvida na fibrilogénese em testiculos inférteis (Bhide et al., 2005; Orgel et al., 2009; Adam
etal., 2011 ).

Devido a redugdo epitelial, houve diminui¢do do ndmero corrigido de espermdtides
arredondadas no grupo MAY'V, e assim, ocorrendo também a reducdo do indice meiético, que
indica a quantidade de espermadtides arredondadas produzidas a partir de espermatdcitos
primarios. Outro reflexo das alteragdes funcionais € que a producao espermaética por testiculo
foi reduzida no grupo MAY'V.

Assim como a reducdo espermadtica ocorreu devido a diminui¢do no niimero de células
germinativas, a viabilidade celular dessas células também ficou comprometida no grupo
MAYYV, com danos iniciais a0 DNA. Como consequéncia da funcionalidade comprometida
das células germinativas, ocorreram alteracOes histopatoldgicas no epitélio seminifero de
niveis leve e moderado no referido grupo. A histopatologia fornece dados importantes a
respeito de desordens celulares testiculares causadas por fatores externos, pois a presenca de
vacuolos situados entre as cé€lulas germinativas € capaz de causar deslocamento e desordem
no epitélio germinativo. Pode ocorrer também a perda da aderéncia dos espermatdcitos com a
célula de Sertoli resultando na descamacio do epitélio seminifero para o limen do tibulo
(Lanning et al., 2002).

A infeccdo causada pelo MAYV também causou desordens na regido intertubular,
com o aumento do didmetro nuclear e volume das células de Leydig. Devido ao processo
inflamatorio viral, as células de Leydig t€m sua funcionalidade modificada (Govero et al.,
2016). Mesmo com essas alteracdes, a testosterona no grupo MAYV ndo foi alterada
significativamente, apresentando queda numérica apenas. MAYV infecta principalmente os
macrofagos (De Castro-Jorge et al., 2019), e os macréfagos testiculares possuem interferéncia
direta nas células de Leydig por compartilhar digitacOes intracitoplasmdticas que 0os unem
fisicamente a tais células (Hutson, 1992).

A relag@o entre os macrofagos e as células de Leydig é de extrema importancia para as
func¢des reprodutivas, pois a interacio entre eles mantém o ambiente espermatogénico com
interferéncia direta no desenvolvimento das espermatogbnias (Heinrich & DeFalco, 2020).
Essa perturbacio pode ser vista pela contagem espermadtica, com redugdo de espermatides por
testiculo nos grupos Dexa e MAY'V, e reducdo da produgdo espermadtica por testiculo e por
grama de testiculo no grupo MAYV. Ja na regido da cabeca e do corpo do epididimo, onde

ocorre a maturacdo dos espermatozoides (Johnson & Varner, 1988), o grupo MAYV
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apresentou nimeros reduzidos de espermatozoides resistentes, mas ndo apresentou atraso no
tempo de transito. Consequentemente, também se notou ndmeros reduzidos de
espermatozoides na regido da cauda do epididimo nos grupos Dexa e MAYV, mas apenas o
grupo Dexa apresentou niimero reduzido e tempo de transito menor neste segmento. Sendo o
tempo de transito dos espermatozoides pelo epididimo acelerado ou retardado, os pardmetros
espermaticos serdo afetados (Fernandez et al., 2008).

A redugdo do nimero de espermatozoides pode estar relacionada com a injuria celular
que as doencas virais causam, por producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Ivanov et al., 2017). Tendo em vista que o aumento de EROs pela acdo viral causa
desordens celulares, os espermatozoides sofreram alteracdes em sua estrutura e funcdo
certamente devido ao estresse oxidativo, pois eles sdo mais vulneraveis as EROs (Kurkowska
et al., 2020). A queda na motilidade espermética no grupo MAYV pode ser devido a agdo do
H,0,, que danifica o DNA mitocondrial com consequente reducdo na producdo de ATP,
sendo o mecanismo de motilidade afetado pela menor disponibilidade de energia (Morielli &
O’Flaherty, 2015). Nimero reduzido de espermatozoides com membranas integras no grupo
MAYYV também pode estar relacionado com o aumento de per6xido de hidrogénio (H,0O,),
pois a membrana plasmdtica contém grande quantidade de 4cidos graxos poli-insaturados,
sendo um local com grande potencial para ocorrer desordens estruturais e funcionais (Bisht et
al., 2017). Além disso, o nivel elevado de MDA no epididimo do grupo MAYV contribuiu
para as alteracOes espermdticas, pois € um importante marcador de peroxidacao lipidica e
altera a funcdo da membrana dos espermatozoides (Janero, 1990; Subramanian et al., 2018).
O H,0, € o produto final da catalisacdo do superdxido (O;") pela enzima SOD, e estando em
excesso € altamente prejudicial por gerar o radical hidroxila (OH") (Barreiros et al., 2006). A
SOD no epididimo ndo foi alterada, porém a CAT aumentou no grupo MAYV. A CAT,
responsavel por decompor H>O, em uma molécula de dgua e uma de oxigénio (Barreiros et
al., 2006), mesmo estando com os niveis elevados, nao foi suficiente para estabilizar as altas
concentracdes de H,O, Houve também aumento nos niveis de NO no epididimo nos grupo
Dexa e MAYV. A produgdo excessiva de NO em condicdes patolégicas, como infecgdes, se
torna altamente toxica para os espermatozoides, com a formag¢do do peroxinitrito, um anion de
peroxidacdo, podendo reduzir a motilidade e viabilidade espermética (Rosselli et al., 1998).

Na porcdo testicular, o aumento na atividade de CAT nos grupos Dexa e MAYV
mostra que houve aumento de sua atividade para neutralizar os efeitos dos radicais

produzidos. A reducdo de GST no grupo Dexa, indicativo da sua exaustdo, pode ter sido



116

responsavel pelo inicio da desintoxicacdo de agentes com potencial alquilante (Habig et al.,
1974; Barreiros et al., 2006), evidenciando que este sistema de defesa foi eficiente em 42 dias
p6s-infec¢do, com diminuicdo nos niveis de MDA. Por outro lado, a reduc¢do dos niveis de
MDA no grupo MAYV comprovou que a atividade da CAT foi eficiente para a peroxidag¢ao
lipidica. Entretanto, o nivel de NO aumentou no grupo MAYYV, provocando o estresse
nitrosativo, sendo altamente téxico para as células testiculares.

As enzimas antioxidantes foram alteradas nos testiculos e epididimos, mostrando um
processo de desintoxicacdo celular a fim de amenizar os danos causados pela infec¢do por
MAYV. Porém, essa perturbacido ndo ocorreu de modo localizado nos 6rgdos analisados, pois
o FRAP, que é a quantidade total de antioxidante ndo enzimadtico circulante (Samudi et al.,
2009), apresentou niveis elevados no soro do grupo MAY'V, mostrando que a perturbacdo nas

enzimas antioxidantes foi sistémica.

