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RESUMO 

O vírus da Zika (ZIKV), pertencente à família flaviviridae, é transmitido 

principalmente pela picada do mosquito Aedes aegypt. O ZIKV causa uma infecção 

que, na maioria vezes é assintomática ou apresenta sintomas leves; entretanto, a 

infecção de gestantes resulta em casos de microcefalia na prole. Recentemente, 

nosso grupo demonstrou que murinos nascidos de mães infectadas durante a 

gestação apresentam redução volumétrica do túbulo seminífero, acompanhado do 

aumento do índice de células germinativas apoptóticas e decréscimo do índice 

meiótico e da eficiência de células de Sertoli. Neste contexto, o presente estudo 

objetivou investigar a presença de proteínas virais e detalhar as causas das alterações 

testiculares em camundongos nascidos de mães infectadas por ZIKV durante a 

gestação. Foram criados dois grupos experimentais em que camundongas gestantes 

(no dia 5,5 pós-coito) foram exposts a PBS e a carga viral de ZIKV (106 Unidades 

Formadoras de Placa). Doze semanas após o nascimento da prole, foram 

investigadas as proteínas virais nas gônadas e realizadas análises biométricas, 

testiculares, hormonais e nos gametas. Interessantemente, a prole exposta ao ZIKV 

apresentou a proteína NS1 em diferentes células testiculares (principalmente em 

células de Leydig, células de Sertoli e germinativas). A prole infectada apresentou 

menor peso testicular e índice anogenital, o que é condizente com a drástica redução 

da via esteroidogência testicular, comprometendo a concentração plasmática e 

intratesticular de testosterona. Além disso, podemos mencionar a falha na sinalização 

das células de Leydig com células de Sertoli e com macrófagos. Observamos falhas 

na fase de diferenciação espermática (que é altamente depende de andrógenos), e, 

como consequência, identificamos defeitos de cabeça, falhas de protaminação, maior 

fragmentação do DNA e mudanças das propriedades dielétricas dos 

espermatozoides. No presente estudo, ainda demonstramos que as propriedades 

dielétricas do espermatozoide, associadas com modelagem de inteligência artificial, 

são promissoras para o estabelecimento de um teste rápido diagnóstico de alterações 

espermáticas decorrentes de infecção viral. Os resultados obtidos trazem um 

importante alerta para potenciais problemas de fertilidade em indivíduos que tenham 

nascidos de mães infectadas por ZIKV durante a gestação. 

Palavras-chave: Flavivirideae; Prole; Testículo; Espermatozoide; Testosterona; 

Reprodução Assistida. 



ABSTRACT 

Zika virus (ZIKV), belonging to the Flaviviridae family, is transmitted primarily by the 

bite of the Aedes aegypt mosquito. ZIKV causes an infection that is primarily 

asymptomatic or presents mild symptoms; however, infection of pregnant women 

results in cases of microcephaly in the offspring. Recently, our research group 

demonstrated that murine infants born from mothers infected during pregnancy present 

substantial testicular alterations. In this context, the present study aimed to investigate 

the presence of viral proteins and detail the causes of testicular alterations in mice born 

from mothers infected with ZIKV during gestation. Two experimental groups were 

created in which pregnant mice (at day 5.5 post-coitus) were exposed to PBS and ZIKV 

viral load (106 Plaque Forming Units). Twelve weeks after the offspring were born, viral 

proteins were investigated in the gonads, and biometric, testicular, hormonal, and 

gamete analyses were performed. Interestingly, ZIKV-exposed offspring showed NS1 

protein in different testicular cells (mainly Leydig cells, Sertoli cells, and germ cells). 

The infected offspring showed lower testicular weight and anogenital index, consistent 

with the drastic reduction of the testicular steroidogenic pathway, compromising 

plasma and intratesticular testosterone production. In addition, we can mention the 

failure in the signaling of Leydig cells with Sertoli cells and macrophages. We observed 

defeats in the sperm differentiation phase (which is highly androgen-dependent), and 

as a consequence, we identified head defects, protamination failures, DNA 

fragmentation, and changes in the dielectric properties of spermatozoa. In the present 

study, we further demonstrate those sperm dielectric properties associated with 

artificial intelligence modeling are promising for establishing a rapid diagnostic test for 

sperm changes due to viral infection. The results obtained provide an essential warning 

of potential fertility problems in individuals born to ZIKV-infected mothers during 

pregnancy. 

 

Keywords: Flavivirideae; Progeny; Testis; Sperm; Testosterone; Assisted 

Reproduction. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Zika Vírus 

O vírus da Zika (ZIKV) pertence à família flaviviridae e possui RNA de cadeia 

positiva (Song et al. 2017). Esse vírus foi isolado pela primeira vez no ano de 

1947 em macacos rhesus (Macaca mulata). Em 1948, foi encontrado no 

mosquito Aedes africanus na Uganda, sugerindo uma possível forma de 

transmissão (Dick, Kitchen, and Haddow 1952). No início de 2015, o ZIKV foi 

reportado pela primeira vez na região Nordeste brasileiro (Campos, Bandeira, 

and Sardi 2015; Zanluca et al. 2015) e, no fim do mesmo ano, outros estados 

também já haviam sido atingidos (Gulland 2016b, 2016a; Pan American Health 

Organisation 2015). No início de 2016, foi classificado como emergência global 

de saúde pública (Gulland 2016b). No Brasil, as infecções por ZIKV no ano de 

2020 somaram cerca de 7.120 casos, com uma maior prevalência no Nordeste, 

onde quase 50% dos casos no país se concentraram na Bahia 

(CGARB/DEIDT/SVS; CGLAB/DAEVS/SVS, 2020), enquanto já foram 

contabilizados mais de 6 mil casos no ano de 2021 (CGARB/DEIDT/SVS; 

CGLAB/DAEVS/SVS, 2021). 

Assim como a Dengue e a Chikungunya, o ZIKV é transmitido pelo mosquito 

Aedes aegypt (Dégallier et al. 2000; Hayes 2009; Marchette, Garcia, and Rudnick 

1969; Musso and Gubler 2016) e, na maioria dos casos, os pacientes são 

assintomáticos (Duffy et al. 2009) ou apresentam apenas sintomas brandos 

como erupção cutânea, febre e dor de cabeça, por volta de 5 a 7 dias depois da 

infecção viral (Cerbino-neto et al. 2016; Lazear et al. 2016). Em gestantes, 

associam-se graves problemas no desenvolvimento fetal, tais como morte, 

insuficiência placentária, restrição do crescimento e lesões no sistema nervoso 

central, incluindo microcefalia. Essa última condição ocorre em cerca de 6% dos 

casos de ZIKV congênita (Gogia and Kakar 2016; Hoen et al. 2018; Mlakar et al. 

2016; Musso, Ko, and Baud 2019). 

Além de transmissão vetorial e transversal, o ZIKV também pode ser 

transmitido via perinatal (Besnard et al. 2014), por transfusão sanguínea (Musso 

et al. 2014) ou por contato sexual (Foy et al. 2011; McCarthy 2016; Musso et al. 

2015). O vírus utiliza os receptores DC-SIGN, AXL, Tyro3, TIM-1, da família dos 
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receptores de fosfatidilserina, para entrada nas células (Hamel et al. 2015), e 

pode ser identificado em vários fluidos corporais, como urina, saliva e sêmen 

(Atkinson et al. 2016; Barzon et al. 2018). Particularmente no sêmen das pessoas 

infectadas, o RNA viral pode ser detectado independente da presença do vírus 

no soro ou na urina (Atkinson et al. 2016) até 360 dias depois do início da 

apresentação de sintomas (Barzon et al. 2018). Esse longo tempo de eliminação 

viral sugere uma possível replicação viral no trato genital masculino (Musso et 

al. 2015). Esses estudos trouxeram grande preocupação sobre a prevenção da 

transmissão sexual da doença (Huits et al. 2016, 2017; Oster et al. 2016). Apesar 

desses dados, campanhas publicitárias que visam a conscientização da 

população acerca da proteção contra o ZIKV no Brasil, veiculadas pelo governo 

em diferentes instâncias, focam apenas na transmissão vetorial e vertical da 

doença (Coutinho et al. 2021). Não existem campanhas para o uso de 

preservativos para parceiros sexuais de mulheres grávidas (Coutinho et al. 

2021). Contudo, a presença do vírus no sêmen por longos períodos, inclusive 

em material criopreservado (Ball et al. 2016; Borges et al. 2019; Petersen, Polen, 

et al. 2016), alertou profissionais e casais que se encontravam em processo de 

reprodução assistida (Baud et al. 2017; Yarrington et al. 2019), resultando na 

inclusão do exame para detecção do ZIKV nos protocolos laboratoriais do 

procedimento (Baud et al. 2017; Cordeiro et al. 2017).  

1.2 Sistema genital masculino 

Os principais componentes do sistema genital masculino são o testículo, 

epidídimo e glândulas sexuais anexas, incluindo a vesícula seminal, próstata e 

glândulas bulbouretrais, e tem como principal função a produção, maturação e 

estocagem dos gametas masculinos, assim como a produção de fluidos que 

compõe o sêmen (Setchell and Breed 2006). 

Os testículos são órgãos pares localizados no escroto na maioria das 

espécies de mamíferos (Setchell and Breed 2006). Trata-se de um órgão ovoide 

com funções endócrinas (ex: produção de andrógenos) e exócrinas (produção 

de espermatozoides) (Fietz and Bergmann 2017), envolto por uma cápsula de 

tecido conjuntivo denominada túnica albugínea (Leeson and Cookson 1974). 

