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Caracterizacio do impacto da infeccio pelo virus ZIKA no metabolismo energético do
testiculo e fertilidade masculina

Raquel das Neves Almeida

Resumo

O Zika virus (ZIKV) é um virus transmitido por artropodes (arbovirus) que também foi
identificado como sendo transmitido por outras vias, incluindo transmissdo sexual, o que
implica em um grande impacto na satde publica. J& estd bastante consolidado em modelo
animal que o ZIKV consegue infectar, se reproduzir e causar danos severos na homeostase
testicular. Entretanto poucas vias foram descritas e correlacionadas a esse processo de
patogénese. Portanto, nesse trabalho buscamos caracterizar algumas vias que possam
demonstrar os efeitos da infec¢do por ZIKV testiculo, um 6rgao de privilégio imunoldgico. Para
avaliar a relag@o da infeccao viral e a modulagcdo molecular do sistema reprodutor masculino,
analisamos os testiculos de camundongos C57BL/6 infectados ou ndo com o isolado brasileiro
ZIKV (ZIKV BR) por espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS).
Observamos um perfil metabolico diferencial entre os testiculos infectados e ndo infectados
pelo ZIKV. Vérios metabdlitos, especialmente da via glicolitica, foram modulados pelo ZIKV
nos testiculos, incluindo o aumento da abundancia relativa de glicose. Além disso, verificamos
por western blot que a infec¢do por ZIKV causa modulacdo na expressdo de proteinas da via
glicolitica. A expressao das proteinas fosfoglicerato quinase (PGK) do tipo 2, e hexoquinase I
foi reduzida pela infeccdo do ZIKV nos testiculos. A presenga de ZIKV no testiculo de
camundongos apos 14 dias de infec¢do pelo ZIKV foi confirmada por RT-PCR, mas nao foi
encontrado material genético viral no plasma ou no cérebro destes animais, sugerindo um
tropismo desta cepa pelo testiculo. Para investigar as consequéncias da infec¢ao por ZIKV em
testiculos humanos, sémen de homens positivos ou negativos para ZIKV foram coletados e
avaliados por protedmica LC-MS/MS Label-free. O sémen de homens previamente positivos
para ZIKV mostrou modulacdo nas proteinas do metabolismo energético e da espermatogénese.
Tomados em conjunto, nossos resultados mostraram que a infec¢do por ZIKV pode afetar a
fisiologia dos testiculos pela modulagdo da via glicolitica. Todos esses dados sugerem a
influéncia da infeccao pelo ZIKV no metabolismo celular que poderia apoiar o estabelecimento
e a replicagdo do ZIKV nos testiculos. Além disso, esse estudo possibilita a condug¢do de uma
investigacdo aprofundada sobre como o ZIKV pode modular os mecanismos celulares que

promovem danos nos testiculos para fornecer mais indica¢des sobre alvos terapéuticos.
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Characterization of the ZIKA virus infection impact on testis energetic metabolism and
male fertility

Raquel das Neves Almeida

Abstract

Zika virus (ZIKV) was first reported transmitted by arthropods, however it has been
identified transmitted by other routes, including sexual transmission which became a major
impact on public health. It is already well established in the animal model that ZIKV can infect
and cause severe damage to testicular homeostasis. However, only few pathways have been
described and correlated with this pathogenesis process. Therefore, in this work we aimed to
characterize some pathways that can demonstrate the effects of ZIKV infection in the testicle,
an immune privileged organ. To assess the relationship of viral infection and molecular
modulation of the male reproductive system, we analyzed the testicle of C57BL/6 mice infected
or not with Brazilian ZIKV (ZIKV BR) by Electrospray Ionization Mass Spectrometry (ESI-
MS). We observed a differential metabolic profile between testicles infected and not infected
by ZIKV. Several metabolites, especially from the glycolytic pathway, were modulated by
ZIKV in testis, including an increase in the relative percentage of glucose. In addition, we
verified by Western Blot that ZIKV infection causes modulation the expression of proteins in
the glycolytic pathway. Protein phosphoglycerate kinase (PGK) expression of type 2, and
hexokinase I was reduced by ZIKV infection in the testicles. The presence of ZIKV in the testis
of mice after 14 days of ZIKV infection was confirmed by RT-PCR, but no viral genetic
material was found in the plasma or brain, suggesting a tropism of this strain for testicle. To
investigate the consequences of ZIKV infection in human testicles, semen from ZIKV-positive
or negative men were collected and evaluated by LC-MS / MS Label-free proteomics. The
semen of men previously positive for ZIKV showed modulation in the proteins of energy
metabolism and spermatogenesis. Taken together, our results showed that ZIKV infection can
affect the physiology of the testes by modulating the glycolytic pathway. All of these data
suggest the influence of ZIKV infection on cell metabolism that could support the establishment
and replication of ZIKV in the testicles. In addition, this study makes it possible to conduct an
in-depth investigation of how ZIKV can modulate the cellular mechanisms that promote

damage to the testicles to provide further indications on therapeutic targets.
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1. Introducio
1.1 Zika Virus

O virus ZIKA (ZIKV) foi identificado inicialmente na Africa em Uganda em 1947, em
macacos da espécie Rhesus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Entretanto, houve a
disseminagdo do virus, e a identificagdo da infec¢do em humanos, o que promoveu um surto
epidémico na Micronésia em 2007, outro na Polinésia Francesa em 2013, posteriormente na
América Latina, em 2015, sendo o ultimo surto ja descrito (HEUKELBACH et al., 2016;
LANCIOTTTI et al., 2008; OZKURT; TANRIVERDI, 2017). Esse ultimo surto foi determinante
para o entendimento de alguns mecanismos da patogénese do ZIKV, sendo entdo associada a
infec¢do viral a microcefalia e anomalias congénitas em bebés nascidos de maes infectadas.
Além de vérias patologias em recém-nascidos e malformagdes congénitas, um grande niimero
de doengas neurologicas em adultos foi relatado como encefalite, meningite e sindrome de
Guillain-Barré provocadas pela infecgdo (ARAUJO; SILVA; ARAUJO, 2018; DA SILVA et
al., 2017; OEHLER et al., 2014; OZKURT,; TANRIVERDI, 2017). Assim, o ZIKV foi
considerado uma emergéncia de saude publica de preocupag¢ao internacional em 2016 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O ZIKV ¢ pertencente ao género Flavivirus da familia Flaviviridae, que inclui varios
outros virus, como o virus da Dengue (DENV), virus da febre amarela (FAV) e virus do Nilo
Ocidental (NOV). Esses virus sdo caracteristicos por serem transmitidos por artropodes
(AHLERS; GOODMAN, 2018; MUTEBI et al., 2004; SUWANMANEE; LUPLERTLOP,
2017). ZIKV ¢ um virus envelopado de cadeia simples de RNA de sentido positivo de
aproximadamente 10,7 kbases que codifica sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4 e NS5) e trés proteinas estruturais (pré-membrana, envelope e capsideo)
(HASAN et al., 2018; LEE; NG, 2018) (Figura 01). ZIKV, apresenta uma estrutura molecular
muito similar aos outros flavivirus, inclusive ao DENV, porém dados de microscopia
crioeletronica revelaram que o ZIKV ¢ bem mais estavel 4 diferentes temperaturas que DENV
(KOSTYUCHENKO et al., 2016). Além disso, o DENV, possui quatro sorotipos (DENV1,
DENV2, DENV3 e DENV4), o ZIKV possui apenas um sorotipo (HASAN et al., 2018). Mesmo
com um sorotipo, ZIKV possui isolados que sdo divididos filogeneticamente em duas grandes
linhagens: Linhagem Africana e Linhagem Asidtica, que podem variar em apenas 4% na
sequéncia de aminoacidos (HADDOW et al., 2012; SHERIDAN et al., 2018). Mesmo com alta

similaridade e homologia, as duas linhagens tém apresentado diferenga na patogénese,
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transmissdo e respostas moleculares in vitro e in vivo (CALVEZ et al., 2018; ESSER-NOBIS
etal., 2019; HU et al., 2019; SHEHU et al., 2018; VIELLE et al., 2018). A linhagem Africana
tem sido considerada como mais agressiva para fetos do que a linhagem Asiatica. Porém,
sugere-se que a infeccdo pelas cepas da linhagem Africana resultaria em danos severos aos fetos
resultando na perda da gravidez, entretanto, as cepas da linhagem Asiatica tem sido mais
associada a acometimentos neuroldgicos e doencas congénitas em fetos, com a patogé€nese
sendo evidenciada na sua forma cronica (SHAO et al., 2017, SHERIDAN et al., 2018;
SIMONIN et al., 2017).

Uma evidéncia interessante, estd no fato das cepas da linhagem Africana conseguirem
se reproduzir de forma mais eficiente no trato intestinal de insetos que as cepas da linhagem
Asiatica. Esse dado sugere que as cepas da linhagem Africana sdo melhor transmitidas através
de insetos do que as cepas da linhagem Asidtica (circulantes na América) (CALVEZ et al.,
2018; HERY et al., 2019). Sendo assim foi identificado que as cepas da linhagem Asiatica t€ém
uma caracteristica de transmissdo mais aprimorada para transmissao sexual (HU et al., 2019).
Isso ¢ sugerido pela quantidade de casos clinicos relatados com transmissdo sexual ap6s viagens
aos paises Americanos que apresentaram surtos de ZIKV (DECKARD et al., 2016; HILLS et
al.,2016; MANSUY etal.,2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Mesmo assim,
muitos trabalhos ja demonstraram que as duas linhagens sdo capazes de infectar e causar danos
ao trato reprodutor masculino (GOVERO et al., 2016; MA et al., 2016; MORRISON;
DIAMOND, 2017; SHERIDAN et al., 2018; TSETSARKIN et al., 2018) .

A N / B B ZIKV genome
“ (] " Matrix Protein M 5’ Cap
w +RNA /
. - »
- L

el (B ] Structural proteins Non-structural proteins

Figura 01. Composi¢cao do virus ZIKA. (A) Representacao da estrutura do ZIKV, que ¢
composta por Envelope, Capsideo, Proteina de membrana e RNA de sentido positivo de fita
simples. (B) Representacdo do RNA viral que ¢ traduzido em uma poliproteina. Essa
poliproteina ¢ clivada por proteases virais e celulares em quatro proteinas estruturais: Capsideo
(C), Envelope (E), membrana precursora (prM); e membrana (M) e em sete proteinas ndo
estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Figura adaptada de: Almeida et al,

Zika Virus Vaccines: Challenges and perspectives; Vaccines 2019.
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1.2 Caracteristicas Clinicas da infec¢cdo por ZIKA

Ap6s as epidemias de ZIKV muitos estudos abordaram as caracteristicas clinicas e as
severidades provocadas pela infeccdo do ZIKV. Apos o periodo de incubacdo, que ¢ em média,
3 dias, as manifestagdes clinicas comeg¢am a aparecer (RUDOLPH et al., 2014). A maioria das
manifestagdes clinicas provocadas pela infeccdo sdo leves com sintomas parecidos com 0s
provocados pelas outras arboviroses (BECKHAM et al., 2017). Em um estudo com uma grande
quantidade de casos confirmados foi identificado que os sintomas mais comuns foram: erup¢ao
cutanea (97%), prurido (79%), prostracdo (73%), dor de cabeca (66%), artralgias (63%),
mialgias (61%), conjuntivite ndo purulenta (56%) e dor na regido lombar (51%) (BRASIL et
al., 2016). Porém, Jimenez Corona et al investigaram que os principais aspectos clinicos
associados a infecc¢ao foram febre (96,6%), erupcao cutanea (93,3%), conjuntivite ndo purulenta
(88,8%), dor de cabeca (85,4%) e mialgia (84,3%) (JIMENEZ CORONA et al., 2016). Sendo
assim os sintomas comuns relatados pelo CDC sdo: Febre, Erupcao cutanea, Dor de cabecga,
Dor nas articulagdes, Olhos vermelhos e Dor muscular (Figura 2). Associada a infec¢do, a febre
baixa ¢ mais comum, porém existem alguns relatos de febre alta (WEITZEL; CORTES, 2016;
ZANLUCA et al., 2015).

Mesmo com essa grande quantidade de sinais e sintomas associados a infec¢do, foi
estimado que cerca de 80% das infeccdes sdo assintomdticas (DUFFY et al., 2009).
Aparentemente, olhando somente esses sintomas a infec¢ao pelo ZIKV apresenta-se como uma
doenga leve, porém no decorrer das epidemias observou-se que o virus € capaz de desempenhar
efeito patoldgico nos tecidos neuronais em fetos e em adultos (MORRISON; DIAMOND, 2017;
MUNOZ et al., 2017). No surto na Polinésia Francesa em 2013-2014, foi relatado o aumento
de 20 vezes mais casos de sindrome de Guillain-Barré¢ (GBS) comparado aos outros anos
(GARCIA et al., 2016). Ademais, durante o surto inicialmente reportado no Brasil em 2015-
2016, foram relatadas as primeiras associagdes com malformagdo neural, defeitos congénitos,
danos neurologicos e as primeiras investigacdes de transmissdo vertical, de mae para feto
(ARAUJO; SILVA; ARAUJO, 2018; HERRERA et al., 2016; HUSSAIN et al., 2018; WEN;
SONG; MING, 2017). Em 2016 a infec¢do por ZIKV se tornou um importante problema de
saude publica devido a associagdo com varios casos de microcefalia em neonatos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Com as confirmacgdes de transmissdo perinatal, outras formas de transmissao, que nao
acontecem por vetores virais, ficaram mais evidentes, sendo posteriormente confirmadas as

transmissoes sexuais (D’ORTENZIO; MATHERON; YAZDANPANAH, 2016).
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Figura 02. Aspectos Clinicos mais comuns associados a infec¢do do ZIKYV. Os sinais e
sintomas das flaviviroses sdo bem parecidos, entretanto, com relagdo a infec¢ao pelo ZIKV os
principais sdo: vermelhiddo nos olhos, dores de cabega, erupcdes cutdneas com coceira
associada, dores musculares, dores nas articulagdes, febre e em alguns casos tosse e vomito.
Figura retirada https://www.cdc.gov/zika/about/overview.html. Acesso em 25 de fevereiro de

2020

1.3 A influéncia do ZIKYV no trato reprodutor masculino

Inicialmente, pensava-se que a transmissdo do ZIKV ocorria somente pela picada de
insetos fémeas da espécie Aedes aegypti ou Aedes albopictus. Entretanto, novas evidéncias
apontaram que ZIKV pode replicar no intestino e glandulas salivares de Culex quinquefasciatus.
Além disso, foi identificado e isolado ZIKV em diferentes espécies de mosquitos Culex
perfuscus, Mansonia uniformis, Anopheles coustani e Anopheles sp. (AYRES, 2016; GUEDES
et al., 2017; PHUMEE et al., 2019; ROUNDY et al., 2017; SLAVOV et al., 2016; VOROU,
2016). Isso sugere uma possivel complexidade sobre a transmissdo, estabelecimento e dindmica
de reproducdo do ZIKV. Outro fato importante sobre a transmissdo do ZIKV que se tornou
aparente durante o surto de 2015, foi o fato de serem identificados varios casos de transmissao
sexual do ZIKV, entre os géneros: masculino para feminino; feminino para masculino;
masculino para masculino (CDC; DAVIDSON et al., 2016; DECKARD et al., 2016; HILLS et
al., 2016). Sendo que a maioria dos casos estdo relacionados com a transmissao a partir de

homens infectados para parceiros do sexo feminino, o que pode estar relacionado a persisténcia
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do virus a longo prazo no s€émen e no testiculo (ATKINSON et al., 2016; DECKARD et al.,
2016; HILLS et al., 2016; MANSUY et al., 2016). Este novo modo de transmissdao do ZIKV
em humanos nunca tinha sido relatado anteriormente relacionado a infec¢do por Flavivirus.
Além disso, o ZIKV ¢ o primeiro arbovirus detectado no s€émen humano (MARTIN-
BLONDEL, 2016; MATHERON et al., 2016; TOWERS et al., 2016). O RNA do ZIKV foi
detectado no sémen em pacientes sintomaticos (ATKINSON et al., 2016; MANSUY et al.,
2016; NICASTRI et al., 2016) e assintomaticos (MUSSO et al., 2017; NICASTRI et al., 2016).
Em um paciente com RNA sérico negativo para ZIKV, o ZIKV foi detectado no sémen,
sugerindo tropismo viral para o sistema reprodutor masculino. O ZIKV persiste e se replica no
trato reprodutivo masculino (STASSEN et al., 2018). ZIKV foi detectado no sémen apods 6
meses de infecgdo (NICASTRI et al., 2016), e em um paciente imunossuprimido apos 900 dias
de infec¢do foi detectado o material genético viral no s€émen (PETRIDOU et al., 2019) ,
sugerindo que os homens infectados sdo um potencial reservatdrio para futuras transmissoes
sexuais, mesmo por um longo periodo apds a infecgdo (ATKINSON et al., 2016; FOY et al.,
2011). Algumas evidéncias indicam que o virus ZIKV chega ao testiculo pela via hematogénica
enquanto a infec¢@o no epididimo acontece via hematogénica/ linfogénica e ductos testiculares
(TSETSARKIN et al., 2018), promovendo danos testiculares, resultando em uma redugdo da
fertilidade no modelo de camundongos (STASSEN et al., 2018). Os efeitos da infec¢ao por
ZIKV no testiculo também sdo identificados na fase cronica, o RNA e antigenos virais podem
ser detectados 14 dias apds a infec¢ao, e apds 35 dias foi identificado material genético viral no
testiculo de animais (CLANCY et al., 2019; ROBINSON et al., 2018). Tal fato foi evidenciado
também pelo desenvolvimento de uma inflamagao cronica testicular (orquite) em estagio final
em camundongos infectados com ZIKV apds 35 e 70 dias apos a infecgdo (CLANCY et al.,
2019). Ainda em camundongos foi comprovado que o ZIKV pode infectar tipos distintos de
células do trato reprodutor masculino, preferencialmente espermatogonias, espermatocitos
priméarios e células de Sertoli (GOVERO et al., 2016; SHENG et al., 2017) (Figura 03). As
células de Sertoli podem suportar altos niveis de replicacdo do ZIKV e nos outros tipos de
células, como espermatogdnias, a infeccdo pode promover a morte celular levando a destruigao
dos tibulos seminiferos (KUMAR et al., 2018; STRANGE et al., 2018). Contudo, alguns dados
evidenciaram que ZIKV PO induz efeitos minimos ao ciclo celular e ndo altera a proliferagdo e
sobrevivéncia celular em células germinativas (ROBINSON et al., 2018). Esses dados, tomados
em conjunto, mostram que essas células germinativas sdo aptas a manter uma producdo duravel
de ZIKV, podendo ser esse o fator principal para a durag@o de longo tempo de material genético

nos testiculos (ROBINSON et al., 2018) O epididimo e vesicula seminal também foram
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detectados como sendo fonte de persisténcia viral em que o material genético viral foi detectado
no flush epididimal e plasma seminal apos 14 e 35 dias de infec¢do (CLANCY et al., 2019).