CONCLUSOES

Concluimos que 0o MAYV causou danos ao sistema reprodutor masculino aos 42 dpi,
com aumento de patologias tubulares, reducio do epitélio seminifero e reducdo na produgdo
espermatica didria. Promoveu também alteracdes nas células de Leydig com aumento no seu
de diametro e volume. O estresse nitrosativo ocorreu no testiculo e epididimo e o estresse
oxidativo no epididimo, com interferéncia direta na integridade de membrana e motilidade

espermatica, causando prejuizo a fertilidade masculina.
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CAPITULO 4:

A infecao por ZIKYV altera parametros espermaticos de camundongos

Balb/c adultos
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RESUMO

O Zika virus (ZIKV), pertencente a familia Flaviviridae, é transmitido por intermédio de
artrépodes, como o mosquito Aedes aegypti, € tem os humanos como reservatorio temporario.
Além da transmissdo pelo mosquito, também hd transmissdo por transfusdo sanguinea,
durante a gravidez de mae para filho (transmissdo vertical), ou por ato sexual (Masmejan et
al., 2020). O ZIKV possui tropismo pelos testiculos e epididimos, € o ambiente
imunoprivilegiado que os testiculos possuem faz com que o ZIKV persista caso haja sua
entrada nos tdbulos seminiferos, estabelecendo um reservatério viral. Neste contexto,
avaliamos os efeitos da infeccdo pelo ZIKV no sistema reprodutor masculino de
camundongos Balb/c adultos infectados pela via direta. Vinte e quatro camundongos foram
divididos em trés grupos experimentais (n=8/grupo), sendo: Grupo Controle, Grupo Dexa
(fosfato de dexametasona) e Grupo infectado com ZIKV, analisados aos 42 dpi. Observou-se
redu¢@o na porcentagem de epitélio seminifero e tinica prépria e reducdo no comprimento de
tibulo por testiculo no grupo ZIKV. Houve aumento no ndmero de células de Sertoli e na
producdo espermdtica no grupo Dexa, e reducdo da producdo espermatica por testiculo no
grupo ZIKV. Foram encontrados histopatologias, danos iniciais € morte celular no grupo
ZIKV. Houve reducdao no nimero de espermatides por testiculo nos grupos Dexa e ZIKV, e
aumento no nimero de espermdtides por grama de testiculo no grupo Dexa. A producdo
espermadtica didria por testiculo e por grama de testiculo reduziu no grupo ZIKV, bem como o
nimero de espermatozoides na cabeca e no corpo do epididimo, mas houve aumento no
tempo de transito nestas regides. Na regido da cauda do epididimo, o numero de
espermatozoides reduziu nos grupos Dexa e ZIKV, sendo o tempo de transito reduzido apenas
no grupo Dexa. Houve reducdo da motilidade e integridade de membrana dos
espermatozoides no grupo ZIKV. No testiculo observou-se aumento da atividade da enzima
catalase (CAT) no grupo Dexa, reducdo na atividade da enzima glutationa S-transferase
(GST) nos grupos Dexa e ZIKV e reducdo nos niveis de malondialdeido (MDA) apenas no
grupo Dexa. No epididimo, houve aumento na atividade da superéxido dismutase (SOD) e
nos niveis de 6xido nitrico (NO) e MDA no grupo ZIKV. O FRAP no soro reduziu apenas no
grupo ZIKV. Os resultados indicam que o ZIKV, 42 dpi, tem interferéncia direta nas células
dos tibulos seminiferos e espermatozoides, e causa estresse oxidativo e nitrosativo

epididimario.
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INTRODUCAO

As infeccdes virais estdo abrindo novos caminhos para a compreensido da interacao
direta dos virus com o sistema imunolégico celular (Weidner et al., 2013). Foi identificado
um grande ndmero de familias virais com potencial de prejudicar a fertilidade masculina e
que sdo transmitidos sexualmente, como o Zika virus (ZIKV) (Govero et al., 2016; Liu et al.,
2018). O ZIKV foi encontrado no s€émen de homens infectados e 0 RNA persistiu por mais
tempo no sémen do que no sangue, indicando que o sistema reprodutor masculino pode
auxiliar na replicacdo viral (Mansuy et al., 2016; Mead et al., 2018).

O ZIKV, pertencente a familia Flaviviridae, é transmitido por intermédio de
artrépodes a animais vertebrados, e tem os humanos como reservatério temporério (Enfissi et
al., 2016). A infec¢do pode causar sintomas como febre baixa, artralgia, mialgia, cefaleia, dor
abdominal, dor retro-orbitdria, erup¢des cutaneas e conjuntivite (Marano et al., 2016). O virus
pode ser transmitado pelo mosquito Aedes aegypti, transfusdo sanguinea, durante a gravidez
de mae para filho (vertical), ou por ato sexual (Masmejan et al., 2020). O ZIKV possui
tropismo pelos testiculos e epididimos, e o ambiente imunoprivilegiado que os testiculos
possuem faz com que o ZIKV persista caso haja a entrada nos tdbulos seminiferos e
estabeleca um reservatdrio viral (Musso et al., 2015; Govero et al., 2016; Ma et al., 2016).

Uma vez que o ZIKV infecta o trato genital masculino, as células de Sertoli,
espermatogOnias e espermadtides se toram alvos para a replicacdo (Govero et al., 2016). O
mecanismo usado pelo ZIKV para infectar uma célula depende da disponibilidade do receptor
da familia Ax] TAM (Tyro3, Axl e Mer), presente em células de Sertoli e de Leydig, sendo
menos expresso na ultima. As células de Sertoli sdo responsdveis por manter o ambiente
imunoprivilegiado do testiculo através da barreira hematotesticular, e suportam bem a
replicagdo viral, embora tenham a sua fisiologia modificada (Kumar et al., 2018; Lemke &
Rothlin, 2008). O ZIKV altera este ambiente por meio dos macréfagos infectados, com a
producdo de mediadores inflamatérios responsaveis pelo rompimento dessa barreira (Govero
et al., 2016; Siemann et al., 2017).

Neste contexto, avaliamos os efeitos da infec¢do por ZIKV 42 dias pés-infecgdo nos
testiculos e epididimos de camundongos Balb/c adultos infectados por via direta, € como esta

infeccdo afeta o funcionamento do sistema reprodutor masculino.
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MATERIAL E METODOS
Estoque e titulo viral

A cepa do virus Zika (ZIKV PE243) foi propagada utilizando-se células vero,
cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 suplementado com 2% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibidtico (Penicilina/Estreptomicina) em garrafas de 75
cm? a 28°C. O titulo viral foi determinado pelo método TCIDsy, (Median Tissue Culture
Infectious Dose) em placas de 96 pocos, sendo mantidas a 37°C e 5% CO, até atingirem cerca

de 80% de confluéncia. O titulo viral foi expresso em Unidades Formadoras de Placa por

mililitro (PFU/mL).