Essa túnica emite septos em direção ao mediastino, dividindo o parênquima 
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testicular em lóbulos. Os lóbulos testiculares, por sua vez, são divididos 

morfofuncionalmente em dois compartimentos: o intersticial ou intertubular e o 

tubular (Russell et al. 1990). O compartimento intertubular é composto, 

principalmente, por vasos sanguíneos, vasos linfáticos, macrófagos e células de 

Leydig que são responsáveis pela produção de andrógenos (Russell et al. 1990). 

O compartimento tubular compreende os túbulos seminíferos, que são estruturas 

convolutas que ocupam a maior parte do testículo, formados pela membrana 

basal, células peritubulares mióides, epitélio seminífero contendo células de 

Sertoli e células germinativas em diferentes estágios de diferenciação, e lúmen 

(Russell et al. 1990; Russell and de França 1995). 

O epitélio seminífero é responsável pela produção de espermatozoides por 

meio da espermatogênese, um processo cíclico e altamente organizado, dividido 

em três fases: a fase espermatogonial, na qual as espermatogônias proliferam 

renovando a sua população, enquanto algumas são comprometidas com a 

formação do gameta. A fase espermatocitária ou meiótica é caracterizada pela 

duplicação do material genético, recombinação gênica e formação de células 

haplóides. Na fase espermiogênica, as espermátides arredondadas sofrem um 

complexo processo de diferenciação, resultando na produção de 

espermatozoides (Hess and de Franca 2008; Russell et al. 1990; Russell and de 

França 1995).  

Todo o processo espermatogênico é regulado e suportado pelas células 

de Leydig e de Sertoli (Hess and França 2005; Smith and Walker 2014). As 

células de Leydig, quando estimuladas pelo hormônio luteinizante (LH) através 

do seu receptor transmembranar, promovem o aumento citoplasmático do 

colesterol, que é transportado por meio da proteína STAR para a mitocôndria 

onde será convertido em pregnenolona através da enzima CYP11, e 

transportado novamente para o citoplasma onde é convertido em progesterona 

pela atividade da 3βHSD. A progesterona é convertida em androstenediona por 

meio da enzima CYP17. Sob a ação da enzima 17βHSD, a androstenediona é 

convertida em testosterona (Miller and Gucev 2014; Payne and Hales 2004; 

Smith and Walker 2014; Wang et al. 2019).  
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A testosterona, juntamente com o hormônio folículo-estimulante (FSH), 

atuam nas células de Sertoli que regulam a espermatogênese através da 

produção de vários fatores (Shaha 2008). As células de Sertoli também são 

responsáveis pelo suporte físico e nutricional das células germinativas bem 

como fagocitose de células germinativas no epitélio seminífero. Ainda, secretam 

fluido e estabelecem a barreira de células de Sertoli (Cheng and Mruk 2010; 

Hess and de Franca 2008) por meio de importantes proteínas (Fietz and 

Bergmann 2017; Yan Cheng and Mruk 2012) como Conexina 43 (Brehm et al. 

2007; Weider, Bergmann, and Brehm 2011) e Claudina 11 (Gow et al. 1999; 

McCabe et al. 2016). Essa união entre as células de Sertoli separa o epitélio 

seminífero em dois compartimentos: o basal (onde se encontram as 

espermatogônias e espermatócitos primários) e o adluminal (contendo 

espermatócitos primários, espermatócitos secundários e espermátides) (Dym 

and Fawcett 1970).  

A barreira hematotesticular confere, juntamente com as células 

peritubulares mioides, células endoteliais, células de Leydig e macrófagos 

residentes, um ambiente de imunoprivilégio ao testículo (Fietz and Bergmann 

2017; Fijak, Bhushan, and Meinhardt 2011; Wu et al. 2016; Yan Cheng and Mruk 

2012). Alguns vírus, se aproveitam desse ambiente imunoprivilegiado para se 

manterem viáveis em células testiculares (Dejucq and Jégou 2001). Uma vez 

interrompida essa condição de imunoprivilégio, tanto a espermatogênese quanto 

a esteroidogênese podem ficar comprometidas, levando à quadros temporários 

ou permanentes de infertilidade (Fijak et al. 2011).  

Os gametas produzidos no testículo são direcionados para a rede 

testicular e ductulos eferentes, local em que parte do fluido produzido pelas 

células de Sertoli é reabsorvido (Petersen and Söder 2006). A seguir, os 

espermatozoides são direcionados para o epidídimo e sofrem o processo de 

maturação e estocagem pela ação de diversas proteínas secretadas localmente 

no epidídimo (Robaire and Viger 1995; Sullivan, Frenette, and Girouard 2007). O 

mesmo é regulado por meio de andrógenos (Ezer and Robaire 2002) e 

estrógenos (Hess et al. 2011), e o desbalanço do controle hormonal pode resultar 

em diversas alterações epididimárias e espermáticas (Hess et al. 2000; Joseph 
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et al. 2010), podendo resultar em gametas inaptos para o processo de fertilização 

(Ezer and Robaire 2002).  

Os espermatozoides, no momento da ejaculação, entram em contato com 

líquidos produzidos pelas glândulas sexuais anexas, ricos em substâncias que 

nutrem e protegem o gameta masculino (Abrahamsohn 2013; Du Plessis, Gokul, 

and Agarwal 2013). Os fluidos provenientes do epidídimo, somados aos da 

vesícula seminal e da próstata, são também fundamentais para a coagulação e 

liquefação do sêmen, importantes parâmetros macroscópicos avaliados durante 

a realização do espermograma (Lilja, Abrahamsson, and Lundwall 1989; 

Peruzzato et al. 2017).  Somado aos parâmetros microscópicos, a análise 

seminal também consiste na avaliação da viscosidade, volume, aspecto e PH da 

amostra (Peruzzato et al. 2017; WHO 2010, 2021). Além de uma morfologia 

adequada de cabeça, peça intermediária e cauda, os espermatozoides devem 

apresentar um padrão apropriado de vitalidade e motilidade para que sejam 

células viáveis para a fecundação (WHO 2010, 2021). Ademais, os gametas 

masculinos presentes no sêmen precisam ainda passar pelo processo de 

capacitação, que acontece ao entrarem em contato com o trato genital feminino 

(Visconti et al. 1998; Wassarmanm 1987). Esse processo resulta em mudanças 

nos componentes da membrana dos espermatozoides aliado a um aumento no 

metabolismo (De Jonge 2005; Visconti et al. 1998; Wassarmanm 1987). Assim, 

essas células se tornam capazes de sofrer a reação acrossômica, importante 

para a fertilização (Saling and Storey 1979; Wassarmanm 1987). 

Alguns fatores como idade (Smit et al. 2010), dieta (Vujkovic et al. 2009), 

consumo de álcool (Anifandis et al. 2014) e tabagismo (Sepaniak et al. 2006) 

contribuem para aumento no índice de fragmentação do DNA por meio da 

elevação dos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs), desencadeando a 

queda da qualidade espermática (Anifandis et al. 2014; Smit et al. 2010; Verza 

Jr. et al. 2017; Vujkovic et al. 2009). Todavia, as EROs são naturalmente 

produzidas nos gametas masculinos (Gil-Guzman et al. 2001). É válido destacar 

que a cromatina dessas células passa pela protaminação, que consiste na 

substituição de histonas por protaminas no DNA. As protaminas moldam a dupla-

fita em estruturas toroidais, tornando-a mais compacta, o que é fundamental para 
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proteger o material genético de danos causados por radicais livres (Aitken and 

De Iuliis 2007; Beletti 2013; Carrell 2012; Oliva 2006; Simon, Emery, and Carrell 

2019). Além disso, as EROs podem também efeitos ter protetores contra 

patógenos nos espermatozoides quando em quantidades baixas e controladas 

(Aitken and Fisher 1994). Entretanto, o aumento exacerbado do estresse 

oxidativo intracelular pode ser danoso, levando a um aumento da fragmentação 

do DNA espermático (Saleh et al. 2002; Simon et al. 2019).  

1.3 Zika vírus no sistema genital masculino  

A detecção do ZIKV no sêmen, independente da sua presença no sangue, 

sugere a ocorrência de replicação viral no sistema genital masculino (Musso et 

al. 2015). Em macacos, o vírus foi detectado na próstata e na vesícula seminal 

(Hirsch et al. 2017; Ma, Li, Ma, Jia, Zhang, Zhang, Zhang, Wong, Zhang, Lu, Liu, 

Yan, Li, C. Qin, et al. 2016). Alguns trabalhos também mostram a presença do 

ZIKV no sêmen de homens vasectomizados (Arsuaga et al. 2016; Froeschl et al. 

2017; Huits et al. 2017). Ademais, MEAD e colaboradores (2018) identificaram o 

RNA viral no ejaculado de homens infectados 281 dias após o início da 

manifestação da doença. Cabe ressaltar que camundongos infectados e 

vasectomizados, apresentavam níveis significativamente menores de partículas 

virais infecciosas no fluído seminal (Duggal et al. 2017; Mead et al. 2018). Esses 

dados reforçam a ideia de que o testículo e o epidídimo são importantes 

reservatórios virais (Le Tortorec et al. 2020). Ainda, células de Sertoli e 

espermatozoides expressam Tyro3 e AXL. Esse último também expresso no 

epidídimo (Bagasra et al. 2017; Hamel et al. 2015; Kurscheidt et al. 2019; Ma, Li, 

Ma, Jia, Zhang, Zhang, Zhang, Wong, Zhang, Lu, Liu, Yan, Li, C. C. Qin, et al. 