Dados epidemiolédgicos sugerem que houveram uma série de transmissdes sexuais apos
a epidemia de 2015, por meio de ejaculados de homens infectados com ZIKV (HILLS et al.,
2016; MANSUY et al., 2016). Além dos riscos quanto a transmissdo sexual, ZIKV foi
demonstrado causando infertilidade em camundongos machos (DE LA VEGA et al., 2019;
GOVERO et al., 2016; STASSEN et al., 2018). Em humanos, foi observada uma baixa
contagem de espermatozoides em pacientes infectados pelo ZIKV sugerindo também a
influéncia da infecgdo na fertilidade masculina (AVELINO-SILVA et al., 2018; BAUD et al.,
2017; JOGUET et al., 2017). A persisténcia do ZIKV no trato reprodutor masculino e as
evidéncias da transmissdo via sexual ¢ um indicativo da necessidade atual de um maior controle
de epidemias e desenvolvimento de vacinas.

Vacinas contra ZIKV tém sido desenvolvidas € muitas tém mostrado, conferindo
protecdo completa em camundongos, seguindo para os testes clinicos em humanos (DAS
NEVES ALMEIDA et al., 2018). Nesse contexto a vacina GLS-5700, uma vacina de DNA que
contém uma sequéncia que codifica pré-membrana e envelope de ZIKV mostrou que pode
prevenir e potencialmente reverter a infertilidade promovida pelo virus (DE LA VEGA et al.,

2019).
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Figura 03. Potenciais reservatorios de ZIKV no trato reprodutor masculino. Representacdo
de um corte de uma porcao do tibulo seminifero mostrando as células que suportam a replicagado
do ZIKV. ZIKV pode chegar ao testiculo por vasos sanguineos e iniciar a infec¢do em células
como macrofagos testiculares e células de Leydig. Apds conseguir evadir a barreira hemato-
testicular (BTB), o virus consegue infectar, se reproduzir e permanecer no interior das células
de Sertoli e em células germinativas. Foi demonstrado também que espermatozoides maduros
podem ser infectados pelo ZIKV. Figura adaptada de: Stassen et al, Zika Virus in the Male
Reproductive Tract, Viruses 2018.
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1.4 Inflamacio e Infecciao por ZIKYV no trato reprodutor masculino

Orquite, prostatite, cistite ¢ hematospermia ja foram reportados em homens infectados
com ZIKV (FOY et al.,, 2011; HUITS et al., 2016; MUSSO et al., 2015). Mc Donald ¢
colaboradores demonstraram que células epiteliais do epididimo e leucocitos devem ser a
principal fonte de liberacdo de RNA do ZIKV (MCDONALD et al., 2018). Além disso, a
presenga de leucdcitos no sémen sugere inflamacdo no trato reprodutor masculino e
comprometimento da barreira hemato-testicular (BTB) (HUITS et al., 2017). Mediadores
inflamatorios liberados por macréfagos testiculares pos infecgdo de ZIKV podem também ser
um fator relevante para o comprometimento da BTB, denotando um 6rgdo com inflamacao
evidente(SIEMANN et al., 2017a). Strange e colaboradores, demonstraram que a persisténcia
viral estd associada a uma ativacdo de vias proé-inflamatorias candnicas em células de Sertoli,
com o aumento da expressdo de genes como antigeno leucocitirio humano (HLA-1),
Interleucina 23 alfa (IL-23a), NF-kf3, Interleucina 6 (IL-6), STAT1, STAT2 e genes da via de
regulacdo do Interferon (STRANGE et al., 2018).

No modelo in vitro usando células de Sertoli, Siemann e colaboradores, demonstraram
que a infeccdo pelo virus ZIKA induz altos niveis de citocinas pro-inflamatérias, como as
Interleucina-la (IL-1a), IL-1P, IL-6, IL-8, e TNF-a, além disso, quimiocinas como RANTES
(CCL5), CX3CL1, e IP-10 (CXCL10) foram encontradas aumentadas no sobrenadante apos
72h de infec¢do. Porém a liberagdo de Interferon alfa ocorreu de forma modesta, apenas apos
48h e 72h de infecgdo. As células de Sertoli apresentarem uma forte resposta imune contra a
infeccdo, o virus consegue se estabelecer e replicar no interior desse tipo celular por um longo
periodo de tempo (SIEMANN et al., 2017b). Provavelmente, um fator que pode contribuir para
esse fenomeno ¢ a grande expressdo de receptores AXL em células de Sertoli, que sdo
receptores TAM usados para a entrada de ZIKV em varios tipos celulares (STRANGE et al.,
2019).

Macrofagos testiculares também sdo infectados por ZIKV (MATUSALI et al., 2018b) e
a infeccdo promove aumento de alguns transcritos relacionados a inflamagao, como os genes
IFN-a e IFITI e da secrecdo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-la, e IL-8

(SIEMANN et al., 2017b)(Figura 4).
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Figura 04. A patogénese promovida pela infec¢do do virus ZIKV. A infec¢do por ZIKV no
testiculo apresenta uma marcante resposta imunolodgica que pode promover um ambiente
favoravel ao estabelecimento da infec¢do. Figura adaptada e retirada do artigo: Almeida et al,
The ZIKA virus impact on male reproductive tract immunology and physiology. Em fase de

publicagado.
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1.5 Metabolismo energético e infeccdes virais

A infeccdo pelo ZIKV pode causar anormalidades em espermatozoides humanos, porém
os mecanismos moleculares e celulares envolvidos nesse processo ainda ndo sdo bem
elucidados. Mesmo com pouca literatura nessa area, identificou-se que em fibroblastos
humanos e células de mosquito (C6/36), a infeccdo por ZIKV pode levar ao aumento da
glicolise. Porém em fibroblastos o aumento da glicolise esta associado a geracdo de
intermediarios do ciclo do acido citrico e em C6/36 o aumento da glicose esta relacionado ao
direcionamento das vias das pentoses (THAKER et al., 2019).

Sabe-se que as infecgdes virais afetam drasticamente a fisiologia da célula do hospedeiro
e modulam uma grande variedade de vias e funcdes celulares, reprogramando a maquinaria
celular e metabolica para a produgdo ideal de virus. Tanto virus que apresentam material
genético de RNA, quanto de DNA podem reprogramar o metabolismo celular, podendo
aumentar a captagao de glicose, aumento da via glicélitica, da atividade das enzimas da via das
pentoses e indu¢do da sintese de lipideos (Figura 05) (THAKER; CH’NG; CHRISTOFK, 2019).
Adenovirus, um virus de DNA fita dupla, ja foi demonstrado capaz de induzir aumento da
glicolise durante a infec¢do. E uma cepa viral Adenovirus selvagem 5 (ADWT), mostrou-se
capaz de aumentar o consumo de glutamina e a atividade de glutaminase, sendo assim uma
possivel fonte para geracdo de aminodcidos e intermediarios da via de hexosamina (FISHER;
GINSBERG, 1957; THAI et al., 2015). A familia Herpevirus, também composta por virus de
DNA, foi demonstrada reprogramando o metabolismo celular de diferentes modos. Por
exemplo, a cepa Herpes simplex virus 1 (HSV-1), e Citomegalovirus humano (HCMV) ambos
induzem aumento de da glicolise sendo que o HSV-1 induz aumento de intermediérios que estdo
acima do fosfoenolpiruvato (PEP) e 0o HCMV induz a captagdo de glicose pela inducdo da
transloca¢do de GLUT4 para a membrana plasmatica (LANDINI, 1984; VASTAG et al., 2011;
YU; MAGUIRE; ALWINE, 2011).

O virus da dengue, um flavivirus, ¢ capaz de modular a glicolise e os primeiros
intermediarios da via glicolitica, o que leva a um estado energeticamente favoravel para
replicagdo viral(FONTAINE et al., 2015). Em fibroblastos (Human foreskin fibroblasts), o
DENV induziu aumento da expressdo de translocadores de glicose GLUTI, aumentando
também o a expressao de mRNA de genes de Hexokinase 2(HK2) (FONTAINE et al., 2015).
Em células de fibroblasto renais (BHK-21) e em células endoteliais (HUVEC-C) foi demostrado
que a atividade enzimatica do gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ¢ aumentada

durante a infec¢do pelo DENV de maneira dependente de NS1(ALLONSO et al., 2015), porém
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Silva e colaboradores demonstraram que a proteina NS3 do DENV interage diretamente com
GAPDH, verificado ainda, co-localizacdo da proteina NS3 e GAPDH em células Huh7.5.1
(célula hepatica) infectadas com DENV2, BHK-21 transfectadas com plasmideo contendo NS3
e em tecido hepatico de um paciente com caso fatal de Dengue (SILVA et al., 2019), sugerindo
que a interagdo das proteinas virais com as moléculas do hospedeiro podem influenciar
diretamente alteracdes hepaticas.

A interagdo do GAPDH com NS3 viral reduz a atividade glicolitica levando ao acimulo
de metabolitos intermedidrios fazendo com o que vias metabdlicas alternativas sejam entdo
estabelecidas (SILVA et al., 2019). Em modelo in vitro, usando fibroblastos (ATCC PCS-201-
010) foi demonstrado que durante a infec¢do por DENV os intermediarios iniciais da via
glicolitica como glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato aumentaram a sua concentracdo e o0s
intermediarios finais como 3-fosfogliceraro e fosfoenolpiruvato diminuiram no decorrer da
infeccdo (FONTAINE et al., 2015). Porém, os autores ndo determinaram se essas modulagdes
estavam relacionadas ao aumento do fluxo do metabolismo da glicose ou a diminui¢do da
producdo desses intermediarios. Outro estudo demonstrou que quando utilizado phloretin, um
inibidor do transporte de glicose em células vero e astroglioma US7MG, os titulos virais de
DENYV sao reduzidos, seguidos da redu¢do da atividade apoptdtica de caspase 3 e 7 e redugao
da fosforilacao de Akt/mTOR (LIN et al., 2019).

Em pacientes infectados com dengue no periodo inicial, na fase aguda da infeccao, foi
demonstrado que a intolerancia a glicose esta fortemente associada com a infec¢do, sendo um
achado muito importante podendo ser um fator aliado para um diagnostico precoce dessa

infeccdo (MA et al., 2010).
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Figura 05. Vias metabolicas alteradas por varios tipos de virus. " Virus pertencentes a
familia de Herpevirus; * Virus pertencentes a familia de Flavivirus; ¢ Regulagio negativa
promovida pela infecgdo; © A cepa KSHV regula positivamente a sintese de lipideos, porém
regula negativamente a sintese de colesterol. Figura retirada de Thaker et al, Viral hijacking of

cellular metabolismo, BCM Biology 2019.

1.6 Metabolismo energético e funcoes testiculares

A energia metabodlica fornecida pela glicolise também ¢é necessaria para formagao de
espermatozoides e para a fertilizagdo em roedores e humanos (FORD, 2006; WILLIAMS;
FORD, 2001). Durante a espermatogénese, a utilizacdo de alguns substratos ¢ dependente do
estagio celular do desenvolvimento (BAJPAI; GUPTA; SETTY, 1998). A dependéncia do
lactato, por exemplo, esta correlacionada aos estagios iniciais da espermatogénese, enquanto
que os espermatozoides (células j4 maduras) usam glicose e outras hexoses como principais
substratos para seu consumo energético, além da dependéncia da B-oxidacdo lipidica

(AMARAL et al., 2013; BRAUCHI et al., 2004; DIAS et al., 2014). Em camundongos foi
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demonstrado que as células germinativas, do inicio da espermatogénese, ndao sdo incapazes de
metabolizar a glicose e seu desenvolvimento depende do lactado fornecido pelas células de
Sertoli (BOUSSOUAR; BENAHMED, 2004; RATO et al., 2012). Porém as células de Sertoli
nao dependem da oxida¢ao da glicose para suas necessidades energéticas. Essas células utilizam
a B-oxidagdo como principal fonte para garantir a energia necessaria para exercicio das suas
funcdes celulares. Enquanto que o piruvato proveniente de glicolise é, em sua maioria,
direcionada para a formagdo de lactato, que por sua vez, garantira substrato metabolico para
células germinativas Figura 06) (OLIVEIRA et al., 2015; RATO et al., 2012).

Para o metabolismo testicular, as células de Sertoli apresentam um papel fundamental
garantindo suporte fisico e também nutritivo para as células germinativas (ALVES et al., 2013;
BOUSSOUAR; BENAHMED, 2004; FIJAK; BHUSHAN; MEINHARDT, 2011; ZHENG et
al., 2015) . Pelo seu papel fundamental na espermatogénese, em condi¢des de privagcdo de
glicose, algumas vias sdo ativadas como garantia da manutengdo energética para as células
germinativas. A falta de glicose, entdo, vai induzir AMPK e a via p38 MAPK, que irdo aumentar
os niveis de RNAm para GLUT1 aumentando entdo a captacao de glicose, o que levara também
ao aumento dos niveis de mRNA para GLUT 3 e MCT1 (GALARDO et al., 2010; NGUYEN,
2017; RIERA et al., 2009).

Os transportadores de glicose desempenham um papel muito importante relacionados a
regulacdo e dindmica das hexoses no organismo. Porém, cada receptor possui uma dindmica e
caracteristica diferente no organismo e na espermatogénese. O receptor GLUT 2 foi encontrado
em testiculo de camundongos e possui a capacidade de transportar também frutose (KOKK et
al., 2004). O transportador de glucose GLUT 3 ¢ o mais abundante no testiculo, sendo que o
GLUT 14, ultimo a ser descoberto, tem como sua localizagdo principalmente o testiculo, esse
receptor tem 95% de homologia com o GLUT3 (KOKK et al., 2004). Mesmo o GLUT3 sendo
o mais abundante no testiculo, no espermatozoide maduro hd uma distribuicao diferenciada de
transportadores GLUT sendo que GLUTI e GLUT2 estdo mais localizados na regido do
acrossoma e na cauda, enquanto que o GLUT 3 ¢ mais encontrado na peca intermedidria do
espermatozoide (BUCCI et al., 2011; DING et al., 2015). Apos a passagem da glicose pelos
transportadores GLUT, ela ¢ catalisada pela enzima hexoquinase, a primeira enzima da via
glicolitica. A hexoquinase catalisa a conversao de hexose (glicose) em hexose-6-fosfato, quatro
isoformas de hexoquinase sdo expressas em c¢lulas de mamiferos sendo que a hexoquinase
(HK1) é a mais expressa em testiculo de camundongos (NAKAMURA et al., 2008).

Diferentemente das outras proteinas da via glicolitica citadas acima a fosfoglicerato

quinase (PGK), a enzima responsavel pela primeira etapa geradora de ATP na via da glicdlise,
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esta sendo considerada como um dos possiveis biomarcadores de fertilidade (BIENIEK;
DRABOVICH; LO, 2016; DANSHINA et al., 2010; KOVAC; PASTUSZAK; J., 2013). A
proteina PGK2, encontrada apenas no tecido reprodutivo, ndo desempenha um papel crucial
para o desenvolvimento de espermatozoides no processo de espermatogénese, mas € essencial
para a motilidade dos espermatozoides e fertilidade masculina (LIU et al., 2016; PARKA et al.,
2018). Isto sugere que a PGK2 desempenha um duplo papel, no metabolismo energético e na
fertilidade masculina (LIU et al., 2019). A fosfoglicerato quinase possui duas isoformas em
mamiferos a PGK1 e a PGK2, sendo que a PGK1 possui um papel muito importante para cancer
sendo um considerado um fator de prognostico (SUN et al., 2015). A proteina PGK1 ¢ também
encontrada no testiculo e em espermatozoides maduros, contudo, durante a espermatogénese a
transcricdo de PGK1 ¢ reprimida em espermatocitos devido a inativagdo do cromossomo sexual
meiodtico, enquanto ¢ iniciada a expressdo compensatoria de PGK2 principalmente em
espermatocitos e espermatides (LIU et al., 2016; MCCARREY et al., 1992).