Grupos experimentais

O experimento seguiu as normas determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa, Brasil (protocolo 70/2019). Vinte e quatro camundongos
machos Balb/c adultos (36g; 60 dias de idade) foram divididos em 3 grupos experimentais
(n=8/grupo), sendo: Grupo Controle, Grupo Dexa (fosfato de dexametasona) e Grupo
infectado com ZIKV. Os animais de cada grupo foram alojados em gaiolas coletivas e
eutanasiados aos 42 dias pds-infeccao.

Os animais infectados receberam o fosfato de dexametasona (35mg/kg) 3 dias antes da
infeccdo, no 4° dia foram infectados via intraperitoneal (IP). Foram inoculados na regido
intraperitoneal 200ul de ZIKV na concentracdo de 1x10* PFU. Receberam o fosfato de
dexametasona por mais 9 dias pds infec¢do, a fim de reduzir a resposta imune do animal e
ocorrer a infec¢cdo. O grupo Controle recebeu o meio de cultura na regido intraperitoneal no 4°
dia para simular o estresse da infeccio e o grupo dexametasona recebeu apenas a

dexametasona e no dia da infec¢io receberam apenas meio de cultura.

Coleta do material biolégico

Os animais de cada grupo foram pesados em balanca de precisdao 0,01g (AS500,
Marte), anestesiados com tiopental (i.p., 30mg/kg) e eutanasiados por punc¢do cardiaca. O
sangue foi coletado e centrifugado a 4.119G por 15 minutos para obtenc¢do do soro, que foi
armazenado em microtubos e congelado a -80°C. Os testiculos foram retirados, dissecados e
pesados, sendo 6 testiculos direitos fixados em Karnovsky (glutaraldeido 4% e

paraformaldeido 4%, tampdo...pH) para andlises histolégicas e 6 testiculos esquerdos
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congelados em nitrogénio liquido e mantidos em ultrafreezer (-80°C) para andlises de estresse
oxidativo. Para a andlise de transito espermdtico, 4 testiculos e epididimos foram
armazenados a -20°C, e 5 epididimos foram utilizados para andlise de motilidade espermatica

e integridade de membrana.

Microscopia de luz

Fragmentos do testiculo foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol
(70, 80, 90 e 100%) e incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica). Sec¢des de
3um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo (RM 2255, Leica), respeitando-se
intervalos de 39 um entre os cortes, que foram corados com azul de toluidina - borato de
s6dio 1%. Imagens digitais foram obtidas em fotomicroscopio de campo claro (Olympus BX -
53, Tokyo, Japan) equipado com camera digital (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan) e a

morfometria foi realizada através do software Image J (National Institute of Health, USA).

Biometria corporal e testicular

Depois de fixado, o testiculo foi pesado, a albuginea retirada e pesada, descontando
seu peso do testiculo inteiro. Com o peso corporal e testicular foi calculado entdo o indice
gonadossomadtico (IGS), que representa o percentual de peso corporal alocado em gonadas, a

partir da férmula:

Peso total das gonadas
IGS (%) = x 100
Peso corporal

Através do peso do parénquima testicular (peso testicular — peso da albuginea) e do

peso corporal foi calculado o indice parenquimossomético (IPS) através da equagao:

Peso do parénquima dos dois testiculos
IPS (%) = Peso corporal x 100

Proporcao de tibulos seminiferos em formacao
Para a propor¢do de tibulos seminiferos em formagdo foram contabilizados 200
tubulos dos animais 15 dpi analisados, sendo os tubulos classificados da seguinte forma: com

lume e sem lume.
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Histomorfometria testicular

A propor¢do volumétrica dos componentes dos tubulos seminiferos foi calculada a
partir de uma grade com 266 intercessdes (pontos), em 10 campos aleatdrios, totalizando 2660
pontos por animal. Foram contabilizados pontos sobre a tinica propria, epitélio seminifero,
limen e intertibulo. Para calcular a propor¢ao volumétrica dos componentes testiculares foi
utilizada a seguinte férmula: Propor¢do volumétrica (%) = (NT / NTT) x 100, onde NT=
Registro do niimero de pontos contados sobre o componente € NTT= Nidmero de pontos totais
contados.

O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado considerando o percentual
ocupado por cada constituinte multiplicado pelo volume do parénquima testicular. Para o
didametro tubular médio, foram medidos, aleatoriamente, 20 tubulos seminiferos que
apresentavam forma mais circular possivel. Para a altura do epitélio seminifero, a mensuragdo
se deu pela distancia da tdnica prépria até o limen, em duas medidas diametralmente opostas,
utilizando-se as mesmas secgdes transversais usadas para medir o didmetro tubular.

Para os célculos das dreas tubular (ART), luminal (ARL) e epitelial (ARE) foram
utilizadas as seguintes equacdes: ART= T.RT? (RT= raio tubular); ARL= n.RL? (RL= raio
luminal); ArE = ArT — ArLU e a Relacdo T/E= ArT/ArE. O comprimento total dos tibulos
seminiferos, em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos
mesmos nos testiculos e do diametro tubular médio obtido para cada animal (Dorst &
Sajonski, 1974). O comprimento total de tubulo por grama de testiculo foi calculado a partir

da formula: CTT/g = Comprimento total de tibulos /Peso bruto dos testiculos (g).

Contagem das células no estadio 1

As células germinativas tais como espermatogonias do tipo A (A), espermatdcitos
priméarios em preleptoteno / leptoteno (PL / L), espermatdcitos primdrios em paquiteno (P),
espermatides arredondadas (RS) e as células de Sertoli (S), foram quantificadas em sec¢des
transversais de 20 tdbulos seminiferos no estddio I por animal. Foram medidos os didmetros
de 30 nucleos das células germinativas e de 30 nucléolos das células de Sertoli. Os resultados
foram corrigidos de acordo com as variagdes do tamanho das células e espessura do corte pela

seguinte féormula:
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espessura do corte

espessura do corte + Hlll(%): - (%):

N¢ corrigido = contagem obtida x

DM= diadmetro nuclear (nucleolar) médio.

Para avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das células de Sertoli, foram
estimadas razdes a partir dos nimeros corrigidos das células germinativas e de Sertoli (Dias et
al., 2019). As seguintes razdes foram utilizadas: coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais (PL/L:SGA); rendimento geral da espermatogénese (EAR: SGA); indice
meidtico (EAR:PAQ); indice de célula de Sertoli (EAR: SER); capacidade total de suporte da
célula de Sertoli (SGA + PL/L + PAQ + EAR:SER).

O numero de células de Sertoli foi estimado a partir do numero corrigido de nucléolos
de Sertoli por sec¢do transversal de tibulo seminifero no estddio I e do comprimento total de

tibulos seminiferos segundo a férmula:

NCS — CTS (um) x N2 corrigido de nucléolos de cel. de Sertoli por seccio transversal

Espessura do corte {um)
CTS= Comprimento total de tibulos seminiferos (um).
A partir desse cdlculo, foi estimado o nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo. A produgdo espermdtica didria (PED) foi calculada segundo AMANN e
ALMQUIST (1961), de acordo com a férmula:

PED = Volume de tibulo seminifero (um®) x Namero corrigido de espermatides arredondadas
/ Duragdo do ciclo do epitélio seminifero (dias) x Area da seccdo transversal do tibulo

seminifero no estadio 1 (pmz) x espessura do corte histologico (um).