2016). 

Estudos utilizando testículos de animais deficientes para receptor INFα/β 

revelam que o ZIKV possui tropismo para as células peritubulares mióides, 

células de Leydig, células de Sertoli, espermatócitos primários e 

espermatogônias (Govero et al. 2016; Robinson et al. 2018; Uraki et al. 2017). O 

início da infecção se dá no compartimento intertubular, seguindo para o 

compartimento tubular, onde os primeiros alvos são as células de Sertoli e as 

espermatogônias e, posteriormente, os espermatócitos primários (Tsetsarkin et 
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al. 2018). As células de Sertoli são um dos principais alvos do vírus no testículo 

(Kurscheidt et al. 2019) pois apresentam alta expressão de AXL, usada como 

porta de entrada pelo vírus (Hamel et al. 2015; Mansuy et al. 2016). A infecção 

das células de Sertoli resultam em danos nas junções intercelulares (Sheng et 

al. 2017), desestabilizando a barreira hematotesticular (Govero et al. 2016). 

Estudos in vitro demonstraram que células de Sertoli humanas alteram o seu 

perfil transcricional e podem suportar a replicação viral por pelo menos 6 

semanas (Kumar et al. 2018). Winkler e colaboladores (2017) não observaram 

apoptose em espermatogônias de camundongos imunodeficientes, sugerindo 

que essas células também funcionariam como reservatório viral. No geral, o peso 

testicular de animais infectados se encontra reduzido, assim como os níveis de 

testosterona sérica e intratesticular (Govero et al. 2016; Ma, Li, Ma, Jia, Zhang, 

Zhang, Zhang, Wong, Zhang, Lu, Liu, Yan, Li, C. C. Qin, et al. 2016; Sheng et al. 

2017; Uraki et al. 2017), que é um importante indicativo de infecção nas células 

de Leydig (Uraki et al. 2017).  

O processo infeccioso no epidídimo se assemelha ao do parênquima 

testicular, onde primeiramente as células do compartimento intersticial são 

afetadas seguindo para o epitélio epididimário (Tsetsarkin et al. 2018). A infecção 

por ZIKV induz respostas imunes com a produção de citocinas e quimiocinas 

pró-inflamatórias, afetando as células do epitélio epididimário (Ma, Li, Ma, Jia, 

Zhang, Zhang, Zhang, Wong, Zhang, Lu, Liu, Yan, Li, C. C. Qin, et al. 2016). As 

células epiteliais passam a apresentar vacúolos, diminuição em seu tamanho e 

perda de estereocílios (Ma, Li, Ma, Jia, Zhang, Zhang, Zhang, Wong, Zhang, Lu, 

Liu, Yan, Li, C. C. Qin, et al. 2016), o que influencia diretamente na maturação 

espermática (Kurscheidt et al. 2019).  

O vírus é encontrado tanto no fluido epididimário quanto nos 

espermatozoides presentes no lúmen do epidídimo (Govero et al. 2016). A 

evidência de partículas virais em locais anatômicos prévios à uretra pélvica 

indicam que o vírus pode ter sido adquirido no testículo e/ou no próprio epidídimo 

(Tsetsarkin et al. 2018). No sêmen de animais imunodeficientes e pacientes 

infectados por ZIKV, o RNA viral pode ser detectado (Joguet et al. 2017; 

Kurscheidt et al. 2019) até 188 dias corridos após o início dos sintomas (Barzon 
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et al. 2016; Nicastri et al. 2016) e até 370 dias intermitentemente (Barzon et al. 

2018). 

No espermatozoide, sabe-se que o vírus possui tropismo para a cabeça e 

para a peça intermediária de gametas vivos (Bagasra and Addanki 2017; Mansuy 

et al. 2016). A avaliação espermática de indivíduos infectados se encontra 

alterada, apresentando maior quantidade de espermatozoides com morfologia 

anormal, proporções baixas de concentração espermática, menor motilidade, 

pior vitalidade e elevadas taxas de fragmentação de DNA (Govero et al. 2016; 

Griffin et al. 2017; Joguet et al. 2017; Kurscheidt et al. 2019; Sheng et al. 2017). 

 Recentemente, estudos têm sido desenvolvidos a fim de se investigar o 

impacto potencial do ZIKV na prole de mães infectadas. Stanelle-Bertram e 

colaboradores (2018) observaram, em camundongos, alterações neuronais de 

aprendizagem e memória, alertando para o possível risco do desenvolvimento 

de outros distúrbios em diferentes órgãos. Outro estudo identificou a presença 

de biomarcadores de inflamatórios na saliva de crianças com microcefalia de até 

dois anos de idade que nasceram de mães infectadas pelo ZIKV durante a 

gestação, sugerindo que a infecção pode ocasionar um quadro de inflamação 

neurológica contínua (Oliveira et al. 2019). Ainda outro estudo retratou casos de 

crianças de 3 e 4 anos com microcefalia, decorrente de infecção por ZIKV 

durante a gestação, e nelas foram observados casos de criptorquidismo (De 

Vasconcelos et al. 2020). 

Alterações sistêmicas foram descritas em camundongos adultos que 

nasceram de fêmeas previamente infectadas por ZIKV ainda no período 

gestacional (Camargos et al. 2019). Estes animais apresentaram diminuição do 

volume cerebral, anormalidades oftalmológicas e mudanças na microarquitetura 

óssea (Camargos et al. 2019). Também foram observadas alterações na 

morfologia testicular, como redução volumétrica do túbulo seminífero, 

acompanhado do aumento do índice de células germinativas apoptóticas e 

decréscimo do índice meiótico e da eficiência de células de Sertoli (Camargos et 

al. 2019). Entretanto, os dados acerca desse modelo ainda são escassos, 

fazendo-se necessário estudos complementares a fim de se melhor caracterizar 
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e entender o impacto da infecção por ZIKV na biologia reprodutiva desses 

indivíduos. 

1.4. Impacto do Zika vírus na reprodução assistida 

A reprodução assistida consiste na manipulação de gametas ou embriões 

fora do corpo humano, incluindo procedimentos de fertilização in vitro (FIV) e 

inseminação artificial (American Society foi Reproductive Medicine - ASRM n.d.; 

Centers for Disease Control and Prevetion - CDC n.d.; The Society of 

Obstetricians and Gynaecologists of Canada - SOGC n.d.). A reprodução 

assistida é comumente utilizada em tratamentos para problemas de fertilidade 

(Pelegrina, Kessler, and Rawlins 1991) com objetivo final de se obter a gestação 

(Zegers-Hochschild et al. 2009). As técnicas de reprodução assistida são 

classificadas em baixa complexidade, como coito programado (Heuschkel 2015) 

e inseminação intrauterina (IIU) (Abou-Setta et al. 2006), e alta complexidade, 

envolvendo FIV clássica e injeção intracitoplasmática de espermatozoide (ICSI) 

(Palermo et al. 1992), que necessitam do manejo específico de oócitos, 

espermatozoides e de sêmen dos próprios pacientes ou de doadores (Zegers-

Hochschild et al. 2009). 

Em alguns casos de infertilidade masculina, como varicocele (Abd-Elmoaty 

et al. 2010), leucocitospermia (Agarwal et al. 2014) ou até mesmo infertilidade 

idiopática (Pasqualotto et al. 2001), foi observado um alto nível de agentes 

oxidantes e baixos níveis de enzimas antioxidantes, resultando no aumento da 

fragmentação do DNA espermático (Simon et al. 2019). Tais problemas estão 

diretamente relacionados à diminuição nas taxas de fertilização em 

procedimentos como FIV, ICSI e IIU, além da redução da qualidade embrionária, 

queda das taxas de gravidez e aumento das taxas de aborto espontâneo 

(Esteves et al. 2021; Simon et al. 2019). 

 Conforme supracitado, a infecção por ZIKV pode desencadear sérios 

problemas fetais (Gogia and Kakar 2016; Miner et al. 2016; Mlakar et al. 2016). 

O ZIKV pode infectar tanto o gameta feminino (Araújo Filho et al. 2019; Prisant 

et al. 2019), quanto o masculino (Joguet et al. 2017; Mansuy et al. 2016; Matusali 

et al. 2018) onde o RNA viral pode se manter detectável por um longo tempo 

(Barzon et al. 2016; Nicastri et al. 2016). Mesmo após o processo de 
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criopreservação, as partículas virais podem ser detectadas nas amostras (Ball et 

al. 2016; Borges et al. 2019; Petersen, Polen, et al. 2016). Assim, uma eventual 

contaminação do embrião é perfeitamente plausível  (Araújo Filho et al. 2019; 

Borges et al. 2019; Petersen, Meaney-Delman, et al. 2016). Com isso, se faz 

necessário que os casais que pretendem engravidar tomem conhecimento das 

orientações provenientes do ministério da saúde e de outros guias internacionais 

que recomendam tanto a testagem sorológica, quanto o uso de preservativos ou 

abstinência sexual por 6 meses para homens após o início dos sintomas ou 

potencial exposição ao vírus, sendo que este cuidado deve se estender para o 

período da gestação (Ball et al. 2016; Brasil 2020; Cordeiro et al. 2017; Duarte 

et al. 2021; Petersen, Polen, et al. 2016). Alguns autores ainda defendem a 

criopreservação do sêmen antes de viagens para áreas endêmicas (Ball et al. 