Outra enzima que apresenta uma funcdo muito importante para a fertilidade e esta
presente no metabolismo da glicose € a Enolase. A expressdo da Enolase esta mais identificada
na cauda de espermatozoides maduros associadas aos microtubulos, sugerindo um papel
fundamental para motilidade (GITLITS et al., 2000). Ademais, a Enolase possui algumas
isoenzimas em mamiferos sendo que a Enolase 4 apresenta um papel fundamental para a
organizagdo estrutural da cauda dos espermatozoides e desempenha a maior fung¢ao das enolases
em espermatozoides (NAKAMURA et al., 2013).

No entanto, ndo ha evidéncia publicada ligando a infec¢do pelo ZIKV a uma alteragao

metabolismo celular da glicose, modulacdo de PGK?2 e estabelecimento viral no testiculo.
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Figura 06. Células de Sertoli metabolizam glicose para conversiao em lactato. O lactato
metabolizado pelas Células de Sertoli ¢ utilizado como principal fonte energéticas das células
germinativas. Figura retirada de: Rato, L. et al. Metabolic regulation is important for

spermatogenesis. Nat. Rev. Urol. 9, 330-338 (2012).
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2. Justificativa

O ZIKYV ¢ o primeiro flavivirus conhecido por ser transmitido via sexual em humanos.
Esse fator eleva os riscos epidemioldgicos associados a infecgdo por ZIKV, devido a
suscetibilidade de novas rotas de disseminagdo viral. Em camundongos, o ZIKV pode infectar
tipos celulares distintos encontrados no trato reprodutivo masculino, como espermatogdnias,
espermatocitos primarios e células de Sertoli. As células de Sertoli podem suportar altos niveis
de replicacdo do ZIKV, enquanto a infec¢do das espermatogdnias pode promover a morte
celular, levando a destruicdo dos tibulos seminiferos. A infec¢do por ZIKV também pode
reprogramar a transcri¢do global de microglia humana, fibroblastos, macréfagos e linhas
celulares de rim embrionario humano. Sabe-se também que a infeccdo pelo ZIKV reprograma
o metabolismo celular modulando a producdo de energia da glicdlise em células-tronco
mesenquimais humanas. Varios trabalhos sugerem que a modulacdo do metabolismo celular,
incluindo a glicolise, leva a disturbios neuroldgicos, defeitos congénitos e malformagdo
cerebral. Semelhante ao cérebro, os testiculos sdo um 6rgdo de privilégio imunoldgico que sdo
afetados pela infeccdo pelo ZIKV. A infecgdo por ZIKV pode induzir inflamagao, estimulando
a resposta imune inata, citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias em células testiculares de
camundongos. Apesar de todo esse conhecimento, mais estudos sdo necessarios para elucidar o
(s) mecanismo (s) molecular (es) dentro do testiculo que sdo afetados pela infec¢ao do ZIKV.
Para melhor compreender a replicagdo do ZIKV dentro do trato reprodutivo masculino e o
impacto na fertilidade masculina buscamos identificar a modulacdo de metabolitos pela
infec¢do com enfoque na via glicolitica. A fosfoglicerato quinase 2 (PGK2), enzima responsavel
pela primeira etapa geradora de ATP na via da glicolise, ¢ expressa apenas no testiculo e
considerada por alguns como um biomarcador de fertilidade, devido, o seu papel na motilidade
dos espermatozoides pode ser de grande impacto para o entendimento da patogénese viral nos
testiculos. Compreender os mecanismos associados a infec¢do por ZIKV pode ser uma chave
para o desenvolvimento de novos tratamentos. A influéncia da infec¢do pelo ZIKV no
metabolismo energético celular pode ser uma ferramenta promissora e diferencial no estudo da
fertilidade masculina. Além disso, a avaliacdo da modulacdo do PGK2 pode ser um alvo

importante, devido ao duplo papel dessa proteina na fertilidade e no metabolismo energético.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o impacto da infec¢do por duas diferentes cepas do ZIKV no metabolismo

energético do testiculo e fertilidade masculina

3.2. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

g)

h)

)

Identificar e comparar as variagdes/mutagdes existentes no genoma de duas diferentes
cepas do ZIKV (a cepa brasileira ZIKV BR e a cepa porto-riquenha ZIKV PO);

Investigar a patogénese promovida pelos isolados ZIK BR e ZIKV PO em animais
imunocomprometidos e imunocompetentes.

Investigar o efeito da infec¢dao por ZIKV BR e ZIKV PO sobre testiculos de animais
imunocomprometidos e imunocompetentes;

Avaliar o perfil espermatico como concentragdo e motilidade de espermatozoides de
animais imunocompetentes infectados com o isolado ZIKV BR;

Analisar o perfil inflamatorio dos testiculos imunocompetentes infectados com o isolado
ZIKV BR;

Caracterizar a modulagdo do perfil global de metabdlitos em testiculo de animais
imunocompetentes induzida pela infec¢ao por ZIKV BR;

Avaliar a expressao de genes relacionados com a via glicolitica em testiculos de animais
imunocomprometidos e imunocompetentes provocados pela infeccdo com ZIKV BR e
ZIKV PO;

Avaliar os efeitos da infeccdo por ZIKV PO no testiculo de animais
imunocomprometidos apds um periodo de infec¢dao mais tardio;

Avaliar as modificagdes fisico-quimicas e morfologicas de amostras de sémen humano
obtidas de individuos previamente infectados com ZIKV e saudaveis;

Verificar o perfil protedmico do s€émen de homens infectados com ZIKV;
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4. Metodologia

4.1 Analises in vitro

4.1.1 Linhagens celulares utilizadas

* VERO: Linhagem de células derivadas de tecido epitelial do rim de macaco (Cercopithecus
aethiops). Foram cultivadas com meio DMEM suplementado com 10% de Soro fetal bovino
(SFB) e 1% de solucao antibidtico- antimicdtico em estufa imida a 37 °C a 5% CO2.
*BHK-21: Células derivadas de fibroblastos do rim de hamster (Mesocricetus auratus). Foram
cultivadas com meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de solugdo antibidtico-
antimicotico em estufa imida a 37 °C a 5% CO2.

*C6/36: Células da larva de mosquito (Aedes albopictus). Foram cultivadas em meio TC100

suplementado com 10% SFB e incubados em uma estufa a 37 °C sem a presenca de CO2.

4.1.2 Expansao do ZIKV

A cepa viral do ZIKV brasileira foi denominada ZIKV BR (ZIKV/Homo
sapiens/PE243/2015, GenBank: KX197192.1) utilizado nesse trabalho foi isolada no Brasil, do
soro de um paciente em fase aguda no estado do Pernambuco durante o periodo do surto que
ocorreu na regido em 2015. Inicialmente o virus foi propagado uma vez em células C6/36 e
mais duas vezes em cé¢lulas VERO. A cepa viral porto-riquenha do ZIKV foi denominada ZIKV
PO (ZIKV/Homo sapiens/PRI/PRVABC59/2015, GenBank: KX087101.2) e foi isolada em
Porto Rico durante o surto de 2015.

Para a propagacao viral a confluéncia das células a serem infectadas estava em cerca de
70% e um dia antes da infec¢@o a concentracdo de SFB no meio de cultura foi reduzida para
2%. Uma aliquota de dos virus foram utilizadas para infectar as células, e passados seis dias
apos a infec¢do ou a percepcao do efeito citopatico, o meio de cultura foi coletado e centrifugado
a 4°C a 300g (1800 rpm) durante 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado e em seringas com
filtros de 22 um e posteriormente ultracentrifugado com rotagao de 24000rpm por 3horas a 4°C

seguido do congelado gerando o estoque viral.
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4.1.3 Titulacao do ZIKV

Para a titulagdo viral foram utilizadas as células BHK-21, estas foram plaqueadas, 10°
células por poco em placas de 24 pogos com meio de cultura com 2% SFB. Para realizar a
infeccdo das placas foram feitas 10 dilui¢des virais. Apos o periodo de 2 horas de infecgdo o
sobrenadante foi descartado e o meio semissolido (DMEM + SFB 2% + 29 %
Carboximetilcelulose (CMC) foi adicionado nos pogos e a placa incubadas a 37°C durante o
periodo de 6 dias, em seguida o meio semissolido foi retirado e adicionado o fixador formalina,
para a fixacdo das células que foram incubadas overnight na geladeira a 4°C. Apos a fixagdo
foi adicionado o corante Cristal violeta pelo periodo de 3h para fazer a coloragao das células,
entdo a placa ¢ lavada em agua destilada, apds a secagem ¢ feita a contagem dos spots. Para o
calculo da titulagdo viral ¢ feita a contagem dos spots resultantes dos pocos em triplicata e feita
a média aritmética entre eles, apds a média ser feita esta ¢ inserida na féormula: PxFx10x PFU/ml
onde P ¢ a média do niimero de placas F ¢ o fator de corre¢do para expressar o titulo de PFU/ml

(1000uL/volume do inoculo) e 10x dilui¢cdes que as unidades de placas foram formadas.
4.1.4 Analises de bioinformatica

As sequéncias utilizadas para comparacao dos genomas foram as das cepas ZIKV BR e
ZIKV PO, cddigo de acesso gene bank KX197192 e KXO087101, respectivamente. As
sequéncias foram alinhadas utilizando ClustaW (LARKIN et al., 2007). As diferengas
encontradas na proteina NS1 foram mapeadas na estrutura cristalografica da NS1 da cepa ZIKV
PO (codigo de acesso do PDB 5GS6) e na NS1 modelada da cepa ZIKV BR (modelo estrutural
gerado por homologia no programa Modeller (ESWAR et al., 2006). O programa VMD
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) foi utilizado para a visualiza¢ao das estruturas

4.1.5 Analise filogenética da mutag¢io Y122H na NS1

Foram utilizadas 19 sequéncias de genoma completo de Zika virus (ver tabela 01 para detalhes),
incluindo aqueles utilizados na parte experimental. Um alinhamento das sequéncias de
aminodcidos das respectivas poliproteinas foi construido utilizando o ClustaW. A arvore
filogenética foi feita utilizando o método Neighbor Joining. Ambas etapas foram realizadas no

software Geneious®.
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Cadigo de Acesso Localidade Ano de coleta
KX197192 Brasil 2015
KY559004 Brasil 2016
KX811222 Brasil: Fortaleza 14/jun/16

Brasil: Manaus,
MK216713 Amazonas 08/jan/16
KY558999 Brasil 2016
KY559024 Brasil 2016
MF352141 Brasil: Pernambuco 13/06/2015
KY559005 Brasil 2016
KY559006 Brasil 2016
KY559011 Brasil 2016
KY785479 BRA 2016
NC_035889 Brasil: Natal 2015
MH513599 H366 2015
KU955593 Camboja 2010
KX087101 Puerto Rico 2015
MH675620 Puerto Rico mai/16
MH675623 Puerto Rico jun/16
MH675627 Puerto Rico ago/16
MK028857 Puerto Rico 2015

Tabela 01. Relacdo dos genomas utilizados na reconstrucao filogenética. Os genomas

utilizados nos ensaios experimentais de bancada estdo destacados em negrito
4.2 Analises in vivo
4.2.1 Comité de Etica animal

No experimento com animais foram realizadas na instala¢do de criagdo de animais do
Centro de Pesquisa da CHU de Québec - Université Laval. Todos os animais foram utilizados
de acordo com as diretrizes do Conselho Canadense de Cuidados com Animais, € todos os
protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Cuidados com Animais da Université
Laval sob os protocolos nos. 2016011 e 2017054, bem como pelo Comité de Etica em Uso de

Animais da Universidade de Brasilia (em anexo).
4.2.2 Infecgoes in vivo

Utilizamos camundongos da linhagem C57/BL6 (imunocompetentes), IFNAR™
(imunocomprometidos) quais foram mantidos na instalacdo de criagdo de animais do Centro de

Pesquisa da CHU de Québec - Universit¢ Laval com 4gua e alimento ad libitum. Os
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camundongos C57BL/6 foram infectados com 10° PFU/ml de ZIKV BR e ZIKV PO
intravenoso com a idade de 6-8 semanas. Os camundongos IFNAR™ foram infectados por via
subcutdnea com 150ul de ZIKV BR e ZIKV PO em cada perna, com dose total de 6x10°
PFU/ml. Os camundongos C57BL/6 foram anestesiados e tiveram o sangue coletado por via
ocular, nos dias 2,7 ¢ 14 da infecgdo. A cada 2 dias os animais IFNAR™ infectados com ZIKV
PO foram anestesiados e tiveram o sangue coletado por via ocular, sendo feita a coleta nos dias
nos dias 2,4,6,8,10,14,21 e 28. Como os dias de coleta eram proximos, os camundongos foram
divididos em dois grupos de igual numero, que foram sangrados alternadamente a cada dois
dias. Metade dos animais IFNAR™" infectados com ZIKV PO foram sacrificados no dia 14 ap6s
a infecc¢do para coletar epididimos e testiculos, enquanto os demais animais foram utilizados
para avaliacdo da infec¢do na cronica do ZIKV. Para experimentos de longo prazo de infec¢ao
foi utilizado animais IFNAR ™" infectados com a cepa viral ZIKV PO e ap6s 183 dias de infecgio
ocorreu o sacrificio e andlise do trato reprodutor dos animais. Todas as eutandsias ocorreram

em camara de CO,.

4.2.3 Determinacio da carga viral pela reacdo em cadeia da polimerase - PCR digital em

gotas (ddPCR)

Para o soro, o RNA foi extraido de 70 pl de amostra com o kit de isolamento de acido
nucleico total MagNA Pure LC (Roche Molecular System, Laval, Quebec, Canadd) eluido em
100 pl. Algumas amostras foram ajustadas para 70 pul com H20 estéril e o fator de diluigdo foi
levado em consideragdo. O testiculo direito foi pesado e homogeneizado usando o
homogeneizador OMNI International TH (OMNI International, Ottawa, Ontéario, Canadd) em
um tubo Falcon de 15 ml contendo 1 ml de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) com
protease (Completo, Mini, Inibidor de Protease sem EDTA Cocktail, Inibidores de Roche). As
amostras homogeneizadas foram centrifugadas durante 10 minutos a 1455x g a 4°C. A extracdo
de RNA foi realizada em 200 ul de sobrenadante com o mesmo kit de isolamento e protocolo,
mas a eluicdo foi feita em 50 pl de tampao de eluicdo. O fluxo de trabalho da PCR digital
(ddPCR) e as analises de dados foram realizados com o One-Step RT-ddPCR Advanced
Supermix, de acordo com as instru¢des do fabricante. Resumidamente, 20 pl da mistura da
reagdo foram utilizados para produzir goticulas com o gerador de goticulas QX200 (Bio-Rad,
Mississauga, Ontario, Canadd). Primers e sondas (ou seja, ZIKV 1086 [1086-1102], 5'-
CCGCTGCCCAACACAAG-3 " ZIKV 1162¢ [1162-1139], 5'-
CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-3"; ZIKV 1107-FAM [1107-1137], 5 ' -6 FAM /

35



AGCCTAC CTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA / ZEN-3'IBFQ-3 ') visando os genes de
membrana e envelope do ZIKV previamente descritos. O ddPCR permite a quantificagao
absoluta de acidos nucléicos sem a necessidade de uma curva padrdo. As amostras particionadas
em gotas foram entdo transferidas para uma placa de 96 pogos, seladas e cicladas em um
termociclador C1000 (Bio-Rad) sob o seguinte protocolo de ciclagem: 5 °C por 60 minutos
(transcricdo reversa) e 95°C por 10 minutos (ativagdo da DNA polimerase), seguido por 45
ciclos de 95°C por 30 segundos e 56°C por 1 minuto, seguido por etapas de pds-ciclismo de
98°C por 10 minutos (inativagdo enzimatica) e um infinito 10°C segure. A placa ciclada foi
entdo transferida e lida no canal FAM usando o leitor de gotas QX200 (Bio-Rad), e a anélise de

dados foi realizada usando o software QuantaSoft (versao 1.7.4; Bio-Rad).

4.2.4 Dosagem Glicémica do sangue dos animais

O nivel de glicose sanguineo foi mensurado apos 14 dias de infec¢ao dos animais. Apos
um periodo de 8 horas de jejum foi coletada amostra de sangue dos camundongos ¢ a leitura da

glicose por um glicosimetro Accu-check da marca Roche.