Os valores por grama de testiculo foram estimados dividindo a PDE pelo peso

testicular.

Histopatologia testicular
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Foram utilizados 200 tibulos seminiferos analisados aleatoriamente, por animal. As
alteracdes patoldgicas existentes nos testiculos foram classificadas utilizando-se o score
descrito por Johnsen (1970), modificado para 8 niveis (Dias et al., 2019): Nivel 1- tibulos
integros, com células germinativas dispostas no seu sitio de localizacdo normal e poucos
vacuolos; Nivel 2- vactiolos na base do epitélio; Nivel 3- vactolos no dpice do epitélio; Nivel
4- vacuiolos na base e no dpice do epitélio; Nivel 5- células germinativas no interior do limen
e presenca de células em processo de degeneracdo; Nivel 6- epitélio apenas com células
basais; Nivel 7- epitélios apenas com células de Sertoli; Nivel 8- tdbulos seminiferos
desprovidos de células de Sertoli ou germinativas. Os niveis foram agrupados como: normais
(nivel 1), com patologias leves (niveis 2 e 3), com patologias moderadas (niveis 4 e 5) e com

patologias severas (niveis 6, 7 e 8).

Viabilidade das Células Germinativas

Para andlise da viabilidade das células germinativas, os cortes histologicos de 1pum
foram corados com laranja de acridina e iodeto de propidio. O laranja de acridina cora as
células vidveis em verde, o iodeto de propidio cora as células cuja integridade de membrana
foi perdida em vermelho, sendo essas células classificadas de acordo com a condensagdo e
fragmentacdo do nicleo e com a integridade de membrana (Giri & Roy, 2016). Para
classificar as células, os ndcleos corados em verde sao as células viaveis e os nucleos corados
de amarelo a vermelho indicam processo de morte celular. As imagens foram feitas em
fotomicroscopio de fluorescéncia EVOS fl (Life Technologies, Carlsbad, Canada) e

analisadas utilizando-se o software Image-Pro Plus.

Contagem de células no testiculo e epididimo

Foram contados os espermatozoides das regides cabega/corpo (C/C) e cauda (C) do
epididimo e as espermdtides presentes no testiculo que se mostraram resistentes a
homogeneizagdo. Os testiculos foram pesados, retirada a cdpsula albuginea e homogeneizados
em 5 mL de NaCl 0,9% (Triton X-100 a 0,05%) por 3 minutos. Posteriormente, foram diluido
5 vezes (1:5) na mesma solucio, transferidos para a cdmera de Neubauer, e as espermatides
resistentes foram contadas. Para o célculo da producdo espermdtica didria, o nimero de
espermatides por testiculo foi dividido por 4,84 (nimero de dias em que as espermétides
maduras estdo presentes no epitélio seminifero de camundongos) (Robb et al., 1978;

Fernandes et al., 2007). A cabega/corpo e cauda do epididimo foram homogeneizados, sendo
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200mg da cabega/corpo e 100 mg da cauda em 1 ml de solucdo de NaCl a 0,9% (Triton X-100
a 0,05%) por 3 minutos. Em seguida, o homogenato da cabeca/corpo foi diluido 2 vezes (1:2),
e o da cauda ndo passou por uma segunda dilui¢do. Para o cédlculo do tempo de transito em
cada regido epididimdria em dias, o ndmero total de espermatozoide de cada segmento foi

dividido pela producao espermadtica didria (Robb et al., 1978; Fernandes et al., 2007).

Analise espermatica

Para obten¢do dos espermatozoides, a regido da cauda do epididimo foi seccionada em
uma placa de Petri, utilizando uma lamina de barbear, em solucdo Tris-citrato-frutose. Em
seguida, 10 pLL foram usados para a avaliacio da motilidade onde foi calculada a proporcao
entre espermatozoides imédveis ou mdveis em 3 campos aleatorios.

Para andlise de integridade de membrana 10 pL. de amostra foram adicionados em uma
solucdo de diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI) (Harrison &
Vickers, 1990). Os espermatozoides foram classificados por possuirem membrana integra
(CFDA + / PI-) e membrana nao integra (CFDA-; PI +). Para a contagem foram analisados
200 espermatozoides, em microscopio de epifluorescéncia (610 nm, Olympus AX70 TREF,

Toéquio, Japao), em aumento de 400x.

Histomorfometria Intertubular

A proporcao volumétrica dos elementos do intertibulo foi estabelecida pela contagem
de 1000 pontos por animal, em imagens digitais do intertibulo obtidas dos preparados
histologicos. Foi langada sobre a imagem uma grade com 600 intercessdes (pontos), € 0s
pontos incidentes sobre os elementos do tecido conjuntivo, macrofagos, vasos linfaticos,
vasos sanguineos, nucleo e citoplasma de Leydig foram contabilizados. Para o célculo
utilizou-se a seguinte férmula: Proporcao volumétrica (%) = (% propor¢ao volumétrica de
intertubulo x % propor¢ao volumétrica do componente no intertibulo) / 100. O volume (mL)
dos componentes do intertibulo nos testiculos foi calculado pela equacdo: Volume = % do
elemento nos testiculos x PPT / 100, onde: PPT= peso do parénquima testicular.

Para o cdlculo do diametro nuclear da célula de Leydig foram medidos 30 nicleos
esféricos, com nucléolo e cromatina perinuclear bem definidos. Foram entdo calculados os
volumes (um3) nuclear (VNL), citoplasmético (VCL) e de cada célula de Leydig (VL) através
das seguintes equacdes: VNL = 4/3 nR’, onde R= Raio nuclear; VCL=% de citoplasma x
VNL/% de nicleo, VCL= VNL + VCL.
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O volume ocupado pelas células de Leydig por testiculo (VLT) foi calculado pela
seguinte equagdo: VLT (uL) = Propor¢do volumétrica da célula de Leydig no parénquima
testicular x Peso do parénquima testicular (PPT) / 100. O volume das células de Leydig por
grama de testiculo (VL/gT) foi obtido pela equagdo: (VL/gT) = volume ocupado pela célula
de Leydig por testiculo (VLT)/ peso bruto dos testiculos (PT). Os nimeros de células de
Leydig por testiculo (NLT) e por grama de testiculo (NLg/T) foram calculados pelas
férmulas: NLT=VLT (um®) / VL(um®) e NLg/T = NLT / PT.

O 1indice Leydigossomdtico (ILS), que determina o percentual de massa corporal
alocado em células de Leydig, foi calculado utilizando férmula: ILS=volume que as células

de Leydig ocupam nos testiculos / PC x 100, onde PC=peso corporal.