2016; Feinberg 2017; Kurscheidt et al. 2019; Oduyebo et al. 2017). 

É importante ressaltar que o resultado negativo em um teste sorológico não 

garante a ausência do vírus no organismo, uma vez que partículas virais podem 

estar presentes no sêmen mesmo não sendo detectável no sangue ou em 

demais fluidos (Atkinson et al. 2016; Barzon et al. 2016; Gornet, Bracero, and 

Segars 2016; Musso et al. 2017; Nicastri et al. 2016). Neste contexto, os testes 

para detecção de anticorpos não são precisamente recomendados devido às 

limitações e dificuldades de interpretações, além dos altos índices de falso-

positivo e reações cruzadas com outros flavivírus (Oduyebo et al. 2017; Rabe et 

al. 2016). Por outro lado, para análises por RT-PCR, principal teste usado em 

casos de transmissão sexual (ANVISA – Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária 2020; Gornet et al. 2016), um resultado positivo não significa 

necessariamente uma infecção (Petersen, Polen, et al. 2016). Além disso, 

persistem limitações quanto à validação do uso dessa técnica para o sêmen 

(Gornet et al. 2016; Petersen, Polen, et al. 2016) e tampouco existem testes de 

diagnósticos rápidos para a detecção do vírus no sêmen (Borges et al. 2019). 

Como a maioria dos pacientes acometidos pelo ZIKV é assintomática (Duffy 

et al. 2009; Musso et al. 2019), faz-se necessário um cuidado extra, 

principalmente quando se trata de amostras provenientes de áreas endêmicas 

desse vírus (Oduyebo et al. 2017; Rabe et al. 2016). Ademais, protocolos 
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antivirais parecem não ser efetivos contra o ZIKV (Borges et al. 2019; Joguet et 

al. 2017; Petersen, Polen, et al. 2016). Mesmo com todas as recomendações 

para testagem de pacientes que desejam se submeter às técnicas de reprodução 

assistida (Ball et al. 2016; Duarte et al. 2021; Petersen, Meaney-Delman, et al. 

2016; Petersen, Polen, et al. 2016), a Diretoria Colegiada da Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária, responsável por regulamentar os procedimentos nos 

centros de reprodução humana no Brasil (ANVISA – Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária 2011), emitiu, em 2020, uma consulta pública que se 

encontra em vias de aprovação, na qual os testes anti-ZIKV seriam retirados 

para pacientes que não são doadores (ANVISA – Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária 2020).  

Levando-se em consideração a situação perigosa desta infecção no Brasil 

(Coutinho et al. 2021; Musso et al. 2019), torna-se urgente o desenvolvimento 

de testes, aplicados às clínicas de reprodução humana, capazes de detectar 

ZIKV no sêmen. Ainda, são necessários protocolos eficientes que purifiquem as 

amostras infectadas (Borges et al. 2019; Joguet et al. 2017; Petersen, Polen, et 

al. 2016).  
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2. JUSTIFICATIVA 

Conforme introdutoriamente descrito, o ZIKV é transmitido por meio da picada 

do mosquito Aedes aegypt, contato sexual e transmissão vertical. A infecção em 

gestantes está associada a graves problemas no desenvolvimento fetal. É 

importante ressaltar que além da transmissão vertical, o ZIKV se tornou uma 

grande preocupação no campo da reprodução humana assistida, uma vez que 

o sêmen pode carrear o RNA viral por um longo período. Assim, riscos de 

infecção são gerados ao embrião e podem ter repercussões negativas no 

desenvolvimento e na fase adulta. Vários estudos já demonstraram a presença 

e o efeito deletério desse vírus no trato genital masculino e no sêmen de animais 

infectados, nos quais os principais parâmetros espermáticos se encontram 

alterados. Porém, até então, apenas um único trabalho, do nosso grupo de 

pesquisa, descreve algumas alterações testiculares em animais nascidos de 

mães infectadas durante a gestação. Dessa forma, os dados do presente 

trabalho detalham as alterações testiculares e espermáticas decorrentes da 

infecção intrauterina. Os potenciais problemas de fertilidade em decorrência 

desta infecção viral devem ser divulgados para prevenir a infecção viral e 

estimular o desenvolvimento de técnicas e metodologias de diagnóstico viral no 

sêmen.   
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3. OBJETIVOS 

3.2. Objetivo geral 

Investigar as possíveis alterações causadas pelo ZIKV nos testículos e 

espermatozoides de camundongos adultos nascidos de mães infectadas durante 

a gestação.  

3.1. Objetivos específicos 

Investigar a presença de proteínas do ZIKV no parênquima testicular; 

Avaliar as alterações presentes no compartimento intertubular quanto à 

esteroidogênese e resposta antiviral; 

Avaliar as alterações morfofuncionais presentes no compartimento tubular 

quanto aos componentes somáticos e germinativos; 

Avaliar a qualidade espermática quanto à motilidade, vitalidade, morfologia e 

integridade da cromatina dos espermatozoides.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Animais e infecção por ZIKV  

Doze camundongos C57BL/6 fêmeas e quatro camundongos C57BL/6 

machos (8-12 semanas) procedentes do Centro de Bioterismo do Instituto de 

Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) 

foram mantidos em caixas para o acasalamento (proporção de 3 fêmeas para 1 

macho), com água e comida à vontade no Laboratório de Imunofarmacologia.  

Após a observação do plug vaginal, as fêmeas foram separadas e divididas 

aleatoriamente em dois grupos: 1) Controle (n=6) – injeção intraperitoneal (IIP) 

de PBS no dia embrionário 5.5; 2) ZIKV (n=6) – IIP de 106 Unidades Formadoras 

de Placa (PFU)/animal da cepa brasileira, no dia embrionário 5.5, de acordo com 

Camargos e colaboradores (2019) (Figura 1a). O presente estudo foi aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (protocolo nº. 217/2017; CEUA-

UFMG) e todos os procedimentos obedeceram aos Princípios Éticos da 

Experimentação Animal (CONCEA/MCTIC). 

4.2. Eutanásia, coleta e processamento dos tecidos 

Da prole, 12 semanas após o nascimento, oito machos de cada grupo foram 

pesados e submetidos a eutanásia por decapitação em guilhotina apropriada. Os 

testículos, epidídimos e vesícula seminal foram coletados e pesados. O índice 

anogenital foi mensurado com auxílio de um paquímetro digital e o valor obtido 

foi corrigido em relação à raiz cúbica do peso corporal, obtendo-se assim o índice 

anogenital (Auharek et al. 2012). 

Cinco testículos de ambos os grupos foram embebidos em glutaraldeído (a 

4% v/v em tampão fosfato 0,05M; n=5) e em methacarn (n=5) por 24 horas.  

Posteriormente, os testículos foram armazenados em solução de tampão fosfato 

0,05M e álcool 70%, respectivamente. As amostras fixadas em methacarn foram 

desinadas para a realização dos testes de imunohistoquímica. Adicionalmente, 

seis testículos foram congelados a -80°C para as técnicas de qPCR e 

mensuração da testosterona intratesticular.  

Epidídimos de oito animais, em cada grupo, foram embebidos em meio de 

cultura DMEM para posterior análise espermática. Ainda, amostras de sangue 

foram obtidas e devidamente processadas para análise hormonal. 
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4.3. Imunohistoquímica 

Para as análises de imunohistoquímica, as amostras de testículo, fixadas em 

methacarn, foram desidratadas em concentrações crescentes de álcool e 

incluídas em Paraplast®.  O material foi seccionado com 6µm de espessura e os 

cortes foram aderidos em lâminas previamente tratadas com Poly-L-Lisina 

(Sigma). Em seguida, as secções obtidas passaram pelo processo de 

desparafinização em xilol e hidratação utilizando concentrações decrescentes de 

álcool e água destilada. Posteriormente, realizamos o bloqueio da peroxidase 

endógena (3% de H2O2 (Sigma) em PBS) seguido de lavagens em PBS. A 

recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato por 15 minutos em 

micro-ondas e, após o resfriamento das amostras, realizou-se o bloqueio da 

ligação inespecífica com soro normal de coelho (3βHSD) ou com Protein block - 

Abcam (ZIKV NS1 e Connexina43). Em seguida, realizamos a incubação com 

anticorpos primários descritos na tabela 1, à 4°C “overnight”. Para todas as 

reações, foram realizados controles negativos, omitindo o anticorpo primário. 

Após lavagem em tampão PBS, as lâminas foram incubadas com anticorpo 

secundário biotinilado por uma hora. Em seguida, foram expostas à 

estreptavidina durante 20 minutos. A reação de revelação ocorreu utilizando-se 

substrato da peroxidase 3,3-diaminobenzidina (Sigma) e as amostras foram 

então contra-coradas com Hematoxilina (Merck), desidratadas e posteriormente 

analisadas sob microscopia de luz. 

Tabela 1: Anticorpos primários utilizados na técnica de imunohistoquímica. 