4.2.5 Extracgao de proteina e Western Blot do homogeneizado de testiculo

O testiculo direito dos animais foi pesado e homogeneizado e as amostras
homogeneizadas foram centrifugadas durante 10 minutos a 1455x g a 4°C, o sobrenadante foi
coletado e centrifugado novamente para a extracao das proteinas. A concentra¢do de proteinas
soluveis foi determinada usando kit DC™ Protein Assay (BioRad). 30ug por poco foram
separadas em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) um gel foi transferido para membrana de
PVDF ou gel corado com Coomassie Blue. As membranas foram bloqueadas com a solugao:
5% leite desnatado em TBS contendo 0,05%tween 20. Apo6s lhora de bloqueio os anticorpos
primérios com as concentragdes utilizadas sendo as recomendadas pelo fabricante (GLUT2-
abcam ab54460, GLUT3, abcam-ab191071, Hexoquinase I abcam-ab150423, PGK2- abcam-
ab183031, PGKIl-abcam-ab199438, [-actina abcam- ab8227). Subsequentemente, as
membranas foram lavadas e tratadas com o anticorpo secundario Goat Anti-Rabbit I[gG H&L
(HRP) -ab205718. As membranas foram entdo tratadas com o kit de detec¢ao Clarity™ Western
ECL Substrate (Biorad). Os resultados foram obtidos como a razdo densitométrica da proteina
de interesse/beta-actina usando o software ImageJ. As densidades relativas das bandas foram
determinadas através de analise de densitometria, utilizando o programa ImageJ. Os resultados

foram expressos como a razao entre a quantidade de proteina de interesse pela quantidade de
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proteina constitutiva beta-actina Os valores das densidades foram corrigidos pela subtraciao dos
valores do “background”. Os resultados obtidos foram comparados aos controles que foram

considerados como 1.

4.2.6 Dosagem de citocinas do testiculo de animais

Testiculo dos ndo animais infectados e infectados com as cepas virais ZIKV BR e ZIKV
PO foram macerados a 4°C imediatamente apds a eutandsia com solucdo de inibidor de protease
na propor¢do 1:20. As citocinas provenientes do testiculo foram mensuradas utilizando kits
comerciais (eBioscience e R&D System). As concentragdes de citocinas nas amostras foram
calculadas baseadas em uma curva padrdo e os niveis de citocinas foram demonstrados em
valores absolutos (pg/mL). Todo o ensaio foi realizado seguindo-se as instrugdes do fabricante
para dosagem de IL-1B, TNF-a, TGF-B, IL-10 e IL-6. A absorbancia foi detectada no
espectrofotometro SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA).

4.2.7 Analise da concentracao de ATP

Testiculo de animais imunocompetentes, nao infectados e infectados com ZIKV BR
foram macerados e tiveram a extragdo de ATP segundo o protocolo descrito por Chida (CHIDA;
KIDO, 2014)para extragdo de ATP para tecidos. Para a quantificagdo foi utilizado um kit de
bioluminescéncia da Molecular Probes® denominado ATP Determination Kit com o numero
do catalogo A22066. O ensaio ¢ baseado em uma reacdo da emissdo de luz proveniente da
oxida¢ao da molécula de ATP pelo complexo luciferina/luciferase (emissdo maxima ~ 560 nm
a pH 7,8) e o ensaio foi lido no foi no espectrofotdmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices,

USA).

4.2.8 Analise metabolomica dos testiculos

Todos os produtos quimicos eram de grau HPLC. Acetonitrilo (A955-4L) e écido
formico (A117-50); A dgua ultrapura foi produzida por SuperQ Millipore um sistema para fase
movel e diluicdo de reagente.

As extracdes liofilizadas foram ressuspensas em 200 pl de fase movel 95: 5 fases A
(MPA) e solugdo movel da fase B (MPB), sonicado 5 min e filtrado por uma seringa de
membrana 0.22uM (Canadian Life Science, parte n CNY6502). Um pool de controle de

qualidade foi preparado para a validacdo do lote, adicionando 10 pl de cada amostra.
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Cromatografia liquida foi realizada em um sistema de bomba binaria Acquity UPLC I-Class. O
MPA consistia em 0,1% acido férmico em dgua e MPB consistiram em 0,1% de 4cido formico
em acetonitrila. A coluna utilizada foi um BEH C18 1,7 uM x 1,0 mm por 100 mm (Waters
Corporation, parte no.186002346) a 40°C. Uma pré-coluna VanGuard com unidade de filtragem
de 2,1 x 5 mm (Waters Corporation, parte n® 205000343) foi usada para proteger a coluna
analitica de impurezas. As condi¢des do gradiente foram: 0 a 6 min = 1 a 60% B; 6,01 a 8,00
min = 60 a 96% de B; 8,01 a 9,00 min = 96% de B; 9,01 a 11,00 min = 1% B. O volume de
injecdo foi de 2,0 ul e a taxa de fluxo foi de 0,1 mL / min. A metabolomica foi realizada em um
Synapt G2-Si equipado com uma fonte de ionizagdo por ESI em e modo negativo. Condigdes
de origem e pardmetros MS, respectivamente: tensdo capilar 3.0kV (ESI +); 2,5 kV (ESI-),
temperatura da fonte 120 o C, dessolvatacao temperatura 350 o C e gas de dessolvatagao 900
(ESI+); 700 (ESI) L * min -1. Ambos MS e Os espectros MS / MS foram digitalizados com ou
sem uma rampa de energia de colisdo de 15 a 35V. A andlise estatistica foi realizada utilizando
o software Progenesis QI e identificagdo de pico foi feito usando os bancos de dados KEGG e

BioCyec.

4.2.9 Anilise de qRT-PCR

Apods a homogeneizacao dos testiculos (como descrito acima). Foi realizada a extracao
de RNA total com o RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). RNA total foi quantificado por
utilizando Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer) e sua integridade foi avaliada por gel de
agarose. A concentracdo de 1 pg de RNA de cada amostra foi transcrita reversamente em cDNA
em uma rea¢do de volume final de 20ul como recomendado pelo fabricante (Invitrogen-
SuperScript® III Reverse Transcriptase). As amostras de cDNA foram quantificadas através do
espectrofotometro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer). Amplificagdo em tempo real foi
realizada no ABI 7500 Sequence Detector System (Applied Biosystems) utilizando-se
SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems) 40 ng de cDNA foram utilizados na reagao
com os iniciadores. As sequéncias dos iniciadores sdo descritas na Tabela 1. Um controle
negativo, sem adi¢do de cDNA, foi realizado para cada par de iniciadores. O protocolo de
dissociacao foi realizado no final de cada reacdo para verificar amplificacdes ndo especificas.
As reacdes de PCR foram realizadas em triplicatas. A expressdo génica de f—actina foi utilizada
como controle enddégeno da reacdo. A quantificacdo relativa das expressdes de cada gene

normalizado pelo controle endogeno foi calculada utilizando a férmula 2-AA.
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4.2.10 Coleta e analise dos espermatozoides

O epididimo dos animais ndo infectados e infectados com ZIKV BR foi coletado e
imediatamente adicionados a uma placa de petri contendo solu¢do salina sobre uma placa
térmica a 37°C, ao qual os espermatozoides foram coletados a partir do flush epididimal. A
mobilidade espermatica foi avaliada por meio de identificagdo de espermatozoides moveis em
microscopia de luz. A concentragdo espermatica foi realizada por meio da dilui¢cdo do lavado

epididimal em fixador paraformaldeido e depois realizada a contagem em camara de Neubauer.

As analises a seguir foram realizadas nos animais que ficaram infectados com longo

periodo de infec¢io:
4.2.11 Protedmica a partir de Gel de Poliacrilamida

Proteinas foram extraidas a partir de homogeneizado de testiculo de camundongos
IFNAR™ infectados com ZIKV PO. 30ug de proteina de cada amostra foram submetidas a
eletroforese. O gel foi incubado com 0,5% de Coomassie Blue G-250 preparados em 50% de
metanol e 10% de acido acético durante 10 minutos. A banda de interesse, na altura de cerca de
60 kda foi cortada com bisturi, transferida para um tubo eppendorf contendo dgua ultrapura a

fim de descolorar o gel. O gel passou pela digestdo com tripsina.
4.2.12 Digestao

A digestdo, andlise de proteinas e espectrometria de massa foram realizadas pela
Plataforma de Protedmica do Centro de Pesquisa CHU de Québec (Quebec, Qc, Canada), as
proteinas foram reduzidas com DTT 10 mM e alquiladas com iodoacetamida 55 mM. A digestao
com tripsina foi realizada utilizando 126 nM de tripsina de porco modificada (Grau de
sequenciamento, Promega, Madison, WI) a 37 © C durante 18 h. Os produtos de digestdo foram
extraidos usando acido formico a 1%, acetonitrila a 2% seguido por acido formico a 1%,
acetonitrila a 50%. Os extratos recuperados foram reunidos, secos com centrifuga sob vacuo e
depois ressuspensos em 12 ul de acido foérmico a 0,1% e 5 ul foram analisados por

espectrometria de massa.
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4.2.13 Espectrometria de massa

As amostras de peptideos foram separadas por cromatografia liquida capilar em
nanoescala de fase reversa e analisadas por espectrometria de massa por eletrospray (ES MS /
MS). Os experimentos foram realizados com um Ekspert NanoLC425 (Eksigent) acoplado a
um espectrometro de massa 5600+ (Sciex, Framingham, MA, EUA) equipado com uma fonte
de nanoelectrospray. A separagdo dos peptideos ocorreu numa coluna de picofit de
empacotamento automatico (New Objective) com o reprosil 3u, 120A C18, 15 cm x 0,075 mm
de diametro interno, (Dr. Maisch). Os peptideos foram eluidos com um gradiente linear de 5-
35% de solvente B (Acetonitrila, 0,1% de acido férmico) em 35 minutos, a 300 nl / min. Os
espectros de massa foram adquiridos usando um modo de aquisicdo dependente de dados
usando o software Analyst versdo 1.7. Cada espectro de massa de varredura completa (400 a
1250 m / z) foi seguido por dissociacdo induzida por colisdo dos vinte ions mais intensos. A
exclusdo dindmica foi definida por um periodo de 12 segundos e uma tolerancia de 100 ppm. A

quantifica¢@o ocorreu por ion extraido, FDR 1%.
4.2.14 Pesquisa no banco de dados

Arquivos com lista de picos MGF foram criados usando o software Protein Pilot versao
4.5 (Sciex). Os arquivos de amostra de MGF foram entdo analisados usando Mascot (Matrix
Science, Londres, Reino Unido; versao 2.5.1). Scaffold (versdo Scaffold 4.7.1, Proteome
Software Inc., Portland, OR) foi utilizado para validar identificacdes de peptideos e proteinas

baseadas em MS / MS.
4.3 Analises em amostras humanas de sangue e sémen
4.3.1 Comité de Etica humano

As amostras de pacientes homens infectados e saudaveis foram triadas pelo neurologista
Dr. Carlos Tauil, do Hospital de Base, sob comité de ética CAAE namero
18403013.4.0000.5553. Foram utilizadas amostras de doadores voluntarios saudaveis que
foram processadas no Laboratério de Imunologia e Inflamagdo da Universidade de Brasilia-
UnB. As amostras foram aliquotadas, identificadas com um c6digo proprio e armazenadas em
freezer -80°C. Os pacientes tiveram o soro coletado e processado utilizando o protocolo de
Ficol-Hypaque (BOYUM, 1968). Os pacientes apresentaram-se voluntariamente para participar

do estudo, se disponibilizaram mediante assinatura de termo de consentimento livre e
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esclarecido. Os pacientes no estudo passaram por critérios de exclusdo em que pacientes com
comorbidades pré-existentes como obesidade, diabetes ou doencas inflamatorias; idade superior
a 40 anos; acometimento de outra flavivirose em menos de 2 anos; uso de remédios controlados
foram excluidos das andlises. O sémen coletado foi analisado conforme recomendado pela
Organizacdo Mundial da Satde (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). Todos os
pacientes do estudo informaram que nao haviam nenhuma virose associada, além de nenhuma
queixa de infertilidade. As amostras foram armazenadas em freezer -80°C at¢ as analises. Dados

dos pacientes podem ser identificados na tabela a seguir:

Diagnostico | Idade | Localidade | Filhos | Altura | Peso IMC TS
Controle 23 Asa Norte 0 1,8 61,8 | 17,17 Magreza NA
Controle 23 Aguas Claras 0 1,92 76 19,79 Normal NA
Controle 24 Logo Norte 0 1,67 90 26,95 Sobrepeso | NA
Controle 24 Riacho Fundo 0 1,8 73 20,28 Normal NA

Zika 35 Guara II 1 1,74 86 24,71 Normal 2 anos
Zika 39 Guara II 0 1,73 88 25,43 Sobrepeso | 2,5 anos
Zika 39 Taguatinga 0 1,75 82 23,43 Normal 2 anos
Zika 23 Asa Norte 0 1,72 61 17,73 Magreza 2 anos

Tabela 02: Dados gerais dos pacientes que fizeram a doacio de sémen. NA: Nio se aplica;

TS: Tempo de Sintomas.

4.3.2 Proteomica de amostras de sémen

A digestdo, andlise de proteinas e espectrometria de massa foram realizadas pela

Plataforma de Protedmica do Centro de Pesquisa CHU de Québec (Quebec, Qc, Canada).

4.3.3 Extracdo de proteinas

Proteinas foram extraidas por maceragdo a temperatura de 4°C com o tampdo de
extragdo contendo:
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Concentragao Final
DOC (Detergent deoxycholate) 0,5%(300ul)
ABC (Ammonium bicarbonate) 50mM(150ul)
DTT (Ditiotreitol) 50mM (150ul)
Inibidor de protease 1X (300ul)
Pepstatina IuM (6ul)
H,O HPLC 2100ul

Ap0s a extragdo as proteinas foram ressuspensas em tampao ABC50mM / DOC1%.
Proteinas foram quantificadas por Bradford para prosseguir com a digestdo de 10ug por amostra
para digestao.

A digestdo com tripsina foi realizada utilizando 0,2ug de tripsina (razdo tripsina:
proteina 1:50) a 37°C durante 18 h. A purificacdo das proteinas foi feita utilizando The stop-
and-go-extraction tips (StageTips). Os peptideos foram entdo injetados em um sistema de
cromatografia Dionex UltimatenanoRSLC (Thermo FisherScientific / Dionex Softron GmbH,
Germering, Alemanha) conectados a um espectrometro de massa Orbitrap Fusion (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, Calif., EUA) 50 cm 75 u, de coluna de fase invertida feita de
ReproSil-Pur C18- Resina AQ 3-um (Dr. Maisch HPLC GmbH, Ammerbuch-Entringen,
Alemanha), por 120 min. Os espectros de massa de varredura completa (350 a 1800m / z) foram
adquiridos no orbitrap, seguido de fragmentacdo dos ions mais intensos no HCD com detecc¢ao
na armadilha linear. Arquivos de espectro foram pesquisados com o Mascot e o detector de
recursos Minora do Proteome Discoverer 2.3.0.523 (ThermoFisher). Cisteinas foram
especificadas como carbamidometiladas oxidacdo de metionina, e desamidagdo de Asparagina
e glutamina foram determinadas como modifica¢des variaveis. No modo Label-free, cada
amostra foi analisada em aquisi¢des LC-MS/MS individuais e a abundancia dos peptideos
foram alinhadas entre as diferentes corridas para considerar as discrepancias cromatograficas

do tempo de retengdo.

4.3.4 Analise das caracteristicas dos espermatozoides humanos

A fim de investigar os efeitos da infec¢do por ZIKV nos espermatozoides humanos,
pacientes voluntarios tiveram amostra de esperma coletadas. Pacientes infectados e controle
tiveram diagnostico da infec¢do por ZIKA por meio de RT-PCR. A coleta do material seguiu o

protocolo recomendado pela Organizacdo Mundial de Satide, com os pacientes em abstinéncia
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por 2-7 dias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). As amostras foram submetidas ao
espermograma, realizado nos laboratdrios Sabin de Brasilia. O exame ¢ capaz de averiguar a
caracteristicas dos espermatozoides e constatar dados sobre a capacidade reprodutiva
masculina. O exame ¢ dividido na: (1) avaliagdo da qualidade fisico-quimica do sémen, que
consiste no volume ejaculado, pH, cor, viscosidade, aspecto, tempo de liquefagdo e presenca de
coagulo seminal apds a ejaculagdo; (2) avaliagdo microscopica do sémen, que consiste na
concentragdo de espermatozoides por ml, no numero de espermatozoides por volume ejaculado
e na presenca ou auséncia de aglutinacdo de espermatozoides; (3) analise de motilidade, que
consiste na motilidade progressiva, motilidade ndo progressiva e imoveis; e (4) andlise

morfoldgicas, que consiste na normalidade e anormalidades dos espermatozoides.

4.3.5 Analise estatistica

Os dados foram representados graficamente e analisados utilizando o software
GraphPad Prism 5.0. As andlises foram feitas inicialmente pela verificagdo da normalidade das
amostras quanto a distribui¢@o pelo teste de Person e teste Kolmogorov—Smirnov. Significancia
estatistica foi calculada utilizando teste Mann Whitney para amostras ndo paramétricas. Para
amostras com multiplas variaveis foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p <0,05. As amostras de analises
multiplas tiveram corre¢do pelo teste de Bonferroni. Além do mais, todas as mostras foram

testadas para verificacao de outlier.
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5. Resultados

5.1. Os isolados ZIKV BR e ZIKV PO apresentam diferengas genémicas

Com o objetivo de identificar diferengas genéticas de duas cepas circulantes no mesmo
surto epidémico, comparamos os genomas das cepas ZIKV BR (KX197192) e ZIKV PO
(KX087101).