Estresse Oxidativo

Os testiculos foram homogeneizados em uma solucdo tampao fosfato de potdssio -
molaridade (pH 7,4), na concentracdo de 100mg/1000uL, e centrifugados a 13,8 x g, 4°C, por
10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para dosagem de 6xido nitrico (NO), malondialdeido
(MDA), niveis de proteina total e de enzimas antioxidantes testiculares: catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST). Os dados bioquimicos foram
normalizados em relacdo aos niveis de proteina total no sobrenadante. Todas as atividades
enzimaticas foram determinadas em duplicata usando um espectrofotometro (UV-Mini 1240,
Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A atividade de catalase (CAT) foi avaliada de acordo com o método descrito por Aebi
(1984). A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada nos sobrenadantes
conforme o método descrito por Siddiqui et al. (2005) e da glutationa S-transferase (GST)
pela formacdo conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Habig et al., 1974). Os
niveis de malondialdeido (MDA), que € o produto da peroxidagdo lipidica, foram
determinados utilizando-se a solucdo TBARS (4cido tricloroacético 15% / dcido tiobarbitirico
0,375% / acido cloridrico 0,25M). Os niveis totais de MDA em cada amostra foram
determinados de acordo com Gutteridge e Halliwell (1990). A concentragdo do 6xido nitrico
(NO) foi determinada indiretamente através do teor de nitrito/nitrato pela reagdo de Griess
(Ricart-Jané et al., 2002). A proteina total foi mensurada utilizando albumina do soro bovino
como curva padrao (Lowry et al., 1951), e utilizada para homogeneizacdo dos dados de

estresse oxidativo.
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Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)
A capacidade antioxidante total foi estimada de acordo com a capacidade redutora
férrica do plasma (FRAP) com o método descrito por Benzie & Strain (1996) usando TPTZ

(2,4,6-Tris(2-piridil) -s-triazina) como substrato.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de ShapiroWilk
e em seguida feita andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-
Keuls. Foi utilizado o software STATISTICA for WINDOWS 3.11, sendo o nivel de
significancia considerado de p < 0,05. Todos os resultados foram expressos em média +

desvio padrao da média.

RESULTADOS

Biometria corporal e testicular
Nao houve diferengas significativas comparado com o grupo controle em qualquer
parametro biométrico, corporal e testicular.

Tabela 1. Parametros biométricos, corporal e testicular, de camundongos Balb/c infectados com Zika

virus (ZIKV).

Controle Dexa ZIKV
PC (g) 35,26 + 1,66 3729+246" 39,49 + 3,04
PT(g) 0,18+0,01* 0,14 +0,05° 0,22 +0,03"
PA (g) 0,03 +0,02° 0,01 £0,01° 0,01 £0,003°
PP (g) 0,15 +0,02° 0,13 +0,04° 0,21 +0,03"
IGS (%) 0,51 £0,03° 0,37 +0,10° 0,56 +0,05°
IPS (%) 0,48 +0,04° 0,34 +0,10° 0,48 +0,08*

PC — Peso corporal; PT — Peso testicular; PA — Peso da albuginea; PP — Peso do parénquima testicular; IGS —
Indice gonadossomético; IPS — Indice parenquimossomético; Dexa - dexametasona. Dados expressos como
médiatDP. Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student

Newman Keuls).
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Histomorfometria testicular
A microestrutura testicular pode ser observada na Figura 1. O percentual de epitélio
diminuiu no grupo ZIKV, enquanto o percentual de tinica prépria aumentou em todos os

grupos, sendo todos os valores comparados com o grupo Controle (Tabela 2).

Controle Dexa

Figura 1: Fotomicrografia do parénquima testicular dos grupos Controle, Dexa (dexametasona) e ZIKV (Zika
virus). L- Lume; Ep- Epitélio seminifero; I- Intertibulo; TP- Tunica prépria. Corte de 3 um corados com Azul de

toluidina. Barra: 50um

Tabela 2. Propor¢do dos componentes tubulares e indices tubulossomadtico e epiteliossomatico, de

camundongos Balb/c infectados com Zika virus (ZIKV).

Controle Dexa ZIKV
Tibulo seminifero (%) 90,16 + 2,33* 89,56 + 1,90* 88,80 +0,92*
Epitélio seminifero (%) 69,70 + 1,22* 66,66 + 1,24* 64,83 +3,26°
Tinica prépria (%) 7,25 +0,71° 9,01 +0,53"° 10,71 + 1,08"
Lume (%) 13,21 +1,73° 13,89 +0,55° 13,26 +1,59°

Dados expressos como média+DP. Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente

entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Na morfometria de tibulo seminifero, o comprimento de tdbulo por testiculo

aumentou no grupo ZIKV quando comparado com o grupo Controle (Tabela 3).



Tabela 3. Morfometria de tibulo seminifero de camundongos Balb/c infectados com ZIKV.

Tuabulo seminifero Controle Dexa ZIKV
Diametro (um) 187,30 £ 11,37 183,19+7,18" 186,07 £20,42°
Altura do Epitélio (um) 57,71 £2,27° 55,80 +2,31° 54,21 +5,36°
Didmetro Luminal (um) 71,88 £7,42° 71,58 £6,72° 77,66 £9,90°
CTT/t (m) 4,36 £2,32° 4,40 £0,74* 7,10+ 1,33°
CTT/gT (m/g) 23,88 +12,65° 32,63 +5,13" 32,35+641°
rendo b gy 0 s e
endotame a0y POl s
Area do epitélio 2352995 + 22393,55 + 2259091 +
(um*x10%) 2574,25* 2985.47" 4154,61°
RTE ¢ 1,17 +0,02° 1,18 £0,01° 1,21 £0,02°

CTS/t- Comprimento total de tibulo seminifero; CTS/g- Comprimento total de tibulo seminifero por grama de

testiculo e RET — Relagdo tdbulo/Epitélio. Dados expressos como médiaxDP. Letras diferentes, entre

tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Contagem das células no estadio 1
O ndmero de células de Sertoli por grama de testiculo aumentou no grupo Dexa. A
producdo espermdtica didria por testiculo diminuiu no grupo ZIKV e a producdo espermatica

diaria por grama de testiculo foi maior apenas no grupo Dexa (Tabela 4).
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Tabela 4. Niumero corrigido de células no estadio I do ciclo do epitélio seminifero, razdes entre os

tipos celulares, nimero de células de Sertoli e producdo espermética didria, de camundongos Balb/c

infectados com Zika virus (ZIKV).