Anticorpo  Diluição Fabricante 
Tipo de 

anticorpo 

anti-ZIKV NS1  1:100 GTX133308, GeneTex 
Policlonal, 

coelho 

anti-3βHSD 1:100 
SC-30820, Santa Cruz 

Biotechnology 
Policlonal, cabra 

anti-Cd68 1:100 ab955, Abcam 
Monoclonal, 
camundongo 

anti-

CONEXINA43 1:100 SC-9059, Santa Cruz Biotechnology 

Policlonal, 

coelho 
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4.4. Q-PCR 

4.4.1. Extração do RNA 

As amostras testiculares mantidas à -80°C foram submetidas à extração de 

RNA total. Metade do testículo foi triturado em gelo seco, adicionando-se 1 mL 

de Trizol® (Invitrogen). Posteriormente, foi adicionado 200 µL de clorofórmio 

(Sigma) para cada amostra, agitando os microtubos por 3 minutos à temperatura 

ambiente. O homogeneizado foi centrifugado (12000 g) durante 15 minutos a 

4°C e o sobrenadante contendo o RNA foi cuidadosamente removido e 

transferido para um novo microtubo. Na sequência, adicionou-se 500 µL de 

isopropanol (Sigma) ao sobrenadante que ficou incubado à 4°C por 20 minutos 

para promover a precipitação do RNA. Após centrifugação (12000 g, 15 minutos, 

a 4°C), descartou-se o sobrenadante, e o pellet de RNA foi lavado duas vezes 

com 1 mL de etanol 75% (Sigma) gelado, exposto ao vortex e centrifugado a 

7500 g por 2 minutos a cada lavagem. Por fim, após secagem por 1 hora, o pellet 

de RNA foi ressuspenso em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A 

integridade e a concentração do RNA obtido das amostras foram analisadas em 

espectofotômetro nanodrop (Thermo Fischer, USA).   

4.4.2. Q-PCR 

A partir do RNA (2μg/amostra) extraído dos testículos dos diferentes grupos 

estudados, o cDNA foi obtido utilizando o kit High Capacity cDNA RT (Applied 

Biosystem®). Para dosagem de expressão gênica por meio de q-PCR, o cDNA 

(10ng) foi amplificado com o iTaq Universal SYBR Green Supermix (BioRad, 

USA) no equipamento CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad, 

USA) utilizando pares de iniciadores construídos para diferentes sequências de 

interesse (Ar, Caspase-3, Claudina-11, Conexina-43, Cox2, Cyp11, Il10, Inos, 

Katnal1, Lhr, Star, Stra8, Tnf, Vasa, Wt1, 3βhsd e 17βhsd) (Tabela 2). Os 

iniciadores foram padronizados no StepOnePlus Real-Time PCR System (Life) 

em diferentes concentrações e temperaturas de anelamento. O nível de 

expressão relativa foi determinado usando como normalizador o gene Gapdh e 

utilizando o método ∆∆CT.  
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Tabela 2: Sequência de primers para Q-PCR 

Nome do 
gene 

Sense 
(5’->3’) 

Antisense 
(5’->3’) 

Ar TCCAAGACCTATCGAGGAGCG GTGGGCTTGAGGAGAACCAT 

Caspase-3 CTCGCTCTGGTACGGATGTG TCCCATAAATGACCCCTTCATCA 

Claudinna-11 GTGGTGGGTTTCGTCACGAG CGTCCATTTTTCGGCAGGTG 

Conexina-43 ACA GCG GTT GAG TCA GCT TG GAG AGA TGG GGA AGG ACT TGT 

Cox2 ACG GTC CTG AAC GCA TTT ATG TTG GCC CCA TTT AGC AAT CTG 

Cyp11 CAGATTGTGTTTGTGACGTTGC CGGTTGAAGTACCATTCTGGC 

Il10 CCC ATT CCT CTG CAC GAT CTC TCA GAC TGG TTT GGG ATA GGT TT 

Inos GTT CTC AGC CCA ACA ATA CAA GA GTG GAC GGG TCG ATG TCA C 

Katnal1 ATG AAT TTG GCG GAG ATT TGT GA GTG CTG ACG ATA CTC TTA ACC TG 

Lhr CGC CCG ACT ATC TCT CAC CTA GAC AGA TTG AGG AGG TTG TCA AA 

Star TGCCCATCATTTCATTCATCCTT AAAAGCGGTTTCTCACTCTCC 

Stra8 ACCCTGGTAGGGCTCTTCAA GACCTCCTCTAAGCTGTTGGG 

Tnf CCC TCA CAC TCA GAT CAT CTT CT GCT ACG ACG TGG GCT ACA G 

Vasa GAG GTT TTG CTA TCA GTG CTG TGG CCC GTT TAG ATC CAA TTT TG 

Wt1 CAA GGA CTG CGA GAG AAG GTT T TGG TGT GGG TCT TCA GAT GGT 

3βhsd AGCTCTGGACAAAGTATTCCGA GCCTCCAATAGGTTCTGGGT 

17βhsd TGGCTGTTCGCCTAGCTTC GGCCTCCAACAATGGTCCC 

 

4.5. Mensuração da concentração de testosterona 

4.5.1. Mensuração da concentração de testosterona plasmática 

As amostras de sangue obtidas foram centrifugadas a 4°C por 10 minutos 

a 2000rpm. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e armazenado em um 

novo microtubo, em freezer -80°C, até o momento da análise. A concentração 

de testosterona plasmática foi mensurada a partir do ensaio de 

eletroquimiluminescência realizada pelo Laboratório Tecsa (Tecnologia em 

Sanidade Animal) em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil com os coeficientes 

intra ensaio e inter ensaio de 9% e 10%, respectivamente. 

4.5.2. Mensuração da concentração de testosterona intratesticular 

4.5.2.1. Extração da testosterona 

As amostras testiculares mantidas à -80°C foram submetidas à extração 

da testosterona intratesticular. Metade dos testículos foram homogeneizados em 

PBS autoclavado (1 mg de tecido / 9 µL de PBS). Desse preparo, 60 µL de 

amostra foram ressuspendidos em 30 µL de água destilada. Posteriormente, 

foram adicionados 1 mL de éter etílico grau HPLC e agitados em vórtex por 120 
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minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 4500 rpm por 20 

minutos a 4°C e levados ao freezer -80°C por 30 minutos para congelamento da 

fase aquosa. Feito isso, a fase com éter foi transferida para um novo ependorff 

onde o conteúdo foi destinado para evaporação em capela de exaustão 

“overnight”. O pellet resultante da evaporação foi ressuspendido em 30 µL de 

água destilada, agitados por 120 segundos e, depois, centrifugados a 13000 rpm 

por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para posterior ensaio de 

ELISA.                                                                                                                                                                                                 

4.5.2.2. ELISA 

A testosterona extraída do tecido foi analisada por meio do kit comercial de 

teste de testosterona, utilizando o protocolo Enzimaimunoensaio (Monobind inc., 

USA). Para este propósito, 10 μL dos calibradores, controles e amostras foram 

pipetados em cada micropoço da placa, seguido pela adição de 50 μL do 

reagente de trabalho (conjugado enzimático). A placa foi agitada suavemente 

por 30 segundos e, então, 50 μL do reagente Biotina Testosterona foram 

suplementados e incubados por 60 minutos em temperatura ambiente. 

Posteriormente, o conteúdo de toda a placa foi descartado e lavado com 300 μL 

de solução de lavagem e, então, adicionou-se 100 μL da solução de trabalho 

(substrato) em todos os micropoços, que foram incubados durante 15 minutos à 

temperatura ambiente. Por fim, foram adicionados 50 μL da solução de parada 

seguido do direcionamento da placa para o leitor de ELISA. A leitura de cada 

microcavidade foi realizada em 450 nm, utilizando o comprimento de onda de 

referência de 620-630 nm para minimizar as imperfeições da cavidade. A 

absorbância de cada duplicata representa a concentração de testosterona 

(ng/mL) da amostra correspondente. 

4.6. Análise espermática 

Os epidídimos de cada animal, obtidos no momento da coleta, foram 

transferidos para uma placa de Petri contendo 500µL de meio de cultura DMEM, 

onde foram macerados com agulhas de 24G. Após a maceração do tecido, a 

suspensão contendo espermatozoides foi coletada e homogeneizada em um 

microtubo para as análises de vitalidade e motilidade espermática.  
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Ademais, 10µL do preparo foi depositado em lâminas de vidro, onde foi feito 

esfregaço. Depois de secas, as lâminas foram fixadas em álcool 95% por 5 

minutos para posterior análise de morfologia, protaminação e fragmentação de 

DNA espermático, utilizando colorações específicas. Os protocolos utilizados 

neste estudo foram adaptados do Manual de Laboratório da OMS para o exame 

e processamento de sêmen humano (WHO, 2010) e descritos por Vieira (2019). 

4.6.1. Motilidade espermática  

A análise da motilidade foi feita com 10µL da amostra homogeneizada em 

uma lâmina de vidro coberta com uma lamínula de 22mm x 22mm, sob 

microscopia óptica, em aumento de 400x. Foram avaliados 200 espermatozoides 

em pelo menos 5 diferentes campos e os mesmos foram classificados em: 

progressivos (espermatozoides que nadam para frente de forma ativa), não 

progressivos (espermatozoides que se movem em círculos ou no mesmo ponto 

sem progressão) e imóveis (sem movimento detectado). A determinação da 

motilidade total (%) foi determinada de acordo com a soma de progressivos e 

não progressivos dividido por 200 (Vieira 2019; WHO 2010). 