O alinhamento das sequéncias nucleotidicas revelou 39 mutacdes diferenciais entre as
cepas na regido codificadora da poliproteina que resultam em 9 substituigdes de aminoacidos,
conforme pode ser observado na tabela abaixo (Figura 7 A). Durante as andlises verificamos
uma mutag¢do no sitio 122 da proteina NS1 das duas cepas de ZIKV. Sabe-se que o sitio 122 da
proteina NS1 ¢ de extrema importancia para a infec¢ao pelo ZIKV, umas vez que encontra-se
em um loop que costuma conter aminoacidos hidrofobicos que permitem a interagdo viral com
a superficie da membrana do hospedeiro (HILGENFELD, 2016; HILGENFELD;
VASUDEVAN, 2018). Durante as analises identificamos que no isolado ZIKV PO, o sitio 122
da proteina NS1 contém uma Tirosina (Y), que ¢ um aminoécido polar neutro. Porém, a cepa
ZIKV BR possui no residuo 122 uma histidina (H) que ¢ aminodacido polar bésico (Figura 7 B
e C). Decidimos avaliar se a mutacao no residuo 122 era mais recente no ZIKV BR ou ZIKV
PO, com isso avaliamos 19 sequéncias de genomas completos de ZIKV e avaliamos a proteina
NS1, especificamente, o residuo 122 e verificamos que a Tirosina ¢ mais conservada entre as
cepas do que a Histidina, indicando que esse residuo 122 na cepa ZIKV BR ¢ mais recente que

do que cepa ZIKV PO (Figura 7 D).
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Gene Number Substitution
Capsid 1 T80l
Pro-peptide 0 -

Membrane pep. 0 -

Envelope pel. 2 V20I, L330V ZIKV PO
NS1 2 R99G, Y122H
NS2A 0 -

NS2B 0 -

NS3 1 H355Y

NS4A 0 -

2K peptide 0 -

NS4B 2 126M, 1176M
NS5 1 VI1A

1. KU955593.Zika virus isolate Zika vir...
2. KY559004 Zika virus isolate ZIKV/H,
3. KY785479.Zika virus isolate Zika vir...
4. KY559024 Zika virus isolate ZIKV/H,
5. KY559005.Zika virus isolate ZIKV/H...
6. KY559006.Zika virus isolate ZIKV/H...
7. KY559011.Zika virus isolate ZIKV/H...
8. MK216713.Zika virus isolate AMAA...
9. KY558999.Zika virus isolate ZIKV/H.
10. KX811222.Zika virus isolate Brazil...
11. NC_035889.Zika virus isolate ZIKV/...
12. MH513599.Zika virus isolate BR/SI...
13. MH675620.2ika virus isolate CTS-...
ZIKV BR 1. KX197192.Zika virus isolate ZIKV/...
15. MF352141 Zika virus isolate PE24..
16. MH675627.Zika virus isolate CTS-...
17. MH675623 Zika virus isolate CTS-.

ZIKV PO 18. KX087101 Zika virus strain ZIKV/H...

19. MK028857.Zika virus isolate Zika v...
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Figura 07. Resultado do alinhamento das sequéncias nucleotidicas das cepas ZIKV BR
(KX197192) e ZIKV PO (KX087101). Tabela ressalta as mutagdes encontradas quando
comparadas as duas cepas virais, sendo o primeiro aminoacido descrito na tabela pertencente
ao ZIKV PO e o segundo ZIKV BR (A). Modelo da proteina NS1 da cepa ZIKV PO (B) e da
cepa ZIKV BR (C). Analise filogenética da mutacdo Y122H na NS1 (D).

45



5.2 ZIKB BR apresenta um maior tropismo para o testiculo em comparacio com o ZIKV
PO

Considerando as diferencas encontradas no residuo 122 da proteina NS1 das cepas ZIKV
BR e ZIKV PO, fomos verificar se haveria diferencas na patogénese sobre o testiculo durante a
infeccdo com as duas cepas de ZIKV em diferentes modelos de camundongos. Utilizamos
modelo de animais imunocompetentes (C57BL/6) e imunocomprometidos (IFNAR™)

Para identificar o impacto do ZIKV na satde testicular e identificar a viruléncia das
cepas em circulagdo nas américas, nds comparamos os efeitos da infec¢do no testiculo com
ZIKV BR e ZIKV PO em animais imunocomprometidos e animais imunocompetentes. Anterior
aos 14 dias de infecg¢do verificamos que um animal imunocomprometido infectado com ZIKV
BR morreu devido a infec¢do, indicando maior letalidade dessa cepa do que a cepa ZIKV PO.

Foi verificado que os animais imunocompetentes ndo encontradas diferengas
significativas quanto ao ganho ou perda de peso durante a infeccdo (Figura 8A, 8B), sendo entdo
mantida uma média de peso similar aos animais ndo infectados. Porém, os
imunocomprometidos infectados com ZIKV BR apresentaram redu¢do do peso em comparacao

aos animais ndo infectados apds 14 dias de infecgdo (Figura 8C, 8D).
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Figura 08. ZIK BR induziu perda geral de peso em animais imunocomprometidos quando
comprados aos animais controle apos 14 dias de infec¢do. Animais imunocomprometidos
(IFNAR™); representados nas figuras A e B; e imunocompetentes (C57BL/6); representados
nas figuras C e D; foram infectados com o ZIKV BR e ZIK PO e durante os 14 dias de infec¢ao
foram pesados e avaliados a perda geral de peso. A e C mostram a progressao de ganho ou perda
de peso no decorrer da infec¢do. B e C Mostram em média o ganho ou perda de peso dos
animais, NI: Nao infectado. (*) significa p <0.05, pelo teste anova com multiplas comparagdes.

A linha no grafico D representa o limite de perda e ganho de peso.
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Procuramos entdo avaliar a cinética do crescimento viral nos diferentes modelos.
Verificamos que apenas os animais imunocomprometidos apresentaram carga viral no plasma
apos 7 dias e 14 dias de infec¢do. Comprovamos ainda que os animais imunocompetentes tém
a capacidade de responder e combater a infeccdo, sendo ndo detectado nenhum material
genético viral no plasma desses animais ap6s 14 dias de infec¢do. Porém verificamos material
genético viral tanto de cepa ZIKV PO quanto da cepa ZIKV BR no plasma de animais
imunocomprometidos apds 14 dias de infeccao. (Figura 9 A e B). Tendo em vista que o cérebro
e o testiculo sdo 6rgdos com privilégio imunoldgico e estdo descritos como sendo alguns dos
locais mais afetados pela infec¢do por ZIKV. Verificamos a carga viral desses 6rgdos nos
diferentes modelos animais e identificamos que nos animais imunocomprometidos ha carga
viral tanto do isolado ZIKV BR, quanto o isolado ZIKV PO., diferentemente dos animais
imunocompetentes que ndo foi detectada carga viral de ZIKV BR ou ZIKV PO no cérebro
(Figura 9C). Além disso, fomos verificar a carga viral no testiculo e identificamos que animais
imunocomprometidos possuiam material genético da cepa ZIKV BR e ZIKV PO. Porém, um
dado muito interessante mostrou que o isolado ZIKV BR conseguiu se estabelecer e permanecer
nos testiculos dos animais imunocompetentes enquanto que o isolado ZIKV PO foi apenas

detectado no testiculo de animais imunocomprometidos (Figura 9D).
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Figura 09. O isolado brasileiro ZIKV BR foi detectado em testiculo de animais
imunocompetentes e imunocomprometidos Animais imunocomprometidos (IFNAR™) e
imunocompetentes (C57BL/6) foram infectados com ZIKV BR e o ZIKV PO e durante os 14
dias de infeccdo foi verificada a carga viral no plasma dos animais (A) além da comparagdo da
carga viral no dia 14 pos infec¢do (B). Apds 14 dias de infecgdo método de ddPCR avaliou a
presenga de carga viral no cérebro (C) e testiculo dos animais (D). (*) significa p < 0.05, pelo

teste Mann Whitney.
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Como identificamos carga viral no testiculo e ndo no cérebro de animais
imunocompetentes infectados com a cepa ZIKV BR, decidimos avaliar se a infec¢ao pelos dois
isolados poderia alterar o peso e dimensdes do testiculo dos animais. Verificamos que nos
animais imunocompetentes, que a infeccdo pelo ZIKV BR e ndo alterou as dimensdes do
testiculo direito (Figura 10A e 10B) e também ndo houve alteragdo do peso testicular (Figura
10 C), entretanto, a infec¢do pela cepa ZIKV PO reduziu apenas a largura do testiculo quando
comparado ao ndo infectado (Figura 10 A, 10 B e 10 C). Quanto ao testiculo esquerdo,
observamos que a infec¢do pelas cepas ZIKV BR e ZIKV PO n3o promoveram nenhuma
alteracdo nas dimensdes e pesos testiculares apos 14 dias de infeccao (Figura 10 G,10 He 10
D).

Quando avaliamos os animais imunocomprometidos, verificamos que o comprimento
do testiculo direito dos animais infectados pelo ZIKV BR apresentou uma redugao significativa
comparado ao testiculo infectado pelo isolado ZIKV PO (Figura 10 D). Ademais, a largura do
testiculo direito dos animais imunocomprometidos infectados pelo isolado ZIKV BR
apresentou uma reducdo em comparagdo aos animais infectados com o isolado ZIKV PO
(Figura 10 E), porém nao foram evidenciadas diferencas quando comparado o peso (Figura 10
F). O comprimento do testiculo esquerdo dos animais infectados com ZIKV BR e ZIKV PO
ndo apresentou alteragdes quando comparado ao comprimento do testiculo dos animais nao
infectado (Figura 10 J). A largura do testiculo esquerdo dos animais imunocomprometidos
infectados com ZIKV BR foi reduzida comparada largura do testiculo dos animais infectados
com o isolado ZIKV PO (Figura 10 K). Contudo, quando comprado o peso dos testiculos dos

animais infectados e ndo infectados ndo houve diferenca estatistica (Figura 10 L).
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Figura 10. Peso do testiculo dos animais ndo apresentou alteracio entre os grupos, mesmo

havendo algumas diferencas nas dimensdes. Animais imunocompetentes (C57BL/6) foram

infectados com ZIKV BR e ZIKV PO apés 14 dias de infeccao foi verificado o comprimento

(A e G), largura (B ¢ H) e peso (C e I) do testiculo direito e esquerdo. Animais

imunocomprometidos (IFNAR™") também foram infectados com as duas cepas virais e apos 14

dias foi verificado o comprimento (D e J), largura (E e K) e peso (F e L) do testiculo direito e

esquerdo. O peso do testiculo esquerdo dos animais imunocompetentes (C57BL/6) (I) e

imunocomprometidos (IFNAR™) (J) foi verificado. NI: Nio infectado. (*) significa p < 0.05,

pelo teste Kruskal-Wallis com multiplas comparagdes.
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5.3 A infeccio pelo ZIKV BR promove danos espermaticos aos animais infectados sem

causar danos morfoldgicos evidentes e ndo altera o perfil inflamatorio testicular.

Avaliamos alguns efeitos da infec¢do pela cepa ZIKV BR em testiculo de animais
imunocompetentes. Verificamos inicialmente que ndo héa diferenca de peso do testiculo e
dimensdes do testiculares de animais infectados com a cepa ZIKV BR e ndo infectados (Figura
11A e Figura 10A, B, C, G, He ).

Verificamos ainda que a infecc¢do pelo ZIKV BR ndo alterou a concentragdo espermatica
no epididimo direito e no epididimo esquerdo (Figura 11B). Porém as Analises de mobilidade
progressiva mostraram que tanto os espermatozoides do epididimo direito e do epididimo
esquerdo dos animais que foram infectados pelo ZIKV BR apresentaram uma redugdo
significativa quando comparados aos animais ndo infectados (Figura 11C). Além disso, os
espermatozoides do epididimo direito e esquerdo infectados com ZIKV apresentaram uma
reducdo na porcentagem de espermatozoides moveis (Figura 11D). Por fim, verificamos que a
infeccdo pelo ZIKV BR promoveu uma redugdo significativa na morfologia normal dos
espermatozoides do epididimo direito e esquerdo quando comparados aos animais ndo
infectados (Figura 11E)

Tomados em conjuntos os dados citados anteriormente indicam que a infec¢ao pela cepa
ZIKV BR em 14 dias de infeccdo ndo apresenta danos morfoldgicos evidentes ao testiculo de
animais imunocompetentes, porém pode-se notar os efeitos na morfologia normal do
espermatozoide e motilidade dos espermatozoides, sendo um indicativo de comprometimento

da fertilidade nesses animais.
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Figura 11. Alteracdes morfologicas e em parametros espermaticos provocados pela
infeccio com ZIKV BR em animais imunocompetentes. Animais imunocompetentes
(C57BL/6) foram infectados com o ZIKV BR apds os 14 dias de infec¢do foi verificado a
morfologia do trato reprodutor masculino (A) demonstrado em imagens representativas de um
n com 6 animais. Além disso ap0s a realizag¢ao do flush epididimal foi analisada a concentragao
espermatica (B), mobilidade progressiva (C), porcentagem de espermatozoides moveis (D) e
normalidade espermatica dos espermatozoides isolados (E). NI: Nao infectado. (*) significa p

< 0.05, pelo teste Mann-Whitney.
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Alguns estudos demonstraram que a infec¢@o por ZIKV ¢ capaz de provocar inflamagao
testicular, denominada orquite (CLANCY et al., 2019). Esse processo inflamatério exige
cuidados pois pode desencadear sérios problemas para a fertilidade masculina. Com isso,
decidimos avaliar algumas citocinas para uma caracteriza¢do do perfil inflamatorio testicular.
Fomos averiguar se os niveis de citocinas IL-1p, IL-10, IL-6, TGF-3 e TNF-o. poderiam estar
alterados pela infeccdo do ZIKV BR no testiculo e soro de animais imunocompetentes.
Verificamos que os niveis de citocina IL-1 ( Figura 12 A), IL-10 (Figura 12 B), IL-6 (Figura
12 C), TGF-B (Figura 12 D) e TNF-a (Figura 12 E), ndo foram alterados pela infec¢@o tanto no

soro quanto no testiculo desses animais.
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Figura 12. Analise do perfil inflamatorio do testiculo dos animais imunocompetentes

infectados por ZIKV BR. Animais imunocompetentes (C57BL/6) foram infectados com ZIKV

BR e apds os 14 dias de infecgdo foi verificado o perfil inflamatério do macerado do testiculo

e do soro desses animais, sendo entdo analisado as citocinas IL-18 (A), IL-10 (B), IL-6 (C),

TGF-B (D) e TNF-a (E). NI: Nao infectado. Teste estatistico realizado: teste Mann-Whitney
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5.4 A infeccio pelo ZIKV altera o perfil metabolico do testiculo dos animais

imunocompetentes

Nossos dados de PCR em tempo real sugerem que os testiculos de animais
imunocompetentes suportam a replicacdo viral de ZIKV BR mesmo apds a infecc¢do viral no
sangue ter sido resolvida (Figura 9 D). Além disso, verificamos que os pardmetros de analise
de fertilidade foram modulados pela infeccdo de ZIKV BR e ndo houve alteragdes do perfil
inflamatorio testicular (Figura 11 e Figura 12). Somando-se esses dados, decidimos investigar
melhor as consequéncias da infec¢do no testiculo, avaliando o perfil metabolico do testiculo,
apos a infeccdo por ZIKV BR em animais imunocompetentes No estudo foi utilizada a técnica
de cromatografia liquida associada a espectrometria de massas (LC-MS) para determinar o
metaboloma do testiculo de cinco animais ndo infectados e cinco animais infectados.

Ap6s a identificacdo dos metabolitos, os dados foram submetidos a andlise estatistica
multivariada e dos principais componentes (PCA) com o intuito de correlacionar os principais
metabolitos. Analises de bioinformatica também foram realizadas a fim de identificar as vias
metabolicas associadas com a patogénese. Em modo positivo foi identificado o total de 16.452
picos que foram encontrados e 25 picos foram identificados com significancia estatistica. Porém
no modo negativo foi identificado o total de 9358 picos desses encontrados 154 picos foram
identificados com significancia estatistica (Figura 13 A e B). A andlise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA) revelou uma separagdo distinta entre o testiculo

infectado pelo ZIKV BR e o ndo infectado (Figura 13 C e D).
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Figura 13. Perfil metabdlico do testiculo de animais imunocompetentes infectados com o
isolado ZIKV BR. Graficos de pontuagdo de metabolitos testiculos de camundongos C57BL/6
com modelo PCA sob modo de ions positivo (A) e negativo (B), sendo azul amostras provindas
de animais ndo infectados e roxo amostras provindas de animais infectados com ZIKV BR (A
e B). PCA modo positivo mostrou o total de 16.452 picos foram encontrados e 25 picos foram
identificados com Anova p-valor < 0,05; (B) O modo PCA negativo mostrou que o total de
9358 picos foram encontrados e 154 picos foram identificados com o valor p de Anova < 0,05;
Plotagem dos escores PLS-DA no testiculo infectado e ndo infectado pelo ZIKV BR nos modos

(C) positivo e (D) negativo. Pontuagdo VIP > 1,5. WT: Nao Infectado, WT ZIKA: Animal
infectado com ZIKV BR.
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Foram identificados um total de 16.452 picos (ions Unicos) em ionizagdo positiva

(Figura 14 A) e 9.358 picos (ions Unicos) em ionizacdo negativa (Figura 14B). Usando

qualidade e dados estatisticos de filtragem, 154 e 25 desses picos foram considerados

estatisticamente diferentes (p-valor < 0,05), respectivamente, entre as amostras infectadas e ndo

infectadas. Apds a identificacdo dos ions das Andlises em modo negativo, verificamos que

houve a modulagdo de alguns metabdlitos relacionados ao metabolismo energético.