Controle Dexa ZIKV
Espermatogonia 2,17 £0,36* 1,68 £0,36* 1,85 +0,16*
Pré-leptiteno/leptéteno 25,71 +1,96* 26,31 +4,24* 23,47 +2,82°
Paquiteno 30,80 +3,02* 29,59 +3,78* 27,09 +4,12*
ﬁ{;‘;‘)ﬁg‘;g 74,16 +6,27° 69,18 + 8,43 63,55+ 5,55°
Célula de Sertoli 558 +0,28° 5,81 £0,96* 544 +0,48"°
Indice Mitético 12,16 £2,16* 16,03 £2,32° 12,80 + 1,24°
Indice Meiético 2,41 £0,09° 2,34 +0,22° 2,36+0,21°
ICS 13,42 £1,13* 12,00 + 1,59* 11,73 +0,93°
SER/Ts 584 £0,55° 6,22 +1,99* 541+0,81°
SER/gt 32,07 + 1,45* 45,16 +3,90° 25,23 +5,86"
CSS 24,02 + 1,94* 21,95 +2,22" 21,37 +1,26*
RGE 35,04 +6,77" 42,61 +9,28* 34,99 +5,47*
PDE/t 4,11x10° £ 6,98x10™  5,03x10° + 1,21x10°*  2,50x10° + 8,97x10°"
PDE/gt 2,26x10" +3,45x10®  3,99x10"+1,97x10™  1,18x10” + 6,15x10*

ICS — Indice de célula de Sertoli; SER/t — Numero de célula de Sertoli por testiculo; SER/gt — Nimero de célula de Sertoli
por grama e testiculo; CSS — Capacidade de suporte de Sertoli; RGE — Rendimento geral da espermatogénese; PDE/t —
Producdo espermadtica didria por testiculo; PDE/gt — Produg@o espermadtica didria por grama de testiculo. Dados expressos
como médiatDP. Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student

Newman Keuls).
Histopatologia testicular

Houve aumento de patologias leves no grupo ZIKV quando comparados ao grupo

Controle (Figura 2).
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Figura 2: Propor¢do de tibulos seminiferos patolégicos de camundongos Balb/c infectados com Zika virus

(ZIKV).
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Viabilidade das Células Germinativas

Houve aumento de dano celular inicial e morte celular no grupo ZIKV, quando

comparados ao grupo controle (Figura 3).
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Figura 3: (A) Propor¢do de células com danos iniciais; (B) Propor¢ao de células em morte celular; (C) Corte
histol6gico de 1 um do testiculo de camundongos Balb/c infectados ZIKV. GFP - filtro 488 nm; RFP —580 nm;
Sobreposi¢do - imagens de sobreposicdo; Sobreposi¢do '- imagem mesclada ampliada. Ep - epitélio; L —
Iimen; — - Nucleos verdes - células vidveis; * -Nucleos amarelos - processo de morte celular precoce. Letras

diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls). Barra: 50um

Histomorfometria Intertubular

A microestrutura e composicao do intertiibulo podem ser observadas na Figura 4. Nao

houve alteracdes significativas na propor¢ao dos componentes do intertibulo nos grupos em

comparacdo ao grupo Controle (Tabela 5).



Controle

Figura 4: Fotomicrografia da estrutura e composi¢éo intertubular dos grupos Controle, Dexa (dexametasona) e

ZIKV (Zika virus). NL- Nucleo de Célula de Leydig; CL- Citoplasma de Célula de Leydig; VS- Vaso sanguineo;

Dexa

EP-Epitélio seminifero. Corte de 3 um corados com Azul de toluidina. Barra: 10um

Tabela 5. Proporcido dos componentes do intertibulo de camundongos Balb/c infectados com Zika

virus (ZIKV).
Controle Dexa ZIKV
Intertibulo (%) 9,84 +£2,33° 10,44 +1,90° 11,80 £ 1,26 °
Vaso sanguineo (%) 0,97 +£0,77° 0,62 +0,46" 0,91 +0,46"
Espaco Linfatico (%) 1,00 +0,81° 1,00 £ 0,68° 1,00 +£0,77°
Niicleo de Leydig (%) 1,00 +043* 0,14 +0,44° 1,28 +0,31°
Citoplasma de Leydig (%) 6,51 +£1,83* 7,43 +£0,88" 8,30+1,53"
Leydig (%) 752+221° 857+126°  9,58+175°
Conjuntivo (%) 0,34 +0,19° 0,21 +0,07° 0,27 +0,08*°
Macréfago (%) 0,02+0,01" 0,04 £0,02° 0,03 +0,02°

Dados expressos como média+DP. Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente

entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Nao houve alteracdes nos parametros morfométricos e estereoldgicos das células de
Leydig, diametro nuclear e volume do nicleo de Leydig quando comparado com o grupo

controle (Tabela 6).
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Tabela 6: Pardmetros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig de camundongos Balb/c
infectados com Zika virus (ZIKV).

Célula de Leydig

Controle

Dexa

ZIKV

Diametro Nuclear (um”)

Volume do Niicleo (um”)
Volume do citoplasma
(pm’)

Volume da célula (um’)
Volume / t (x10°)
Volume / gt (x10°)
Niimero / t (x10°)
Nimero / gt (x10%

Indice Leydigossomatico
(%)

6,47 +£0,15"
142,19 £10,14*
962,02 +178,98°

110421 +177,35°
0,013 +0,004°
0,07 +0,02°
1,20x107+6, 33x10%

6,47x107+2,89x10"

0,04+ 0,01°

6,42 +0,17°
138,70 £ 10,75 °
983,23 £313,79°

1121,93 +324,54°
0,012 + 0,006 "
0,08 +0,01°
1,24x10"+1,02x10™

7,97x107+3,70x10™

0,03 £0,01°

6,47 +0,25°
142,36 £ 15,91°
940,78 +£192,56°

1083,14 + 198,74°
0,020 + 0,003 *
0,09 £0,02°
1,92x10+4,65x10%

8,95x107+2,67x10"

0,05 +0,01*

Dados expressos como média+DP. Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente
entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).
Testosterona

Os niveis de testosterona apresentaram dentro da normalidade quando comparado com
o grupo Controle (Figura 5).
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Figura 5: Concentracdo de testosterona sérica de camundongos Balb/c infectados com Zika virus (ZIKV).

Contagem de células no testiculo e epididimo

O numero de espermdtides por testiculo diminuiu nos grupos experimentais quando
comparados ao controle, porém o grupo Dexa aumentou o nimero de espermatozoide por

grama de testiculo. A produgdo espermatica didria por testiculo e por grama de testiculo



138

diminuiu no grupo ZIKV. O ndmero de espermatozoides no corpo e na cauda do epididimo,
por grama do 6rgdo, também diminuiu no grupo ZIKV, e o tempo de transito no corpo e
cauda aumentou no grupo ZIKV. O nimero de espermatozoides na cauda, por epididimo e

por grama de epididimo, diminuiu em todos os grupos quando comparado com o grupo

controle, sendo que o tempo de transito na cauda diminuiu apenas no grupo Dexa (Tabela 7).

Tabela 7: Parimetros de contagem de células no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c

infectados com Zika virus (ZIKV).