4.6.2. Vitalidade espermática 

Para avaliação da vitalidade espermática, 5µL da amostra foram diluídos 

em 5µL de solução de eosina (0,5% p/v de eosina Y dissolvida em solução de 

NaCl a 0,9% p/v em água deionizada). Os 10 µL resultantes (amostra + eosina) 

foram depositados em uma lâmina de vidro e coberto com uma lamínula de 

22mm x 22mm, e levadas ao microscópio óptico. Para a análise, 200 

espermatozoides foram avaliados em aumento de 400x. Os espermatozoides 

corados pela eosina foram contados como mortos, enquanto os não corados, 

contabilizados como vivos. A proporção da vitalidade da amostra foi calculada a 

partir do número de espermatozoides vivos dividido por 200 (Vieira 2019). 

4.6.3. Morfologia espermática 

Para a análise da morfologia dos espermatozoides, lâminas previamente 

obtidas foram coradas com Hematoxilina (Merck) e Eosina, e analisadas sob 

microscopia de luz em aumento de 1000x com uso de óleo de imersão. 

Considerando as três principais estruturas do espermatozoide (cabeça, peça 

intermediária e cauda), duzentos (200) espermatozoides selecionados 
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aleatoriamente foram classificados como normal (todas as estruturas dentro do 

padrão esperado) ou anormal (possui um ou mais defeitos morfológicos) (Vieira 

2019; WHO 2010). Para o caso de espermatozoide anormal, foi especificado em 

qual estrutura os defeitos ocorreram, bem como o seu tipo, seguindo a 

classificação descrita por Vieira (2019) para murinos. 

4.6.4. Teste de protaminação do DNA espermático 

A análise de protaminação do DNA dos espermatozoides foi feita pela 

incubação dos esfregaços com o corante Azul de Anilina a 5% em Ácido Acético 

4% por 5 minutos, seguido de breve lavagem em água destilada. A análise foi 

feita sob microscópio óptico, na qual 300 espermatozoides foram avaliados e 

classificados em: gametas com DNA não protaminado (células positivas corados 

de azul) e gametas com DNA íntegro/protaminado (células negativas, não 

coradas). Posteriormente, a proporção individual de gametas com o DNA não-

protaminado (células positivas/total de células contadas) foi considerada para os 

devidos cálculos estatísticos (POURMASUMI et al., 2019). O controle positivo foi 

devidamente preparado utilizando-se uma solução de desnaturação (HCl 0,08N, 

NaCL 0,15M e 0,1% Triton X-100; pH 1,2 corrigido com HCl ou NaOH) por 30 

segundos, seguido de incubação em solução de peróxido de hidrogênio 7%, em 

temperatura ambiente por 10 minutos (SIMAS, 2020-ADAPTADO). 

4.6.5. Teste de fragmentação do DNA espermático 

Para a análise de fragmentação do DNA, as lâminas de esfregaço foram 

coradas por 5 minutos com uma solução de 10mL de Laranja de Acridina a 0,1% 

em água destilada acrescido de uma solução de 2,5mL de Na2HPO4 0,3M e 

40mL de ácido cítrico 0,1M (PH 4.0) (VIRANT-KLUN; TOMAZEVIC; MEDEN-

VRTOVEC, 2002). Para controle positivo, o esfregaço foi submetido previamente 

à solução de desnaturação (HCl 0,08N, NaCL 0,15M e 0,1% Triton X-100; pH 

1,2 corrigido com HCl ou NaOH) por 30 segundos, seguido pela incubação em 

uma solução de peróxido de hidrogênio 7% por 10 minutos, em temperatura 

ambiente (SIMAS, 2020-ADAPTADO).  

Após a coloração, as lâminas foram imediatamente analisadas sob 

microscópio de fluorescência, pelo qual foram obtidas fotomicrografias 

utilizando-se filtros verde (FITC; 488 nm de excitação) e vermelho (TRITC; 546 
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nm de excitação). Após a sobreposição das imagens capturadas, 300 

espermatozoides foram classificados em: gametas com DNA íntegro (com 

emissão de fluorescência verde) e gametas com DNA fragmentado (com 

emissão de fluorescência vermelha). Feito isso, o Índice de fragmentação do 

DNA (IFD = células com fluorescência vermelha/total de células contadas) foi 

considerado para os devidos cálculos estatísticos. 

4.6.6. Inteligência Artificial 

Essa metodologia foi desenvolvida no Laboratório de Nanodispositivos e 

Sensores do Departamento de Física da UFMG. Logo após a coleta, parte do 

fluido espermático foi fixado em álcool 70% e foram confeccionadas lâminas para 

as análises espectroscópicas. Após incididas por um feixe de laser, os padrões 

dielétricos e anisotrópicos (difração, refração, absorção e reflexão) das amostras 

foram capturados por sensores. Posteriormente, os dados foram tratados com 

algoritmos de inteligência artificial. De acordo com a modelagem, conseguimos 

um reconhecimento específico das amostras, com eficiência acima de 89%. Na 

sequência, foram feitos testes com o fluído seminal de camundongos infectados 

para que o software informasse a probabilidade de a amstra ser do animal 

controle ou infectado. 

4.7. Análise estatística 

Todos os dados quantitativos obtidos foram testados quanto à normalidade 

utilizando o teste de Shapiro-Wilk. As variáveis foram submetidas à análise de 

Teste T (dados paramétricos) e Mann-Whitney (dados não-paramétricos). O 

programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc) foi utilizado para o 

tratamento estatístico dos dados e o nível de significância considerado foi p< 

0.05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Proteína do ZIKV está presente no parênquima testicular da prole 

Apesar de não observamos diferenças no peso corporal (p>0.05; Figura 1b), 

os animais infectados apresentaram menores pesos testiculares (Figura 1c; 

p<0.05) e reduzido índice anogenital (p<0.01; Figura 1d) quando comparado com 

o grupo controle. Por meio da imuno-histoquímica, a proteína não estrutural do 

ZIKV (NS1) foi identificada em diferentes tipos celulares do parênquima 

testicular, tais como: Leydig, Peritubular mioide, Sertoli, Pré-Leptóteno, 

Leptóteno, Zigóteno, Paquíteno e Diplóteno (Figura 1e-n). 

5.2. ZIKV inibe a esteroidogênese e altera a expressão de mediadores 

inflamatórios 

As moléculas da via estoroidogênica das células de Leydig se mostraram 

alteradas nos indivíduos infectados por ZIKV. Observamos uma redução na 

imunomarcação para a enzima 3βHSD (Figura 2a-b) e queda da expressão 

gênica das principais enzimas da via esteroidogênica (Star, Cyp 11, 3 βhsd e 17 

βhsd) (p<0.05; Figura 2c). Os animais infectados ainda apresentaram diminuição 

significativa dos níveis plasmáticos e intratesticulares de testosterona (Figura 2d-

e; p<0.05). Ademais, enquanto a expressão do receptor para Lh se encontra 

reduzido nos animais infectados (p<0.05; Figura 2c), os níveis observados para 

Ar são similares ao grupo controle (p>0.05; Figura 2c). 

Observamos uma redução na quantidade de macrófagos no parênquima 

testicular por meio de imunohistoquímica para CD68 (Figura 2f-g). Os testículos 

dos animais infectados apresentaram um aumento significativo nos níveis de 

expressão de Cox-2 e diminuição dos níveis de Inos (p<0.05; Figura 2h). Em 

contrapartida, a expressão de Tnf foi semelhante ao grupo controle (p>0.05; 

Figura 2h).  

5.3. As células de Sertoli são as mais afetadas pela infecção de ZIKV no 

compartimento tubular  

Células de Sertoli dos animais infectados tiveram reduções na 

imunomarcação (Figura 3a-b) e expressão de Conexina 43, proteínas presentes 

em junções de comunicação (p<0.05; Figura 3c).  Diferentemente, a Claudina 

11, presente em junções de oclusão, não esteve alterada nos animais infectados 
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(p>0.05; Figura 3c). Ainda, podemos notar que a comunicação entre as células 

de Leydig e de Sertoli encontra-se prejudicada, uma vez que a expressão gênica 

de Wt1 está reduzida no grupo infectado (p<0.05; Figura 3c). Os níveis de fatores 

anti-inflamatórios (Il-10) e do citoesqueleto da célula de Sertoli (Katnal1) não 

estiveram alterados nos animais infectados (p>0.05; Figura 3c).  

A expressão de Caspase-3 foi semelhante entre os grupos e em relação às 

células germinativas, não observamos diferenças quanto à expressão de Stra 8 

(proteína envolvida com o início da fase meiótica) (p>0.05; Figura 3d) e Vasa 

(proteína com alta expressão em espermatogônias e espermatócitos primários) 

(p>0.05; Figura 3d). 

5.4. ZIKV altera a morfologia e a integridade da cromatina nos 

espermatozoides 

Em relação aos parâmetros espermáticos, não identificamos alterações na 

proporção de espermatozoides vivos e mortos e na motilidade espermática 

(p>0,05, Figura 4a-b). Considerando os aspectos morfológicos, vimos que os 

espermatozoides dos animais infectados apresentaram mais defeitos quando 

comparado com o grupo controle (p<0.05; Figura 4c). As alterações na cabeça 

do espermatozoide foram as mais prevalentes quando comparado ao controle 

(p<0.05; Figura 4d). Os defeitos de peça intermediária e cauda foram 

semelhantes entre os grupos (Figura 4d).  