Verificamos que o testiculo de animais infectados com ZIKV BR apresenta a modulagdo na

abundancia de alguns metabolitos como:

Modulacio da Metabolitos

Func¢io p

abundincia

valor

Aumento *(2E)-4-Hydroperoxy-

2-nonenal

Metabolito produzido a partir do
metabolismo de acido graxo
(Peroxidagdo fosfolipidica). Também
usado como marcador de estresse
oxidativo

0,017

Aumento *L-Threoneopterin

Produto catabolico do GTP. Sintetizado

por macrdofagos apds a estimulagdo com

Interferon-gama. Também usado como
,marcador de infeccdo viral,
principalmente para HIV).

0,05

Aumento *9-0Oxononanoic acid

E classificado como membro dos acidos
graxos de cadeia média. Esse acido
induz a atividade de fosfolipase A2 e a
producdo de Tromboxano A2 no sangue.

0,008

Aumento *Acido Inosinico

Primeiro Nucleotideo formado durante a
sintese de purina

0,05

Reducao *Coenzima A

Papel na sintese e oxidagdo dos acidos
graxos. Além de desempenhar fungdo na
oxidacao do piruvato no ciclo do acido
citrico.

0,03

*Adenosine
diphosphate

Reducao

Produzido quando ha alguma
descarboxilagcdo em alguns compostos da
glicolise no ciclo de Krebs.

0,04

Tabela 03. Modulagdo na abundancia relativa de alguns metabolitos identificados no testiculo

de animais infectados com ZIKV BR.
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A andlise do mapa de calor (heat map), com base na pontuagdo de VIP, e as analises
univariadas indicaram que glucose (D-Glucose) foi significativamente maior no testiculo de
animais infectados com ZIKV BR quando comparados aos ndo infectados (Figura 15 A).
Analise adicional de cada um destes picos significativos putativamente identificados, em modo
positivo Glicose (mz = 163,0607, M + H) e em modo negativo de D-glucose (mz = 179,0551,
MH), apresentaram aumento significativo na abundancia relativa entre os tipos de amostra.
Além disso, o perfil de abundancia relativa de glicose, foi maior em amostras de testiculos
infectados quando comparado com amostras ndo infectadas (Figura 15 D e E). Para confirmar,
os dados de glicose nos utilizamos uma analise de LC-MS comparando um standard D-glucose
¢ a amostra WT ZIKV usando os mesmos métodos de metabolomica (Standard D-Glucose
100ng/mL in 95:5 (PMA: PMB) com espectro de referéncia Synapt G2-si). Obtivemos 0 mesmo
padrdo de fragmentacdo, validando o achado de que realmente a abundancia relativa de glicose
estd sendo aumentada pela infeccdo de ZIKV BR no testiculo dos animais imunocompetentes

(Figura 15 B).
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Figura 14. Mapa de calor do perfil metabolico do testiculo de animais imunocompetentes

infectados com o isolado ZIKV BR. A partir dos graficos de pontuacdo de metabolitos

testiculos de camundongos C57BL/6 com modelo PCA foi gerado o mapa de calor com a

identificacdo dos ions em modo negativo (A) e em modo positivo (B). Foram encontrados e 25

picos foram identificados com anova p-valor < 0,05 no modo positivo e foram encontrados 9358

picos com o valor p de anova < 0,05 no modo negativo. A andlise estatistica foi realizada

utilizando o software Progenesis QI e a identificag¢do do pico foi feita usando os bancos de dados

KEGG e BioCyc.
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Figura 15. Testiculo de animais infectados com ZIKV BR apresentam uma maior
abundéancia relativa de Glicose. Abundancia relativa de glicose foi gerada utilizando o
software Progenesis QI. Foi entdo avaliada a abundancia relativa em modo positivo (primeiro
grafico) e em modo negativo (segundo grafico) (A). Foi comparado por LC-MS no modo

negativo uma o padrdo de fragmentacdo das amostras de ZIKV BR com uma glicose padrao

(B).
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Devido a alteragdo da abundancia de glicose no testiculo, decidimos avaliar a glicemia
dos animais. Verificamos a glicose no sangue dos animais ndo infectados e infectados com a
cepa ZIKV BR e verificamos que a glicemia ndo ¢ alterada, sendo que a abundancia de glicose
ocorrendo apenas no testiculo dos animais infectados com a cepa ZIKV BR e ndo de forma

sistémica (Figura 16).

N w w S
(3) o (3)] o
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Glicose mg/di

200
ZIKA BR

Figura 16. O nivel glicémico néo foi alterado pela infeccio da cepa ZIKV BR em animais
imunocompetentes. O nivel glicémico dos animais foi apds 8 horas de jejum, no décimo quarto
dia da infec¢@o. A leitura foi realizada por um glicosimetro. Teste estatistico realizado: teste

Mann-Whitney.
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Verificamos nos dados apresentados anteriormente que o testiculo de animais infectados
por ZIKV BR apresenta variagdo na abundancia de alguns metabdlitos quando comparados ao
ndo infectado. Devido ao aumento da abundancia de glicose no testiculo, decidimos verificar
se a concentragdo de ATP poderia ter alguma alteracio em testiculo de animais
imunocompetentes infectados por ZIKV BR. Por ensaio de bioluminescéncia verificamos que
a concentracdo de ATP no testiculo destes animais infectados ou ndo com a cepa ZIKV BR ndo

apresentaram diferengas estatisticas (Figura 17).

2.0+

1.0+

ATP concentration
(wWM/mg tissue)

0.0

NI ZIKV PE243

Figura 17. Quantificacido da concentracio de ATP em testiculo de animais
imunocompetentes infectados por ZIKV BR. Animais imunocompetentes (C57BL/6) foram
infectados com ZIKV BR ap6s os 14 dias de infecgado foi verificado no macerado do testiculo a
total concentracdo de ATP. Sendo o método de extracdo utilizado foi por Phenol-TE que esta
descrito por Chida e colaboradores (CHIDA et al., 2012). Teste estatistico realizado: teste
Mann-Whitney.
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5.5 Efeito da infeccio de ZIKV BR no testiculo de camundongos imunocompetentes e sua

modulacio na via glicolitica

Previamente demonstramos que a infeccdo por ZIKV BR modula alguns metabolitos e

em especial a glicose. A fim de investigar se, hipoteticamente, as expressdes dos genes da via

glicolitica poderiam estar respondendo ou sendo modulados pela infeccio do ZIKV BR,

avaliamos por qRT-PCR a expressao dos genes: Enolase, PGK 1, PGK2, HPRT e Hexoquinase

1 (Tabela 03). Foi observado que ndo houve diferenga de niveis medianos de expressdo génica,

em nivel transcricional entre os grupos ndo infectados e infectados por ZIKV BR para nenhum

gene citado acima (Figura 18).

Gene Primers Produto Referéncia
PGK1 5'- GCT CAC TTC CTT TCT CAG 166bp (MORI et al.,
GCAG-3 1986; SINGER-
5’-TAG TGG CTG AGA TGT GGC SAM etal., 1990)
ACA G-3°
PGK2 5’-ATT GTC ATA ATG TAC TTG 255bp (BOER et al.,
CTT CC-3’ 1987)
5’-GTT TCC TCC CTA GGA AGG
ACT GG-3’
Hipoxantina 5’- CGA GGA GTCCTG TTG ATG 172bp (MELRON,
Fosforribosiltransferase TTGC-3” 1987)
(HPRT) 5’-CTG GCC TAT AGG CTC ATA
GTG C-3°
Enolase 4 5’- ATG GGA GAT GAA GAC 146bp (NAKAMURA
GGC GG-¥’ et al, 2013;
5-GCA GGC TGG AGG TAG AGG NM 1786894,
GT-5 [s.d.])
Hexoquinase I 5°-TGC CAT GCG GCT CTC TGA 106bp (MORI et al.,
TG-3’ 2005;
5’- CTT GAC GGA GGC CGT TGG NAKAMURA et
GTT-3’ al., 2008)
—actina 5’-TGT TAC CAA CTG GGA CGA 165bp (NM_007393.3,

CA-3°
5’-GGG GTGTTG AAG GTCTCA
AAA-3

[s.d.])

Tabela 04. Primers usados para a analise de RT-qPCR.
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Figura 18. Modulagio da expressio de genes relacionados a via glicolitica pela infec¢iao
por ZIKV BR no testiculo de camundongos imunocompetentes. RNA de testiculos de
camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV BR foram extraidos, processados e realizada a
analise da expressao génica por RT-qPCR de Enolase 4 (A), PGK1 (B), PGK2 (C), HPRT (D)

e Hexoquinase. Teste estatistico realizado: teste Mann-Whitney
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Decidimos avaliar se as proteinas poderiam estar sendo moduladas pela infec¢do. Para
isso utilizamos proteinas extraidas de testiculos de animais imunocompetentes e
imunocomprometidos infectados com os isolados virais ZIKV BR e ZIKV PO.

Verificamos que o testiculo dos animais imunocompetentes infectados com a cepa ZIKV
BR apresentaram uma redu¢do na abundéancia da proteina PGK2 (Figura 19 A e C), e
Hexoquinase (Figura 19 A e F), quando comparados ao homogeneizado do testiculo de animais
ndo infectados. Entretanto a infec¢do pelo ZIKV BR ndo apresentou nenhuma alteragao
estatistica na expressdo de PGK1 (Figura 19 A e B), GLUT2 (Figura 19 A e D) e GLUT3
(Figura 19 A e E) quando comparado ao homogeneizado do testiculo de animais nao infectados.
E interessante notar que diferentemente do que acontece com a expressdo génica, a abundancia
das proteinas supracitadas esta sendo modulada indicando que a infec¢do por ZIKV BR esta

alterando o metabolismo da glicose 4 nivel proteico.
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Figura 19. Modulacdo da expressdo de proteinas relacionadas a via glicolitica pela
infeccio por ZIKV BR no testiculo de camundongos imunocompetentes. Camundongos
C57BL/6 foram infectados com ZIKV BR e tiveram o testiculo coletado e homogeneizado e
consequentemente as proteinas foram extraidas. Foram analisadas por Western Blot as
proteinas: PGK2, PGK1, Hexoquinase I, Glut 2, Glut 3 e B—actina (A). Foi verificada a razio
entre as proteinas de interesse e a f—actina por densitometria utilizando o software ImagelJ. (*)

significa p < 0.05, pelo teste Mann-Whitney.
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Verificamos ainda se 0 mesmo evento que encontramos nos animais imunocompetentes
poderia estar se repetindo nos animais imunocomprometidos. Com isso, proteinas de
homogeneizado de testiculos de animais IFNAR™ infectados com a cepa ZIKV BR foram
avaliadas por Western Blot (PGK2, PGK1, GLUT2, GLUT3, Hexoquinase I e [-actina).
Observamos que o testiculo dos animais IFNAR” infectados com a cepa ZIKV BR
apresentaram uma reducdo na expressao da proteina PGK2 (Figura 20 A e C), PGK1 (Figura
20 A e B) e GLUT3 (Figura 20 A e D), quando comparados ao homogeneizado do testiculo de
animais ndo infectados. Entretanto a infec¢@o pelo ZIKV BR ndo apresentou nenhuma alteracao
estatistica na expressdo de Hexoquinase I (Figura 20 A e F), como vimos nos animais
imunocompetentes. Além disso, a expressdo de GLUT2 (Figura 20 A e E), apresentou-se
aumentada no testiculo de animais infectados com ZIKV BR quando comparados aos animais

ndo infectados.
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Figura 20. Modulacdo da expressdo de proteinas relacionadas a via glicolitica pela
infeccdo por ZIKV BR no testiculo de camundongos imunocomprometidos. Camundongos
IFNAR” foram infectados com ZIKV BR e tiveram o testiculo coletado ¢ homogeneizado e
consequentemente as proteinas foram extraidas. Foram analisadas por Western Blot as
proteinas: PGK2, PGK1, Hexoquinase I, Glut 2, Glut 3 e B—actina (A). Foi verificada a razio
entre as proteinas de interesse e a 3-actina por densitometria utilizando o software ImagelJ. (*)

significa p < 0.05, pelo teste Mann-Whitney.
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Devido a modulagdo diferencial na abundancia das proteinas PGK2, PGKI,
Hexoquinase 1, GLUT 2 e GLUTS3, decidimos verificar se 0 mesmo fendmeno poderia estar
ocorrendo nos dois modelos animais, porém utilizando a cepa viral ZIKV PO. Para os animais
imunocompetentes, verificamos que o testiculo dos animais infectados com ZIKV PO
apresentaram uma redu¢do na expressdo da proteina PGKI1 (Figura 21 A e B), quando
comparados ao homogeneizado do testiculo de animais ndo infectados. Entretanto a infec¢do
pelo ZIKV PO nao apresentou nenhuma alteragdo significante na expressao de PGK2 (Figura
21 A e C), GLUT2 (Figura 21 A e D), GLUT3 (Figura 21 A e E) e Hexoquinase (Figura 21 A

e F), quando comparado ao homogeneizado do testiculo de animais nao infectados.
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Figura 21. Modulacdo da expressdo de proteinas relacionadas a via glicolitica pela
infeccdo por ZIKV PO no testiculo de camundongos imunocompetentes. Camundongos
C57BL/6 foram infectados com ZIKV PO e tiveram o testiculo coletado e homogeneizado e
consequentemente as proteinas foram extraidas. Foram analisadas por Western Blot as
proteinas: PGK2, PGK1, Hexoquinase I, Glut 2, Glut 3 e -actina (A). Foi verificada a razio
entre as proteinas de interesse e a 3-actina por densitometria utilizando o software ImagelJ. (*)

significa p < 0.05, pelo teste Mann-Whitney.
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De forma bem interessante, observamos ainda algo similar ao obtido a partir do
homogeneizado de testiculo de animais imunocomprometidos infectados com ZIKV BR. O
testiculo dos animais IFNAR™ infectados com a ZIKV PO apresentaram uma redugio na
expressao da proteina PGK1 (Figura 22 A e B), e GLUT3 (Figura 22 A e E), quando
comparados a0 homogeneizado do testiculo de animais ndo infectados. Entretanto a infec¢do
pelo ZIKV PO ndo apresentou nenhuma alteragdo significante estatistica na expressdo de
Hexoquinase I (Figura 22 A e F) como vimos nos animais imunocompetentes. Nao
identificamos alteragdes na abundancia de PGK2 (Figura A e C). Além disso, a expressao de
GLUT2 (Figura 22 A e D), apresentou-se aumentada no testiculo de animais infectados com

ZIKV PO quando comparados aos animais ndo infectados.
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Figura 22. Modulacdo da expressdo de proteinas relacionadas a via glicolitica pela
infeccdo por ZIKV PO no testiculo de camundongos imunocomprometidos. Camundongos
IFNAR” foram infectados com ZIKV PO e tiveram o testiculo coletado e homogeneizado e
consequentemente as proteinas foram extraidas. Foram analisadas por Western Blot as
proteinas: PGK2, PGK1, Hexoquinase I, Glut 2, Glut 3 e B—actina (A). Foi verificada a razao
entre as proteinas de interesse e a 3-actina por densitometria utilizando o software ImagelJ. (*)

significa p < 0.05, pelo teste Mann-Whitney.
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Nossos dados demonstram que a abundancia de algumas proteinas e metabolitos da via
glicolitica sdo modulados pela infeccdo do ZIKV em testiculo de camundongos. A proteina
fosfoglicerato quinase foi modulada em todos os modelos animais pelas cepas ZIKV BR e
ZIKV PO e outras proteinas envolvidas na glicélise, sdo de fato moduladas durante a infec¢ao
pelo ZIKV. Nossos dados também demonstram que o ZIKV modula o perfil metabolico do
testiculo. Este projeto suporta a hipétese de que o dano incorrido pela infeccdo de ZIKV no
testiculo pode estar correlacionado a modulagdo da via glicolitica e diversos metabolitos

presentes em vias relacionadas ao metabolismo energético (Figura 23).
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Figura 23. Modelo resumindo a modulagdo de moléculas da via glicolitica na infec¢dao por

ZIKV BR e ZIKV PO em testiculo de animais imunocompetentes € imunocomprometidos.
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5.6 Efeitos da infec¢do por ZIKV PO no testiculo de animais imunocomprometidos em um

longo periodo de infeccao.

Muitas evidéncias sobre a transmissdo sexual do ZIKV entre homens e mulheres foram
reportadas sendo entdo encontrado RNA viral no sémen (HILLS et al., 2016; NICASTRI et al.,
2016; SLAVOV et al., 2016). Foi demonstrado que as células germinativas masculinas (CGs)
suportam a replicagdo do ZIKV. CGs sdo susceptiveis ao ZIKV e produzem altos niveis de
particula viral infecciosa (ROBINSON et al., 2018). Alguns trabalhos mostraram o material
genético viral no testiculo apds um longo periodo da infeccdo, sugerindo que as células
testiculares, incluindo CGs, tém um papel em potencial para o suporte e propagacdo do
ZIKV(CLANCY et al., 2019; NICASTRI et al., 2016; ROBINSON et al., 2018; STASSEN et
al., 2018). Clancy e colaboradores mostraram que a infec¢do em fase aguda resulta em virus
infeccioso capaz de ser transmitido sexualmente, porém, apds 35 e 70 dias de infeccdo eles
evidenciaram redugdo testicular seguida de orquite fibrosa severa (Orquite em ultimo estagio).
Sugerindo que mesmo apds a fase aguda e com auséncia do material genético viral, algumas
consequéncias da infec¢do podem ser evidenciadas no testiculo de animais IFNAR” (CLANCY
etal., 2019).

