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ABSTRACT

The Zika virus belongs to the family Flaviviridae, genus Flavivirus. It is an arbovirus whose main vectors are
mosquitoes of the genus Aedes. Studies in rodents have shown that the persistence of the virus in the testicles
causes damage to the reproductive tissue. This work aimed to study the effect of experimental infection by the
Zika virus on fertility in non-human primates of the species Saimiri collinsi. Five pre-pubertal males (<2 years
old) of the species Saimiri collinsi were used. Three animals were infected (infected group) with the strain of Zika
virus BE H815744. Two other uninfected males were used as a negative control (uninfected group). Twenty-one
days after infection, infected and uninfected males were euthanized. After euthanasia, they were referred for
necroscopic examination for macroscopic and microscopic evaluation. During the necropsy, the testicles were
collected and fixed in 10% formaldehyde. After fixation, the tissues were processed routinely and embedded in
paraffin. The slides were stained with hematoxylin and eosin for histopathological evaluation. Histopathological
changes were observed in the testis of three of the five animals. Different degrees of inflammation were identified,
in addition to degeneration and/or necrosis. The three animals presented a reduced number of sperm cells, with no
sperm and severe necrosis. The results obtained conclude that the Zika virus can cause pathological changes in the
reproductive system of males of the species Saimiri collinsi.
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INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus. E um
arbovirus que apresenta como principais vetores os mosquitos do género Aedes (DICK,
KITCHEN e HADDOW, 1952). Contudo, também pode ser transmitido através de relacao
sexual, vertical (transplacentaria) e transfusao sanguinea (MOREIRA et al., 2016; WEAVER
etal. 2016).

Complementarmente, a persisténcia da infeccdo por ZIKV parecer ser transitéria e
estudos publicados relatam enorme variagdo quanto ao tempo de detec¢ao do RNA viral em
diferentes espécimes amostrais (ATKINSON et al., 2016; GASKELL et al., 2017). Estudos em
roedores mostraram que a persisténcia do ZIKV nos testiculos causa danos aos tubulos
seminiferos, atrofia testicular, oligospermia e consecutivamente redugao das taxas de fertilidade
(GOVERO et al., 2016; MA et al., 2016; URAKI et al., 2017).
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Diante do atual cenario, vé-se a necessidade de estudos experimentais para
compreender suas caracteristicas, patogenicidade, bem como os efeitos que ainda pode causar
sobre a fertilidade da populacdo em risco de infec¢do pelo ZIKV, especialmente em machos
pré-puberes. Nesse contexto, este trabalho teve por intuito estudar as alteragdes patologicas da
infeccao experimental pelo ZIKV sobre o sistema genial masculino em primatas nao humanos
(PNHs) da espécie Saimiri collinsi.

MATERIAL E METODOS

Todos os animais submetidos a este experimento integravam o plantel do Centro
Nacional de Primatas (CENP). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/IEC) do Instituto Evandro Chaga, sob o
protocolo de n ©033/2018, sendo também autorizados junto ao SISBIO (ICMBio n°® 52928-2).

Neste experimento foram utilizados cinco machos pré-puberes (<2 anos de idade) da
espécie Saimiri collinsi. Trés animais (AT-005, AT-156 e AT-163) foram infectados (grupo
infectado) pela cepa de linhagem africana ZIKV BE H815744 (Faria et al., 2016). O in6culo
foi feito com 0,5mL de suspensdo de células VERO infectadas, contendo 1,0 x10° PFU/mL, via
intradérmica. Outros dois machos nao infectados (AT-001 e AT-003) foram utilizados como
controle negativo (grupo nao infectado). Vinte e um dias ap6s a infecgdo, os machos infectados
e ndo infectados foram eutanasiados. Apods a eutandsia, foram encaminhados ao exame
necroscopico para a avaliagdo macroscopica e microscopica.

Durante a necropsia, os testiculos foram coletados e fixados em formaldeido a 10%.
Apos a fixagao, os tecidos foram processados rotineiramente e embebidos em parafina. Secgoes
seriais de Sum de espessura foram realizadas. Realizou-se coloragdo com hematoxilina e eosina
(HE). Foi realizada uma avaliacao histopatologica independente e as cegas das laminas de HE.
As analises foram feitas em 3 campos histologicos nos aumentos de 100x e 400x, como
atualmente recomendado pelo International Harmonization of Toxicologic Pathology
Nomenclature.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas alteracdes histopatoldgicas no testiculo de trés (AT-005, AT-156 e
AT-163) dos cinco PNHs machos que foram avaliados 21 dia p6s-infec¢ao (DPI). Observou-se
diferentes graus de inflamacdo, além de degeneracdo e/ou necrose. A caracterizagdo do
processo inflamatorio foi realizada pela presenca de focos de células inflamatorias (neutrofilos,
leucdcitos ou linfocitos) no intersticio, estando estas concentradas principalmente em torno de
vasos sanguineos de pequeno a médio calibre.

O animal AT-156 apresentou intensa degeneracdo do parénquima tubular, com
infiltragdo de numero exacerbado de neutrofilos sem a ruptura das membranas seminiferas
basais, acompanhado de edema pericelular multifocal (Fig. 01). AT-005 e AT-163
apresentaram retracdo tubular devido a degeneracao celular, além de edema intratubular e
desorganizagdo estrutural devido a necrose (Fig. 02). A acdo de citocinas na resposta
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imunolégica ao ZIKV resulta no processo inflamatorio e na eliminacdo de células infectadas
(SCHOUEST et al., 2020).

Observou-se no animal AT-163 foco de células inflamatorias no intersticio. Tsetsarkin
e colaboradores (2020) relataram o tropismo do ZIKV pelas células intersticiais, destacando a
infeccdo de macrofagos como importante passo para a patogénese da doenca no o6rgao. O
mecanismo para a ruptura da barreira hemato-testicular na infeccao de células intratubulares
permanece desconhecido.

Figura 01: Testiculo direito, animal AT-156, 21 DPIL. Infiltragdo por neutréfilos (seta preta).
Necrose das espermatides e de células tubulares (setas vermelhas). HE. 400x. Barra de escala =
50um.

Figura 02: A. Testiculo, animal AT-005, 21 DPI. B. Testiculo, animal AT-163, 21 DPI.

Retracao tubular em ambos os testiculos, edema com inflamagao (seta vermelha) e necrose (seta
preta). HE. 400x. Barra de escala = 50pum.

Os trés animais apresentaram numero reduzido de células espermatogénicas, com
auséncia de espermatozoides e necrose severa (Fig. 01 e Fig. 02). Assim como descrito neste
trabalho, Peregrine et al. (2019) constataram diminui¢do da espermatogénese em babuinos-
anubis (Papio anubis) 10-11 DPI do ZIKV. Os autores também descreveram a presenga de
células inflamatorias no intersticio, extendendo-se ao interior dos tubulos seminiferos. As
lesdes em células espermatogénicas podem causar infertilidade em machos, além de sugerir
transmissdo sexual do virus pelo sémen (MUSSO e GUBLER, 2016; LIU et al., 2018).

CONCLUSOES
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Assim como o descrito em outras espécies de primatas ndo humanos (PNHs), o Saimiri
collinsi ¢ susceptivel a variante do ZIKV utilizada no estudo. Podemos concluir que o ZIKV
pode causar alteragdes patologicas no sistema reprodutor de machos desta espécie. Modelos de
PNHs seguem como excelente referéncia na realiza¢ao de pesquisas biomédicas.
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