Ao detalharmos as alterações da cabeça do espermatozoide, observamos 

que os defeitos no acrossomo (hookless) foram predominantes no grupo 

infectado (p<0.05; Figura 4e). Os demais parâmetros morfológicos dos 

espermatozoides do grupo infectado não evidenciaram diferenças relevantes 

(p>0.05; Figura 4e).  

As análises sobre as alterações na cromatina, por meio da coloração com 

Azul de Anilina, indicaram aumento significativo (três vezes) em falhas no 

processo de protaminação dos espermatozoides dos animais infectados 

(p<0.05; Figura 4f). De modo similar, a coloração com Laranja de Acridina 

indicou maior fragmentação no DNA espermático nos espermatozoides dos 

animais infectados (p<0.05; Figura 4g). 
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De acordo com os dados da inteligência artificial e modelagem dos dados, foi 

possível perceber a diferenciação do fluido espermático dos animais infectados 

e controles, com eficiência acima de 89% (Figura 4h). O software e algoritmo 

utilizados foram eficientes no estabelecimento de diagnóstico nas amostras do 

fluido seminal (amostras 1 a 22, Figura 4i). A precisão para se chegar ao 

diagnóstico correto foi acima de 85% em todas as leituras, com média de 93% 

(barras vermelhas, Figura 4i).  
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6. DISCUSSÃO 

Diversos estudos já haviam demonstrado a presença e o impacto da infecção 

por ZIKV na biologia reprodutiva masculina, (Camargos et al. 2019; Kurscheidt 

et al. 2019; Mlakar et al. 2016; Petersen, Meaney-Delman, et al. 2016). Contudo, 

o presente trabalho foi o primeiro a se investigar a fundo as alterações causadas 

pelo ZIKV no testículo e em espermatozoides de animais adultos nascidos de 

mães infectadas durante a gestação. Dentre os principais achados, cabe 

ressaltar que os indivíduos infectados apresentaram proteínas virais (NS1) em 

diferentes tipos celulares no parênquima testicular. As expressões dos genes da 

via esteroidogênica, bem como os níveis de testosterona plasmáticos e 

intratesticulares, estão reduzidos nesses animais. A infecção viral também teve 

impactos negativos em células de Sertoli e células germinativas, resultando em 

alterações espermáticas. Foi observado maior prevalência de espermatozoides 

morfologicamente anormais com defeitos de cabeça, falhas no processo de 

protaminação e elevadas taxas de fragmentação de DNA. Em conjunto, os dados 

presentes realçam um importante alerta para potenciais riscos de problemas de 

fertilidade a serem manifestados em indivíduos que tenham nascidos de mães 

infectadas por ZIKV durante a gestação (Figura 5). 

No compartimento intertubular, as principais células que apresentaram a 

proteína não estrutural do ZIKV (NS1) foram as células de Leydig. Apesar de não 

observarmos muitas diferenças morfológicas em células de Leydig (Camargos 

et al. 2019), percebemos que a infecção impacta drasticamente o processo 

esteroidogênico e, consequentemente, a produção de testosterona. Esse 

achado corrobora a redução do volume testicular e menor índice anogenital dos 

animais nascidos das mães infectadas. Acreditamos que a menor exposição de 

testosterona na janela de masculinização (fase fetal) pode ter resultado no menor 

índice anogenital (Mcintyre, Barlow, and Foster 2001). Devemos considerar que 

as células de Leydig podem estar comprometidas pelo efeito direto (presença do 

vírus) ou indireto (pela alteração no eixo Hipotálamico-Hipófisário-Gonadal) da 

infecção viral.  

A queda significativa dos níveis de testosterona pode ter levado a 

alterações na terceira fase da espermatogênese (fase espermiogênica), que é 
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altamente dependende de andrógenos (Gendt et al. 2004), levando a problemas 

morfológicos na cabeça dos espermatozoides e na formação do acrossomo. 

Ainda, a testosterona estimula a produção do fator inibidor de migração de 

macrófagos (MIF) pelas células de Leydig, que tem a função de recrutar de 

macrófagos para o ambiente tecidual (Oliveira, Cerri, and Sasso-Cerri 2021). 

Assim, os níveis reduzidos de testosterona podem contribuir para a redução na 

quantidade de macrófagos no ambiente testicular. Por sua vez, os próprios 

macrófagos ainda são importantes fornecedores de colesterol (25 

hidroxicolesterol) para as células de Leydig, imprescindíveis para a produção de 

testosterona (Oliveira et al. 2021). 

Os macrófagos são conhecidos como disseminadores de ZIKV na gônada 

masculina (Yang et al. 2020). Interessantemente, observamos um menor número 

de macrófagos testiculares (células CD68+) e menor expressão de iNOS no 

tecido testicular dos animais infectados. A menor expressão de iNOS também 

pode levar a uma menor produção de testosterona pelas células de Leydig 

(O’bryan et al. 2000). Ainda, observamos um aumento da expressão de Cox-2 

no testículo dos animais infectados. Geralmente, essa expressão ocorre em 

macrófagos, células de Leydig e em células de Sertoli (Nica B Frungieri et al. 

2015). Os níveis aumentados de Cox-2 podem coibir a infiltração de macrófagos 

(Wang et al. 2021), inibir a síntese de testosterona (Zirkin 2005) e as 

prostaglandinas produzidas (principalmente PGE2) podem estimular a 

replicação de vírus com fita de RNA positiva (Waris and Siddiqui 2005), como 

observado para o ZIKV. Ao avaliarmos a expressão de uma molécula anti-

inflamatória (Il10) e pró-inflamatória (Tnf), vimos que estavam semelhantes às 

dos animais controles. Esses dados sugerem que o ambiente testicular dos 

animais infectados não estava inflamado, o que é condizente com a produção 

contínua de espermatozoides nesses animais.  

No compartimento tubular, as células que apresentaram mais 

susceptibilidade ao vírus foram as células de Sertoli e as células germinativas 

localizadas no compartimento basal. Curiosamente, apoptose de espermatócitos 

primários já foi reportado em estudos anteriores usando esse mesmo modelo de 

infecção (Camargos et al. 2019). Percebemos nesse modelo que a sinalização 
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entre as células de Sertoli adjacentes e entre as células de Sertoli e células de 

Leydig estiveram comprometidas, uma vez que observamos menores níveis da 

expressão de Conexina 43 (presentes em junções de comunicação) e Wt1 (fator 

produzido pelas células de Sertoli que estimula a esteroidogênese em células de 

Leydig)(Chen et al. 2014). Interessantemente, vimos que a expressão de 

Claudina 11 (presente em junções de oclusão) esteve semelhante aos animais 

controles, indicando que a barreira de células de Sertoli estava preservada 

nesses animais. Esses dados são condizentes com a formação de células 

haplóides no compartimento tubular. Devido a alteração da morfologia 

espermática e observações prévias de retenção de corpos residuais (Camargos 

et al. 2019), investigamos a expressão de Katnal1, um fator produzido pelas 

células de Sertoli que é essencial para a espermiogênese e diferenciação das 

espermátides (Smith et al. 2012). A expressão dessa proteína manteve o mesmo 

padrão entre o grupo infectado e controle, sugerindo que o citoesqueleto das 

células de Sertoli não estava afetado pela infecção e pelos baixos níveis 

androgênicos.   

A redução dos níveis de andrógenos no testículo pode desencadear 

importantes problemas para o processo espermatogênico (SMITH; WALKER, 

2014). Sabe-se, também, que falhas na espermatogênese, principalmente 

relacionadas à organização da cromatina, estão diretamente associadas com o 

aumento dos defeitos de cabeça nos espermatozoides (Chemes and Rawe 

2003). Deste modo, o aumento significativo da proporção de espermatozoides 

com defeitos de cabeça, bem como a maior prevalência de gametas com a 

cromatina não-protaminada, observados no grupo infectado do presente 

trabalho, podem indicar uma potencial condição de subfertilidade (Chemes and 

Rawe 2003; Pourmasumi et al. 2019). 

Além disso, defeitos na formação do acrossomo já foram anteriormente 

relacionados com o aumento da taxa de fragmentação no DNA e da falha de 

compactação da cromatina (Chemes and Rawe 2003; Vicari et al. 2002). Os 

dados aqui apresentados, obtidos pela combinação da análise morfológica e 

distintas técnicas de coloração/marcação, indicam possíveis danos ao DNA e 

alterações na formação de acrossomo dos espermatozoides da prole nascida de 
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mães infectadas por ZIKV durante a gestação. O processo de protaminação, que 

consiste na substituição de histonas por protaminas no DNA dos 

espermatozoides, molda a dupla-fita em estruturas toroidais tornando-a mais 

compacta e protegida contra agentes danosos ao material genético, como 

endonucleases e radicais livres (Aitken and De Iuliis 2007; Beletti 2013; Carrell 

2012). O comprometimento desse processo pode resultar em redução da 

motilidade espermática e aumento considerável de danos ao DNA (Carrell 2012; 

Dominguez, Arca, and Ward 2011), sendo amplamente discutidos na literatura 

como possíveis causadores de infertilidade (Carrell 2012; Oliva 2006; Simon et 

al. 2011, 2019). Em conjunto, a queda da quantidade de espermatozoides 

morfologicamente normais somada aos danos na cromatina observados no 

presente estudo alertam para uma possível condição de subfertilidade nesses 

indivíduos, uma vez que são necessários gametas vivos, móveis e 

morfologicamente normais para uma fertilização natural e de sucesso (Chemes 

and Rawe 2003).  