Tendo em vista isso todos esses fatores, decidimos verificar se as proteinas da via
glicolitica permaneceriam moduladas pelo ZIKV PO em uma infeccdo de longo periodo. Com
isso, infectamos animais IFNAR ™ com a cepa ZIKV PO e apds 28 ¢ 183 dias apos a infecgio
coletamos o testiculo e analisamos o tamanho testicular e as proteinas da via glicolitica.
Inicialmente, avaliamos a carga viral no soro dos animais do dia 2 apds a infecgdo até o dia 28.
Detectamos que a partir do dia 8 hd uma redugdo significativa da carga viral no soro dos animais,
mas ainda sendo detectada carga viral no dia 28 apds a infec¢ao (Figura 24 A). Fomos entao
avaliar se o periodo longo de infec¢@o poderia influenciar nas caracteristicas gerais do testiculo.
Observamos que apos 28 dias de infec¢do ndo ha alteragdo quanto ao peso do testiculo entre os
animais infectados e nao infectados, porém o testiculo esquerdo dos animais infectados com
ZIKV apo6s 183 dias de infecgdo apresentaram uma redugdo do peso quando comparado aos
animais infectados com 28 dias de infec¢do (Figura 24 B). Notamos ainda que a largura do
testiculo esquerdo dos camundongos infectados com ZIKV PO durante 183 dias apresentou
uma redu¢do quando comparado ao testiculo dos animais que tinham apenas 28 dias de infec¢ao
(Figura 24 C), diferentemente do comprimento que ndo apresentou nenhuma alteracdo entre os

grupos (Figura 24 D). Por fim, observamos que tanto a largura (Figura 24 E) quanto o
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comprimento (Figura 24 F) do testiculo direito dos camundongos infectados durante 183 dias

apresentaram reducao significante quando comparados aos animais infectados durante 28 dias.
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Figura 24. Peso do testiculo dos animais infectados por longo periodo apresentou uma

reducio significativa de tamanho quando comparado aos animais no periodo de infeccao

de 28 dias. Animais IFNAR " foram infectados com ZIKV PO durante os 183 dias de infecgio

foi verificado a carga viral no sangue (A), o peso dos testiculos (B), largura (C e E) e

comprimento (D e F) do testiculo direito e esquerdo. PBS: animal ndo infectado. (*) significa p

< 0.05, pelo teste anova com multiplas comparacdes.
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Com o intuito de avaliar se o ZIKV poderia influenciar a via glicolitca no testiculo de
camundongos apds um longo tempo de infec¢do. Avaliamos por Western Blot as proteinas
PGK1, PGK2, Hexoquinase 1, GLUT2 e GLUT3. Verificamos que apesar de alguns animais
ndo apresentarem expressao de PGK2, ndo ha diferenca significante na sua abundancia no
testiculo dos animais nao infectados e infectados com ZIKV apos 183 dias de infec¢ao (Figura
25 A e B). O mesmo acontece com a expressao das proteinas PGK1(Figura 25 A e B) e GLUT3
(Figura 25 A e E), apesar de apresentar uma aparente reducdo nos animais infectados com 183
dias, ndo ha diferenca significativa entre os grupos. Porém, a expressdo de GLUT2, assim como
nos animais com periodo de infec¢do de 14 dias (Figura 22 A e D), foi significativamente maior
no testiculo de camundongos infectados quando comparados aos ndo infectados (Figura 25 A e
D).De forma oposta, a expressdo da proteina Hexoquinase, apresentou redu¢do no grupo dos

animais infectados quando comparados aos animais nao infectados (Figura 25 A e F).
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Figura 25. Modulacio expressio de proteinas relacionadas ao metabolismo da glicose pela
infeccao por ZIKV PO no testiculo de animais imunocomprometidos infectados com 183
dias. Camundongos IFNAR™ foram infectados com ZIKV PO e tiveram o testiculo coletado
e homogeneizado e consequentemente as proteinas foram extraidas. Foram analisadas por
Western Blot as proteinas: PGK2, PGK1, Hexoquinase I, Glut 2, Glut 3 e B—actina (A). Foi
verificada a razdo entre as proteinas de interesse e a B-actina por densitometria utilizando o

software ImagelJ. (*) significa p < 0.05, pelo teste Mann-Whitney.
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Quando nos deparamos com diminui¢ao de abundancia de proteinas em alguns animais,
porém a expressao normal de B-actina, decidimos investigar o que poderia estar acontecendo.
Primeiramente, identificamos por SDS-page corado com Coomassie Blue que havia um padrao
diferencial das proteinas entre as amostras provindas dos homogeneizados de tecido de
camundongo com periodo de infeccdo de 183 dias (Figura 26 B) e também quando comparados
aos animais com periodo de infeccdo de 14 dias (Figura 26 A).

Com isso, dividimos a os animais em dois grupos, nomeamos de grupo 1 os animais que
apresentavam um perfil de proteinas esperado (comparado ao homogeneizado de testiculo de
animais que haviam 14 dias de infec¢ao), e nomeamos de grupo 2 os animais que apresentaram
um perfil proteico diferencial no SDS-page e também que apresentou auséncia de proteinas da
via glicolitca, porém expressdao normal de f—actina.

Apo6s assumir os dois grupos diferentes, identificamos que o grupo 2 apresentou
tamanho e comprimento do testiculo significativamente menor que o grupo 1 (Figura 26 C e
D). Para o proximo passo, verificamos que o diferencial entre os dois grupos eram o
aparecimento de uma banda muito grande na altura de 60kda e no restante do gel auséncia de
um perfil normal de migracdo. Para identificar qual proteina poderia estar superabundante
cortamos a area do gel que equivalia a banda com grandes quantidades de proteinas (cerca de
60kda do grupo 2, selecionadas em vermelho na Figura 26 B). Decidimos cortar 4 bandas de
diferentes animais do grupo 2 e apenas 1 do grupo 1 apenas para servir de comparativo. Fizemos
entdo a analise por MS/MS para identificar qual proteina poderia estar sendo modulada, sendo
superabundante nas condi¢des citadas acima. Com isso identificamos que, os animais do grupo
2 possuem menor abundancia de proteinas como: Glucose-1,6 bifosfato sintase, Acetyl-
coezyma A (Figura 26 E). Porém, gostariamos de saber qual proteina estava mais abundante
nesses animais e identificamos que os animais do grupo 2 apresentam uma maior quantidade de
Albumina Sérica e Transferrina sérica do que o homogeneizado do testiculo do grupo 01 (Figura
26 G). Além disso foram identificadas varias outras proteinas que estdo sendo aumentadas no
grupo 2 como, Plastina, e proteina do sistema complemento, porém em menor quantidade

quando comprada a Albumina Sérica (Figura 26 G e H).
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Figura 26. Analise morfologica e protedmica dos testiculos de animais
imunocomprometidos infectados com ZIKV PO apés 183 dias. (A) Gel de poliacrilamida
corado com Coomassie blue mostrando as proteinas provenientes de homogeneizado de
testiculo dos animais infectados com ZIKV apos 28 dias de infec¢do (B) Gel de poliacrilamida
corado com Coomassie blue mostrando as proteinas provenientes de homogeneizado de

testiculo de animais infectados com ZIKV apds 183 dias de infec¢do. Animais infectados por
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ZIKV ap6s 183 dias de infecg¢do foram divididos em grupo 1 e 2 e avaliados o comprimento (C)
e a largura (D) dos testiculos. Além da andlise protedmica gerada pelo programa Scaffold a
partir dos testiculos dos animais infectados apds 183 dias de infeccdo, mapa de calor (E),

Contagem de espectro total (F e G) e a lista das proteinas mais abundantes (H).

5.7 Analise Fisico-quimica e Microscopica do espermatozoide dos pacientes

Primeiramente avaliamos a idade dos pacientes e verificamos que a média de idade dos
pacientes controle (negativo para a infeccdo com ZIKV) ¢ de 23,5 anos e a média de idade dos
pacientes que foram previamente infectados com ZIKV ¢ de 34 anos (Tabela 4). Ao analisarmos
as caracteristicas fisico-quimicas do sémen, verificamos que ndo houve diferenca de cor, pH,
viscosidade e aspecto normais e presenca de codgulo seminal apos a ejaculagdo entre os grupos
controle e infectado. A avaliagdo do volume ejaculado mostrou que ndo houve diferenca
significativa entre os pacientes do grupo controle e os pacientes infectados, porém tivemos
apenas um voluntario ZIKV positivo que apresentou hipospermia, que ocorre quando o volume
de sémen ejaculado ¢ abaixo de 1,5 ml, sendo que o valor de referéncia ¢ de 1,5 a 5,0ml. Quanto
ao tempo de liquefagcdo, ndo houve diferenca entre os grupos, onde todos os voluntarios
apresentaram tempos de liquefacdo do sémen dentro da normalidade que sdo de 5 a 30 minutos
(Tabela 4). Quanto a analise microscopica, verificamos que embora haja diferenca significativa
entre o grupo controle o grupo ZIKV positivo, um voluntario foi diagnosticado com
oligozoospermia leve, que ocorre quando a concentragdo estd entre 5,0 milhdes/ml e 14,9
milhdes/ml . Outro parametro de andlise ¢ o nimero de espermatozoides por volume ejaculado,
onde também ndo houve diferenga significativa entre o grupo ZIKV positivo e o grupo controle.
Entretanto, dois voluntdrios ZIKV positivo apresentaram esse pardmetro abaixo do valor de
referéncia. Esses resultados mostraram que existe uma diferenca aparente, porém nao
significativa entre os grupos saudaveis e os infectados, sendo os infectados apresentando
redu¢do na concentracdo de espermatozoides por mL, o que precisa ser confirmado

posteriormente com a aquisi¢cao de novos voluntarios e o aumento do n amostral (Tabela 4).
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Dados Média Desvio Valor de p

Individuais Padriao
Faixa Etaria (anos)
Controle 4 23.5 0,58 -
ZIKA 4 34 7,57 -
Volume do Ejaculado (ml)
Controle 3 2,675 2,39 0,7143
ZIKA 4 3,733 1,97
Tempo de liquefacio (min)
Controle 3 24,75 3,86 0,9714
ZIKA 4 25,67 4,93
Concentracao de
espermatozoide por ml
(milhoes/ml)
Controle 3 31 7,41 0,61
ZIKA 4 21,5 13,08
Nuimero de espermatozoide por
volume ejaculado
Controle 3 104,133 31,47 0,4
ZIKA 4 57,52 57,52

Tabela 05. Caracteristicas gerais e fisico-quimicas dos espermatozoides dos pacientes.

Andlise estatistica feita por teste de Mann-Whitney.

5.7.2. Analise de morfoldgica e de motilidade dos espermatozoides dos pacientes

A andlise de motilidade ¢ composta por trés parametros, a motilidade progressiva que ¢
a capacidade o espermatozoide se mover um uma dire¢do, a motilidade ndo progressiva que ¢ a
capacidade de o espermatozoide mover a cauda, mas ndo sair do lugar e a imobilidade, onde o
espermatozoide ndo se move. De modo geral todos os voluntarios apresentaram uma boa taxa
de espermatozoides vidveis, pois todos apresentaram niveis de mobilidade maior que 40%
Quando comparamos o grupo controle com o grupo Zika positivo ndo observamos diferenca
entre a porcentagem de espermatozoides que se movem progressivamente (MP) e nenhum
voluntario apresentou niveis abaixo do valor de referencia que ¢ 32% dos espermatozoides. O
mesmo ocorreu para a mobilidade ndo progressiva (MNP) e a taxa de espermatozoides imdveis

(Figura 26 A).
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A analise morfoldgica ¢ composta por cinco parametros: a forma normal do
espermatozoide, a forma amorfa dos espermatozoides, as anomalias na cabega, a parte
intermediaria e a cauda. De modo geral todos os voluntarios apresentaram espermatozoides
viaveis com morfologia normais acima de 30%, e apenas 1% de espermatozoides amorfos.
Quando comparamos o grupo controle com o grupo ZIKV positivo ndo observamos diferenca
entre a porcentagem de espermatozoides normais. O mesmo ocorreu para as taxas de anomalia
na cabeca, anomalia na parte intermediaria, e anomalias na cauda dos espermatozoides (Figura

26 B).
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Figura 27. Analise morfologica e de motilidade dos espermatozoides dos pacientes. Analise
geral da morfologia dos espermatozoides, onde a forma normal dos espermatozoides tem que
ser maior ou igual a 30% (A). Andlise geral da motilidade dos espermatozoides, onde a
motilidade progressiva (MP) mais a motilidade ndo progressiva (MNP) tem que ser maior ou

igual a 40% (B). (*) significa p < 0.05, pelo teste Kruskal-Wallis .
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5.8 Anilise protedmica do sémen dos pacientes infectados com ZIKV

Infertilidade tem sido um problema atual que afeta aproximadamente 15% dos casais
em idade reprodutiva (INHORN; PATRIZIO, 2014). Porém, na maioria dos casos de
infertilidade os defeitos moleculares responséveis pelo diagnéstico permanecem desconhecidos
(KRAUSZ; ESCAMILLA; CHIANESE, 2015). Com isso as técnicas de High-throughput,
incluindo gendmica, protedmica, transcriptomica e metabolomica tém sido grandes apostas
como ferramentas para o estudo da infertilidade, no que tange a producdo e maturagdo de
espermatozoides, para descobrimento de novos marcadores moleculares (BIENIEK;
DRABOVICH; LO, 2016; JODAR; SOLER-VENTURA; OLIVA, 2017). Dentre todos esses
niveis, as proteinas merecem um destaque diferencial tendo em vista que desempenham a
maioria das fungdes efetoras das células.

Tendo em vista esses fatores e que ainda existem algumas evidéncias que a infec¢do por
ZIKV pode causar infertilidade em humanos, decidimos utilizar esperma de pacientes
infectados e ndo infectados com ZIKV em andlise de protedmica no modo Label-free. Apds as
andlises verificamos que 4081 proteinas foram identificadas, 2892 proteinas quantificadas
(mostradas no mapa de calor) (Figura 27 A). Porém para ser significante e diferencialmente no
esperma de pacientes infectados e ndo infectados, uma proteina tem que ter um valor de p
ajustado menor que 0,05 e um escore z inferior a -1,96 ou superior a 1,96.Com isso foram
encontradas 47 proteinas estatisticamente significantes (Figura 27 C). Tomados em conjunto
esses dados preliminares mostram que mesmo em fase cronica os pacientes infectados com
ZIKV apresentam um perfil protedmico diferente dos pacientes saudaveis. Mesmo com a
necessidade de um maior n amostral algumas proteinas apresentam abundancia diferencial apds

a infecc¢do, podendo ser um futuro alvo farmacolégico.
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Figura 28. Mapa de calor da analise proteémica do sémen de pacientes infectados com
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6. Discussao

Apds uma pausa prolongada das epidemias, o ZIKV foi encontrado nas Ilhas do
Pacifico. Em seguida, em 2015, foi confirmado que estava circulando ativamente no Brasil, até
se espalhar por toda América (FERRARIS; YSSEL; MISSE, 2019). Com esse surto, iniciaram
as especulacdes entre a associacdo da infeccdo viral com defeitos congénitos, sindromes
neurologicas e transmissdo sexual; e posteriormente veio o entendimento das rotas de
transmissdo da doenca, espectro clinico e patologico e as possiveis complicagdes que estdo
associadas a infec¢do (AGUMADU; RAMPHUL, 2018).

Alguns estudos mostraram que o ZIKV pode ser encontrado em células, fluidos e tecidos
que ndo foram descritos anteriormente em seres humanos, como na saliva e na urina
(BONALDO et al., 2016; LAMB et al., 2018). Diferentemente da maioria dos flavivirus, que
sdo transmitidos quase que exclusivamente por vetores, a transmissao sexual do ZIKV tem sido
identificada e estima-se que compreende de 3 a 23% das infecgdes (FOY et al., 2011; HILLS et
al., 2016; RNA et al., 2016; TOWERS et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016). Com isso, o mundo voltou sua aten¢do quanto a satde publica internacional para esse
virus, estimulando um répido entendimento da patogénese, isolando e sequenciando diversas
cepas, aumentando o investimento para desenvolvimento de vacinas e alvos terapéuticos
(ALMEIDA et al., 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Assim, comegou-s¢ a
usar diferentes modelos animais para compreensao dos mecanismos de patogénese da infeccao
pelo ZIKV (DONG; LIANG, 2018).