Controle Dexa ZIKV
Niimero de espermatide /t 9,81 + 0,04 6,46 +1,58° 2,26 +0,40"
Niumero de espermatide /gt 28,31 £2,04° 90,45 + 14,98" 27,63 £7,49°
PED/t 1,73 +£0,52° 1,33 £0,33* 0,47 +0,08"
PED /gt 1725£532% 13,60 +2,04° 3,84 +0,55"
Numero de espermatozoide 3,79 £1,83° 3,73 +£2,10° 1,96 +0,59*
CC/Org
Numero de espermatozoide 53 75, 31550 13542+ 64.84° 54,17+ 13,77
CC/gOrg
Tempo de transito CC (Dias) 2,11 +£0,54° 2,77 +1,33"° 421+1,01°
Numero de espermatozoide 517, | 45a 2,24+0,19" 1,34 £0,28"
C/Org
Numero de espermatozoide )75 3, 6079° 166,67 +37,44° 71,67+ 19,09
na C/gOrg
Tempo de transito C (dias) 3,06 +0,55* 1,74 +0,40° 2,87 +£0,39°

PED: producdo espermadtica didria. CC: cabega e corpo do epididimo. C:Cauda do epididimo. Dados expressos

como média+xDP. N = 4 machos/grupo. Letras diferentes, entre tratamentos, diferem significativamente entre si

(p<0,05) (Student Newman Keuls).

Motilidade e integridade de membrana do espermatozoide

O grupo ZIKV apresentou redugdo na motilidade espermadtica e na propor¢ao de

espermatozoides com membranas integras (Figura 6).
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Figura 6: Motilidade espermatica (A); Integridade de membrana espermatica (B); (C) Membrana acrossémica
marcada com diacetato de carboxifluoresceina (CFDA, Verde), o espermatozoide ndo intacto marcado na
cabega com iodeto de propidio (P, Vermelho). Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente

entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls). Barra= 20 um.

Estresse Oxidativo do testiculo e epididimo

No testiculo, a atividade da CAT aumentou no grupo Dexa, enquanto a atividade de
GST diminuiu nos grupos Dexa e ZIKV, e o MDA reduziu no grupo Dexa. No epididimo,
houve aumento da SOD e também aumento nos niveis de NO e MDA no grupo ZIKV (Figura

7).



140

Testiculo Epididimo

>
e

64 31 b
—_ - a
= =
= = a
= a s
=1
£ g |'==
=2 — =
a2 =)
o =]
@n 7]
0 T T T 0 T T T
Controle Dexa ZIKV Controle Dexa ZIKV

=
L

2.04 15
z £
T 18 - a
I3 £ 0.104
: o s E 5 -
s 1.0 o0
: —
2 == = 005
£ 05 s a =
@)
0 — = o i
’ Con'trole De'xa ZIkV - Con{role De'xa zu'(v

@)
==

301 25+ a
& 2 Eazo- [
E | =3 b b £ a
= = 15 a
e S
£ £
3 7 s
A R
0 0 . : r
Controle Dexa ZIKV Controle Dexa ZIKv
30+ 40+
b
s
30-
= 20 a = a
P = 2 W, B =
] % ) a
“ 104 z ——
==
r : : 0 r . r
Controle Dexa ZIKV Controle Dexa ZIKV
- 84 ~ 40
= = b
8 a B —_—
E 64 a 2 304
: =
o & 20 ——
= =
S 5 S
< <
a a a a
= 0 T : r = T ’ r
Controle Dexa ZIKV Controle Dexa ZIKV

Figura 7: Avaliacdo do estresse oxidativo e nitrosativo no testiculo e epididimo de camundongos Balb/c
infectados com ZIKV, 42 dias p6s infec¢do. Atividade das enzimas antioxidantes no testiculo e epididimo: A e F
- Superdxido dismutase (SOD); B e G - Catalase (CAT); C e H - Glutationa (GTS). Concentragdes de D e I -
oxido nitrico (ON) e J - malondialdeido (MDA). Letras diferentes entre tratamentos e controle diferem

significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).
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Determinacio da capacidade antioxidante total (FRAP)

Houve reduc¢do na capacidade antioxidante total no grupo ZIKV (Figura 8).
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Figura 8: Capacidade antioxidante total do soro de camundongos BALB/c infectados Zika virus (ZIKV). Letras

diferentes entre tratamentos e controle diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls)

DISCUSSAO

Estudos anteriores mostraram que a presenca do ZIKV no testiculo e epididimo causa
danos nesses Orgdos com alteragdes na sua microarquitetura e prejuizos para a produgdo
espermdtica (Govero et al., 2016; Ma et al., 2016). Neste estudo mostramos como o ZIKV,
depois de 42 dias pds-infeccdo (dpi), altera a espermatogénese de camundongos Balb/c
adultos, reduzindo a produgdo espermdtica, o transito espermatico epididiméario, com quadro
de estresse nitrosativo e oxidativo no epididimo, bem como altera¢cdes morfofisiolégicas nos
espermatozoides.

Embora os estudos com o ZIKV mostrem redu¢@o no peso testicular aos 14 e 21 dpi
(Govero et al., 2016), neste estudo ndo se observaram alteracdes nos pesos testicular,
parenquimal e albuginico ou no indice gonadossomatico (IGS), provavelmente por ter sido
analisado aos 42 dpi, com recuperagdo desses parametros. Com relacdo aos parametros
histomorfométricos, houve queda na porcentagem de epitélio seminifero nos grupos Dexa e
ZIKV. Silva (2020) também observou queda no percentual de epitélio em animais infectados
por ZIKV e analisados 42 dpi. O aumento de tunica prépria, observado nos grupos ZIKV e
Dexa, pode estar associado a producdo excessiva de fibras coldgenas estimuladas pela
decorina ligada a fibrilogénese de testiculos inférteis (Bhide et al., 2005; Orgel et al., 2009;
Adam et al., 2011). Embora ndo tenham existido alteracdes estatisticamente significativas na
area e no diametro tubulares, a reducdo nos valores desses parametros refletiu no aumento do
comprimento de tdbulo seminifero por testiculo no grupo ZIKV, como uma forma de
compensac¢do na tentativa de manter a producao espermatica. No entanto as mortes celulares

causa reducdo na produgdo espermatica, mesmo com o aumento do comprimento do tibulo.
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Devido as alteracdes funcionais ocasionadas pela infec¢do, a producdo espermadtica
por testiculo foi reduzida no grupo ZIKV. Essa reducdo provavelmente deve-se ao fato do
ZIKV induzir autofagia seguida de apoptose para promover a replicacdo viral na célula
hospedeira e assim, poder se dissipar (Hamel et al., 2015). As espermatogdnias,
espermatdcitos primdrios e células de Sertoli sdo alvos na infec¢do por ZIKV (Govero et al.,
2016). Como consequéncia, a viabilidade celular das células germinativas dos animais
infectados com ZIKV ficou comprometida. As células mais afetadas foram as basais, com
danos iniciais a0 DNA, marcadas em amarelo pela técnica de laranja de acridina e iodeto de
propidio. Alteragdes histopatolégicas no epitélio seminifero de nivel leve nos grupos ZIKV,
com a presenca de vaciolos na base e no dpice do epitélio seminifero, indicando possivel
perda da barreira hematotesticular das células de Sertoli, ocasionando na descamacgdo das
células do epitélio para o lume tubular (Lanning et al., 2002).