Além da preocupação com a fertilidade, devemos considerar o ejaculado 

como um importante fluido biológico que indica as condições de saúde da 

pessoa. Estudos clássicos demonstram que homens com piores parâmetros 

seminais apresentam maiores taxas de mortalidade (Eisenberg et al. 2014; 

Jensen et al. 2009). Dessa forma, no presente estudo, identificamos as 

propriedades dielétricas seminais específicas dos animais controles e 

infectados. Essa padronização pode ser uma ferramenta valiosa e alternativa de 

diagnóstico e triagem de pacientes do sexo masculino. Assim, associando 

leitores espectroscópicos para avaliação do ejaculado e, com o auxílio de 

inteligência artificial, poderemos ter resultados rápidos e confiáveis, identificando 

se o paciente foi ou não infectado. A tecnologia diagnóstica proposta é muito 

promissora pois consegue detectar padrões específicos dos espermatozoides 

baseado nas mudanças do coeficiente de excitação das amostras. Apesar dos 

dados serem iniciais e inovadores, dependendo da repetibilidade dos nossos 

ensaios, poderemos desenvolver protótipos para serem usados em clínicas de 

reprodução assistida e Unidades Básicas de Saúde. 
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Ao encontro dos achados descritos no presente trabalho, animais 

diretamente infectados por ZIKV, além de apresentarem redução drástica dos 

níveis de testosterona (GOVERO et al., 2016), também exibem alterações 

importante para o processo espermatogênico bem como maior percentual de 

espermatozoides com morfologia anormal, assim como elevadas taxas de 

fragmentação de DNA (Govero et al. 2016; Griffin et al. 2017; Joguet et al. 2017; 

Kurscheidt et al. 2019; Sheng et al. 2017). Portanto, é fundamental ressaltar que 

essa condição e risco de comprometimento da fertilidade é válido para indivíduos 

infectados durante a gestação (modelo do presente estudo). 
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7. CONCLUSÃO 

A partir das investigações realizadas no presente estudo, vimos proteínas 

virais (NS1) do ZIKV em diferentes tipos celulares no parênquima testicular dos 

animais nascidos de mães infectadas durante a gestação. Dentre as principais 

alterações testiculares desses animais, podemos ressaltar o comprometimento 

da via esteroidogênica e dos níveis plasmáticos e intratesticulares de 

testosterona. Os baixos níveis androgênicos estão relacionados com o menor 

índice anogenital identificado nos animais infectados, bem como na maioria das 

alterações testiculares observadas. Entre as alterações, podemos mencionar a 

falha na sinalização das células de Leydig com células de Sertoli e com 

macrófagos. Observamos falhas na fase de diferenciação espermática (que é 

altamente depende de andrógenos), e, como consequência, identificamos 

defeitos de cabeça, falhas de protaminação, maior fragmentação do DNA e 

mudanças das propriedades dielétricas dos espermatozoides. Apesar de serem 

necessários mais estudos sobre o tema, podemos concluir que as propriedades 

dielétricas associadas com modelagem de inteligência artificial são promissoras 

para o estabelecimento de um teste rápido diagnóstico de alterações 

espermáticas decorrentes de infecção viral.   
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8. FIGURAS 
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Figura 1. Parâmetros biométricos e presença de proteínas virais nos 

testículos de indivídous que nasceram de mães infectadas por ZIKV. 

(a) Design experimental: camundongas foram injetadas com PBS (Círculo preto) 

e com 106 PFU da cepa brasileira do ZIKV (Losango verde) no dia 5,5 da 

gestação. 12 semanas após o nascimento da prole, os animais foram analisados. 

Esquema modificado de Camargos et al., 2019. (b-d) parâmetros biométricos: 

(b) peso corporal, (c) peso testicular e (d) índice anogenital em animais controles 

(PBS) e infectados (ZIKV). (e-m) Proteínas virais identificados no parênquima 

testicular. (e) Animais controles (PBS). (f-m) Identificação da proteína NS1 

(Células positivas: cabeça de seta vermelha) no parênquima testicular de 

animais infectados (f, ZIKV) e em diferentes tipos celulares, tais como: (g) Célula 

de Leydig; (h) Célula peritubular mióide; (i) Célula de Sertoli; (j) Pré-leptóteno; 

(k) Leptóteno; (l) Zigóteno; (m) Paquiteno; (n) Diplóteno. Análise estatística (teste 

t): * = p<0.05; ** = p<0.01. Barra de escala: e-f: 20μm; g-n: 10 μm.  
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Figura 2. Alterações no compartimento intertubular do testículo da prole 

infectada. 

(a-b) Imunomarcação para a enzima 3βHSD em animais controle (a, PBS) e 

infectados (b, ZIKV). (c) Análise gênica das enzimas da via esteroidogênica. 

Linha tracejada indica a expressão do grupo controle. (d-e) Níveis plasmáticos 

(d) e intratesticulares (e) de testosterona nos grupos contole (PBS) e infectado 

(ZIKV). (f, g) Imunomarcação para CD68 (cabeça de seta vermelha) nos animais 

controle (f) e infectados (g). (h) Análise gênica de inos, Tnf e Cox2. Linha 

tracejada indica a expressão do grupo controle. (*p<0.05, **p<0.01). Análise 

estatística (teste t): * = p<0.05; ** = p<0.01. Barra de escala: 20μm. 
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Figura 3. Alterações no compartimento tubular do testículo da prole 

infectada. 

(a, b) Imunohistoquímica para a proteína Conexina 43 (cabeça de seta vermelha) 

em animais controle (a, PBS) e infectados (b, ZIKV). (c) Análise de importantes 

genes expressos em células de Sertoli. Linha tracejada indica a expressão do 

grupo controle. (d) Análise de genes relacionados com morte celular e células 

germinativas. Linha tracejada indica a expressão do grupo controle. Análise 

estatística (teste t): * = p<0.05. Barra de escala: 20μm. 
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Figura 4. Parâmetros espermáticos dos camundongos nascidos de mães 

infectadas por ZIKV. 

(a) A vitalidade espermática no grupo controle (PBS) e infectado (ZIKV). (b) 

Motilidade total e progressiva dos espermatozoides do grupo controle (PBS) e 

infectado (ZIKV). (c) Prevalência de espermatozoides morfologicamente normais 

no grupo controle (PBS) e infectado (ZIKV). (d) Localização das principais 

alterações morfológicas do espermatozoide (cabeça-head, peça intermediária-

midpiece e cauda-tail) no grupo controle (preto) e infectado (verde). (e) 

Detalhamento da prevalência das alterações morfológicas na cabeça dos 

espermatozóides (acrossoma-hookless; formato de banana- banana like; 

estreito-narrow; sem cabeça-headless; amorfo-amorphous; duas cabeças-

double head). (f) Quantificação dos espermatozoides com DNA não protaminado 

nos grupos controle (PBS) e infectado (ZIKV). (g) Quantificação dos 

espermatozoides com DNA fragmentado no grupo controle (PBS) e infectado 

(ZIKV). (h) Classificação dos dados espectroscópicos do sêmen dos diferentes 

grupos amostrais pelo software de Inteligência Artificial. (i) Probabilidade de 

infecção fornecida pelo software ao interpretar os dados espectroscópicos do 

sêmen infectado com Zika vírus (amostras 1 a 22). Amostra (sample) 0 = 

probabilidade diagnóstica do software antes da leitura do fluido seminal. Barras 

vermelhas = probabilidade do sêmen ser do animal infectado. Barra azul = 

probabilidade do sêmen ser do animal controle.  Análise estatística: a, f e g (teste 

Mann-Whitney); b-e (teste t); * = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0,001. 
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Figura 5. Resumo e hipótese da patogênese de ZIKV em testículos de 

camundongos infectados durante a gestação. 

Proteínas do ZIKV (NS1) foram identificadas em células de Leydig, células 

peritubulares mióides, células de Sertoli e células germinativas. Os dados 

sugerem que a possível infecção de ZIKV em células de Leydig é crítica para 

induzir alterações biométricas, celulares e moleculares observadas nos 

testículos de animais nascidos de mães infectadas. Células de Leydig infectadas 

diminuem a síntese de testosterona devido a inibição das enzimas 

esteroidogênicas (S.E.), resultando em menor peso testicular e índice 

anogenital. Os níveis baixos de andrógenos podem afetar a fase 

espermiogênica, responsável pela diferenciação morfológica das espermátides. 

Ainda, células de Leydig infectadas podem estimular a síntese de COX2 e inibir 

o recrutamento de macrófagos (CD68+). Os níveis de MIF (macrophage 

migration inhibitory fator), envolvida na atração de macrófagos, e PGE2 

(prostaglandinas E2) que inibe a síntese de testosterona e estimula a replicação 

de viral estão sob investigação. No compartimento tubular, reduzidas 
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sinalizações entre células de Sertoli (conexina 43, Cx43) e entre células de 

Sertoli e Leydig (Wt1) foram evidenciadas. Setas tracejadas: vias estimulatórias. 

Linhas contínuas: vias inibitórias. Setas para baixo: redução ou menor 

expressão. Setas para cima:  aumento ou maior expressão. Sinal de igual: 

expressão inalterada.   
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