A regido do intertibulo e os niveis de testosterona ndo foram alterados nos animais
analisados em 42 dpi, embora estudos tenham comprovado que os animais infectados com
ZIKV tiveram queda na producdo da testosterona (14 e 21 dpi), sugerindo também que as
células de Leydig sdo capazes de suportar a replicacdo e podem servir como um tipo de
reservatorio para o virus (Govero et al., 2016; Uraki et al., 2017). Neste estudo, os animais
analisados em 42 dpi, ndo mostraram alteracdo da testosterona, indicando que a producao
hormonal pode ter diminuido, mas o organismo conseguiu reverter esta queda, voltando ao
normal. Govero et al., (2016) observaram que as células de Leydig sdo modificadas e todo o
seu funcionamento € alterado devido ao processo inflamatorio viral.

Para confirmar a queda da producdo espermdtica, a contagem de espermaétides e
espermatozoides resistentes se torna importante. Nos grupos Dexa e ZIKV houve queda na
contagem de espermdtide por testiculo, sendo a producdo espermdtica didria afetada,
reduzindo no grupo ZIKV. Os espermatozoides t€ém a viabilidade reduzida quando estdao
armazenados hd muito tempo no epididimo, sendo a cabeca e o corpo do epididimo
responsaveis pela maturacdo dos espermatozoides. Assim, quando o tempo de transito nestas
regides aumenta, pode haver nimero menor de espermatozoides presentes, fazendo com que a
movimentacdo ndo seja eficaz e a eficiéncia do transporte seja reduzida (Johnson & Varner,
1988). O nimero de espermatozoides no corpo e na cauda do epididimo no grupo ZIKV,
embora ndo tenha sido significativo estatisticamente, sofreu redu¢do em valor, mostrando uma
tendéncia para alteracdo em decorréncia do aumento no tempo de transito epididimdrio.

Somente o grupo ZIKV apresentou atraso no tempo de transito nestas regides do orgao.
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Consequentemente, notou-se nimero reduzido de espermatozoides na regido da cauda do
epididimo nesse grupo, também observado no grupo Dexa, em que o tempo de transito foi
menor nesta regido. Sendo o tempo de transito dos espermatozoides pelo epididimo acelerado
ou retardado, os parametros espermaticos sao afetados (Fernandez et al., 2008).

Nao apenas o ndmero de espermatozoides foi reduzido no epididimo, mas também a
motilidade espermética no grupo ZIKV. As doencgas virais sdo responsdveis por causar a
injuria celular com producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Ivanov et al.,
2017). Em condi¢des normais, as EROs sdo produzidas pelo metabolismo celular, mas
quando se encontram em altos niveis, o quadro de estresse oxidativo ocorre, fazendo com que
haja desequilibrio entre os oxidantes e os agentes antioxidantes (Valko et al., 2007). Os
espermatozoides sdo vulnerdveis ao estresse oxidativo e, por ndo possuirem um sistema de
reparo, sdo incapazes de restaurar os danos causados (Kurkowska et al., 2020). Neste trabalho
os niveis elevados de MDA no epididimo, indicador de peroxidacgao lipidica (Janero, 1990),
confirmam que o estresse oxidativo ocorreu no grupo ZIKV. Existe uma correlagdo negativa
entre a motilidade espermatica e niveis elevados de MDA, pois € capaz de tornar os
espermatozoides disfuncionais, por alteracdes na membrana (Subramanian et al., 2018). Outra
alteracdo importante observada neste trabalho foi a reducdo de espermatozoides com
membranas integras no grupo ZIKV. Ainda de acordo Subramanian et al. (2018), a perda da
integridade da membrana pode ser desencadeada pela peroxidacao lipidica, com o aumento da
permeabilidade celular, desativacdo de enzimas, deterioracdo estrutural do DNA e morte
celular.

A reducdo da motilidade espermdtica também pode ser devida a acdo do H,O,, que
danifica o DNA mitocondrial e a producdo de ATP diminui, sendo o mecanismo de
motilidade afetado (Morielli & O’Flaherty, 2015). A SOD, que aumentou no epididimo do
grupo ZIKV, € responsavel por catalisar o radical superéxido (O,) em perdxido de hidrogénio
(H,0,), mas o H,O, é capaz de atravessar as membranas celulares com facilidade, tornando-se
prejudicial por gerar o radical hidroxila (OH"). A CAT € encarregada de decompor o HO, em
uma molécula de dgua e uma de oxigénio (Barreiros et al., 2006), porém ela ndo foi alterada
no presente trabalho. O NO elevado do grupo ZIKV no epididimo também contribuiu para a
ocorréncia do estresse, pois em niveis elevados é potencialmente toxico e promove o estresse
nitrosativo (Dusse et al., 2003)

No testiculo o perfil das enzimas antioxidantes foi diferente. O aumento da CAT no

grupo Dexa mostrou que houve aumento de sua atividade para neutralizar os efeitos dos
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radicais produzidos, comprovando sua eficdcia com os niveis de MDA reduzidos. A GST que
€ responsavel pelo inicio da desintoxicacdo de agentes com potencial alquilante (Habig et al.,
1974; Barreiros et al., 2006) ficou reduzida nos grupos Dexa e ZIKV, indicando que houve
exaustdo e que este sistema de defesa foi eficiente em 42 dpi, sendo que o nivel de MDA
também nao alterou no grupo ZIKV, como no grupo Dexa.

A infeccdo pelo ZIKV causou alteragdes enzimaticas nos testiculos e epididimos como
visto anteriormente, mas a interferéncia do virus nao foi apenas nestes 6rgaos, pois de acordo
com a redu¢do do FRAP, que é o indicativo da quantidade total de antioxidante ndo
enzimatico circulante no soro (Samudi et al., 2009), mostrou que o ZIKV interferiu de forma

sistémica.

CONCLUSOES

Concluimos que o ZIKV 42 dpi tem interferéncia direta nas células dos tibulos
seminiferos, reduz o epitélio, compromete a microarquitetura testicular, bem como a producao
espermatica. Os espermatozoides tém a motilidade e a integridade de membrana afetada pelo
aumento dos niveis de MDA e NO, no epididimo, gerados pelo quadro de estresse oxidativo

epididimario.
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CONCLUSAO GERAL

Concluimos que 0 MAYV e o ZIKV causam danos semelhantes ao sistema reprodutor
masculino, com o atraso do desenvolvimento dos tdbulos seminiferos, aumento de
histopatologias tubulares e consequente queda na producdo espermdtica. No entanto, o
MAYYV parece ter efeito maior nas células de Leydig e apenas o ZIKV foi capaz de aumentar
o tempo de transito epididimdrio. Pode-se dizer que o efeito causado pelo MAYV na
espermatogénese foi de forma indireta, através das alteracdes das células de Leydig, enquanto

o ZIKYV interferiu diretamente nas células do tibulo seminifero.
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