Alguns modelos de camundongos ja foram bem estabelecidos para o estudo dos
mecanismos de disseminagdo do virus, patogénese, resposta imune do hospedeiro, fertilidade,
fetos em desenvolvimento, utiliza¢do de terapias, vacinas e controle da infeccio (GORMAN et
al., 2019; MORRISON; DIAMOND, 2017). Camundongos que apresentam deficiéncia
genética nas vias de sinalizagdo do Interferon tipo I (IFN), apresentam uma maior
susceptibilidade a infec¢do pelo ZIKV (MORRISON; DIAMOND, 2017). Algumas analises
bioquimicas em humanos, mostraram que o ZIKV antagoniza a resposta do IFN humano,
através da proteina NS5, promovendo a degradacdo de STAT2 e levando a uma diminuic¢do de
IFN. Porém, em camundongos (C57BL/6), a NS5 do ZIKV nio ¢ capaz de degradar STAT2,
sendo entdo uma das explicagdes do porque estes camundongos sdo imunocompetentes e
geralmente sdo resistentes as infec¢des e a doenca promovida pelo ZIKV (GRANT et al., 2016;

KUMAR et al., 2016).
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Além do entendimento dos melhores modelos animais para estudo da patogénese, o
ressurgimento e expansdo geografica do ZIKV culminou com a necessidade de identificagao
das cepas virais para o entendimento da patogénese e viruléncia que levou a caracterizagdo de
muitas cepas virais (SHRIVASTAVA et al., 2018). Com isso, as duas cepas virais (ZIKV BR
e ZIKV PO) utilizados nesse trabalho foram isoladas no surto epidémico de 2015 e a
caracterizagdo dessas cepas indicou que elas pertencentes filogeneticamente ao clado da cepa
asiatica. Dados filogenéticos mostraram que durante a epidemia nas Américas a cepa Asiatica
era a majoritariamente circulante (HU et al., 2019).

Alguns estudos comparativos entre os isolados demonstraram que os isolados Africanos
apresentam maior viruléncia e mortalidade enquanto que algumas cepas asiaticas possuem a
caracteristica de desenvolver a doenga na sua forma cronica (ESSER-NOBIS et al., 2019;
VIELLE et al., 2018). Além dos efeitos diferenciais promovidos pela infec¢do das duas cepas
no hospedeiro, ZIKV BR e ZIKV PO, verificamos que as duas cepas apresentam alta
homologia, com o total de 39 sequéncias nucleotidicas diferenciais entre as duas cepas
resultando em 9 substituigdes de aminoacidos. Porém, ha um indicativo de que uma mutagao
ocorrida no residuo 122 na proteina NS1 possa ter um papel importante na capacidade de induzir
viruléncia. Contudo, esse ponto deve ser posteriormente investigado.

A proteina NS1 ¢ de extrema importancia na interagdo do virus com o hospedeiro,
desempenhando um importante papel na replicagdo viral, patogénese e evasdo imunoldgica
(ALAYLI; SCHOLLE, 2016; AVIRUTNAN et al., 2010; KYUNG et al., 2006). Essa proteina
apresenta uma loop com uma por¢ao hidrofébica no dominio da proteina que pode contribuir
com a associagdo a membrana celular do hospedeiro (XU et al., 2016). Essa regido pode ser
variavel em alguns flavivirus, porém ¢ uma regido hidrofobica ou carregada positivamente, o
que favorece a ligacdo viral & membrana celular (SONG et al., 2016; XU et al., 2016). Nesse
loop ha residuos ja descritos como essenciais para a associagdo com a membrana, como 0s
residuos 122, 123 e 124 (HILGENFELD; VASUDEVAN, 2018). Nos nossos resultados
verificamos que residuo 122 na proteina NS1 da cepa ZIKV BR ¢ uma histidina, um aminoéacido
polar basico, e na cepa ZIKV PO ¢ uma tirosina aminodcido polar neutro. Assim, essa mutagao
pode ser um indicativo de maior patogénese de ZIKV BR.

Alguns estudos mostraram que os animais selvagens da linhagem C57BL/6 com 4-6
semanas ndo desenvolveram sinais clinicos aparentes que caracterizam doenca, esses animais
apresentaram somente uma carga viral muito baixa comparado aos animais deficientes para
Interferon (MORRISON; DIAMOND, 2017). Porém os animais sem componentes-chave da

imunidade antiviral inata, como os da via do Interferon, sucumbiram a infec¢ao por diferentes
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isolados, além da carga viral ter sido identificada em diferentes o6rgaos e tecidos (ALIOTA et
al., 2016; TANG et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

Para uma compreensdo mecanicista da patogénese do ZIKV, animais
imunocomprometidos (IFNAR™) e imunocompetentes (C57BL/6) foram infectados e entdo,
avaliamos primeiramente a condi¢do geral dos animais poés-infec¢do. Verificamos que os
animais imunocomprometidos infectados com isolado brasileiro apresentaram uma reducdo
significativa do peso quando comparados aos animais ndo infectados. Porém, nao identificamos
o mesmo fendomeno para o isolado de Porto Rico. Além disso, verificamos que os animais
IFNAR™ infectados por ZIKV BR apresentaram uma maior carga viral no decorrer da infecgo
do que os animais infectados com ZIKV PO, sendo assim um primeiro indicativo que a cepa
ZIKV BR poderia estar desenvolvendo maior patogénese. E também verificamos que apenas
um animal imunocomprometido infectado com a cepa ZIKV BR morreu, indicando também
maior letalidade dessa cepa. Como esperado, baseado em dados da literatura verificamos que
os animais imunocompetentes foram capazes de sanar a infeccdo por ZIKV, ndo sendo
detectada carga viral no plasma de animais imunocompetentes, como ja demonstrado por alguns
autores (GORMAN et al., 2019; MORRISON; DIAMOND, 2017). Porém um importante
achado do trabalho foi a carga viral diferencial dos dois isolados nos 6rgaos. Desde as primeiras
andlises sempre verificamos que aparentemente a infec¢do pelo isolado brasileiro apresenta
maior carga viral do que o isolado de Porto Rico no plasma de animais imunocomprometidos.
Desta forma, foi importante investigar melhor a patogénese da infeccdo pelo ZIKV dos
diferentes isolados.

A patogénese da infeccdo pelo ZIKV tem sido fortemente relacionada a doengas
neuroldgicas e efeitos no trato reprodutor masculino (HILLS et al., 2016; MORRISON;
DIAMOND, 2017; MUNOZ et al., 2017; WEN; SONG; MING, 2017). O ZIKV pode persistir
em locais com imunidade privilegiada, como o cérebro e o testiculo (SHAO et al., 2017;
TSETSARKIN et al., 2018; WINKLER et al., 2017). O ZIKV persiste no trato reprodutivo
masculino, com virus infecciosos ¢ RNA viral sendo isolados até 69 e 188 dias apods o inicio
dos sintomas, respectivamente (NICASTRI et al., 2016). Nossos dados de PCR em tempo real
sugerem que o cérebro de animais IFNAR™ apresentaram a replicagio das duas cepas virais,
diferentemente do cérebro dos animais imunocompetentes que ndo apresentaram material
genético viral apds a infecgao.

Na busca por identificar a correlagdo da permanéncia do ZIKV no testiculo, verificamos
que os animais IFNAR™" infectados com a cepa ZIKV BR apresentaram uma maior carga viral

dos que os infectados com a cepa que foi isolada em Porto Rico. Além disso, um grande achado
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do trabalho foi que ap6s 14 dias de infec¢@o ndo foi encontrada nenhuma carga viral no plasma
de animais imunocompetentes. Porém, foi encontrada carga viral no testiculo, mostrando que
esse orgdo ¢ capaz de suportar a replicagdo viral do isolado brasileiro e que esse virus pode
apresentar tropismo para esse 0rgdo. Esse dado corrobora com a que ha na literatura, onde foi
evidenciado que ZIKV pode ser encontrado nos fluidos seminais mesmo apds muito tempo da
resolucdo da viremia (JOGUET et al., 2017).

Identificamos carga viral no testiculo de animais imunocompetentes e
imunocomprometidos infectados pela cepa ZIKV BR. Entretanto, avaliamos que apenas as
dimensdes dos testiculos de animais imunocomprometidos permaneceram alteradas e ndo
observamos diferenga no peso do testiculo. Uma das nossas hipdteses, ¢ que mesmo
apresentando carga viral, provavelmente o tempo da infec¢do ndo foi suficiente para
identificarmos danos macroscopicos significativos no testiculo.

O ZIKV pode permanecer no sémen até seis meses apos a infec¢do e a infecgdo pode
promover danos testiculares evidentes (DE LA VEGA et al., 2019; NICASTRI et al., 2016;
URAKI et al., 2017). Em modelo animal de animais tratados com anticorpo monoclonal
bloqueador anti-Ifnarl foi verificado que a infec¢do consegue desenvolver atrofia testicular,
niveis baixos de testosterona além de oligospermia (GOVERO et al., 2016; URAKI et al., 2017).
Um estudo em humanos ainda evidenciou uma reducdo transitéria na contagem de
espermatozoide na fase aguda da infeccdo (JOGUET et al., 2017). A infeccdo ZIKV pode
provocar danos testiculares e no epididimo, levando a redu¢ao de hormonios sexuais, destruicao
de células somadticas e principalmente modulando e infectando células de Sertoli (KUMAR et
al., 2018; MATUSALI et al., 2018; SHENG et al., 2017). Além disso, foi demonstrado que em
animais imunocomprometidos a concentragdo e motilidade de espermatozoides foram
comprometidas pela infeccio (GOVERO et al., 2016). Fomos verificar se em animais
imunocomprometidos a cepa viral que chega e permanece no testiculo (ZIKV BR) poderia
modular esses mesmos parametros de fertilidade. Verificamos que a concentragao espermatica
do epididimo esquerdo e direito permanece ndo alterada pela infeccdo. Porém, identificamos
que a mobilidade progressiva, percentual de espermatozoides moveis e também a porcentagem
de espermatozoides normais, foram reduzidos pela infec¢ao pelo ZIKV. Esse dado sugere que
mesmo que a infec¢do ndo tenha alterado a quantidade de espermatozoides presentes no
epididimo, ela foi capaz de alterar a qualidade e normalidade dos espermatozoides, sendo um
indicio de promogao de infertilidade.

Foi demonstrado que ZIKV causa a morte celular de células testiculares, promovendo

redu¢@o do tamanho do testiculo, e podendo evoluir para orquite cronica (MATUSALI et al.,
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2018). A inflamacao testicular e a secre¢do de algumas citocinas podem desempenhar um papel
danoso para a fertilidade, porém ¢ importante ressaltar que algumas citocinas desempenham um
importante papel para a homeostase testicular, além da participag@o nos processos inflamatorios
(LOVELAND et al.,, 2017). A citocina IL-6 desempenha um importante papel na
espermatogénese e a restruturagdo das jungdes das células testiculares, precisando de uma
regulacdo celular bem orquestrada para a homeostase testicular (GAN, 2014). A citocina IL-10,
juntamente com a citocina TGF-f3 desempenham uma fungdo crucial para a manuteng¢do de um
microambiente imunossupressivo no testiculo (D’ORAZIO; NIEDERKORN, 1998; KEVIN
RANGE, 2012). Além disso, a citocina IL-10 consegue desenvolver um papel protetor,
reduzindo danos na lesdo por reperfusdo (OZTURK et al., 2014). Ademais, a citocina TGF-f3
influencia no desenvolvimento testicular ¢ no controle da diferenciagdo das células
germinativas (YOUNG; WAKITANI; LOVELAND, 2015). Nesse contexto, a citocina TNF-
a ¢ produzida por espermatides, espermatdcitos e macrofagos testiculares tendo um papel
crucial na reposta imunoregulatdria e apoptose.(BAKER; REDDY, 1998; PACE et al., 1993)
No caso da citocina IL-1[ alguns estudos apontam que pode ter efeitos de diminui¢do ou
aumento de testosterona nas células de Leydig (HYDROXYLASE; EXPRESSION;
BUCHANAN, 1992; LIN et al., 1991; WARREN DW, PASUPULETI V, LU Y, PLATLER
BW, 1990). Porém, uma elevagdo dessas citocinas no testiculo pode estar correlacionada a
danos severos varias disfungdes testiculares como torcdo testicular e orquite autoimune
(LYSIAK, 2004).Fomos entdo avaliar o perfil inflamatorio do testiculo e do soro dos animais.
Nao encontramos nenhuma diferenca significativa em nenhuma das citocinas avaliadas,
sugerindo que mesmo apresentando carga viral, o testiculo ainda ndo apresenta sinais de
inflamacao local.

Sem sinais de inflamagdo, a persisténcia viral no testiculo pode ser associada ao fato do
virus conseguir reprogramar o perfil transcricional das células. Em micréglia foi demonstrado
que o ZIKV induz a modulagdo de numerosos metabdlitos envolvidos na diferenciacao,
regulacdo da apoptose, arquitetura do virion e replicacdo viral (VIAL et al., 2018). De forma
semelhante, o soro de pacientes infectados com ZIKV também apresentou perfil metabdlico
alterado quando comparado aos pacientes saudaveis (MELO et al., 2017). O ZIKV também
modula o metaboloma celular cerebral favorecendo sua replicagdo (DABAJA et al., 2018;
ROTHAN et al., 2018; TIWARI et al., 2017).

Semelhante ao cérebro, os testiculos sdo um 6rgao de privilégio imunoldgico que sdo

afetados pela infeccdo pelo ZIKV. Como verificamos que os animais imunocompetentes
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conseguem suportar a infec¢do do ZIKV isolado brasileiro, avaliamos se havia alguma
modulagdo metabolica no testiculo desses animais. Nesse contexto, verificamos que de forma
geral o ZIKV consegue modular o perfil metabdlico no testiculo e talvez esse seja o fator que
esta suportando a replicag@o viral nesse 6rgao. Além disso, identificamos, um total de 16.452
picos (ions Unicos) em ionizac¢do positiva e 9.358 picos (ions Unicos) em ioniza¢do negativa.
Usando analise estatistica, 154 e 25 desses picos foram considerados estatisticamente diferentes
(p-valor < 0,05), entre amostras de testiculo infectado e ndo infectado.

O ZIKV reprograma o metabolismo celular modulando a producdo de energia via
glicolise em alguns modelos neurolégicos (BEYS-DA-SILVA et al., 2018; DABAJA et al.,
2018). Varios trabalhos sugerem que a modulacao do metabolismo celular, incluindo a glicolise,
leva a disturbios neurologicos, defeitos congénitos e malformagao cerebral (BEYS-DA-SILVA
et al., 2018; GILBERT-JARAMILLO et al., 2019). Nossos dados sugerem que o metabolismo
da glicose também ¢ modulado no testiculo. Nossos dados mostraram que abundancia relativa
de glicose, foi maior nas amostras de testiculos infectados quando comparado amostras nao
infectadas.

Além disso, Thaker e colaboradores mostraram que a infec¢do por ZIKV ¢é capaz de
reprogramar de forma diferencial os tipos celulares. Eles demonstraram que em células humanas
a infec¢do promove uma alteracdo na razdio AMP/ATP levando a fosforilagdo de AMPK que
leva a ao aumento de Caspase-3, uma importante enzima indutora de morte celular por apoptose.
Em contrapartida, em células de inseto a infec¢do ndo modula a razdo AMP/ATP ndo havendo
ativacao das vias morte celular, o que permite a manutenc¢ao da sobrevivéncia celular. Essa seria
uma das explicacdes de um dos mecanismos de persisténcia viral em células de inseto
(THAKER et al., 2019), sendo também uma das explicagdes do porque o virus persiste no trato
reprodutor masculino, tendo em vista que em nossos achados ndo vimos aumento de AMP.

Além do AMP, verificamos que a infec¢do promoveu aumento de (2E)-4-Hydroperoxy-
2-nonenal, um produto da peroxidacao lipidica que ¢ um dos maiores responsaveis por alguns
efeitos citopatologicos durante o estresse oxidativo (SHIMOZU et al., 2011; UCHIDA, 2003).
Além disso, verificamos aumento de L-Threoneopterin, um marcador de infeccdo viral, que ¢
produzido por macréfagos apds a estimulacdo com Interferon-gama (WIRLEITNER et al.,
2005). Alguns autores demonstraram que o composto Neopterin pode influenciar no
metabolismo redox das células e também pode impedir a ativacdo do inflamassoma em
astrocitos (DE PAULA MARTINS et al., 2018; WIRLEITNER et al., 2005). Entao tomados em
conjunto, esses metabdlitos modulados juntamente com os dados de inflamac¢do denotam um

microambiente mais oxidativo com as vias de inflamagao inibidas.
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Além desses metabolitos, verificamos a redu¢do da abundancia de Hexoses,
Panthothenic acid, Coenzima A e ADP, indicando que a infec¢do pelo ZIKV pode estar
modulando o metabolismo energético celular.

Na tentativa de identificar se a persisténcia viral no testiculo poderia estar associada a
modulacdo do metabolismo da glicose, verificamos se algumas proteinas da via glicolitica
estariam sendo moduladas pela infec¢ao por ZIKV, incluindo a proteina PGK2. PGK2, enzima
responsavel pela primeira etapa geradora de ATP na via glicélise, € apenas expressa no testiculo
e ¢ considerada por alguns autores como um biomarcador de fertilidade devido ao seu papel na
motilidade dos espermatozoides. Nossos dados preliminares demonstram que PGK2 e
hexoquinase 1 sdo moduladas pela infec¢do pelo ZIKV. Essas proteinas estdo envolvidas na
glicolise, e foram de fato moduladas nos nossos experimentos durante a infec¢ao pelo ZIKV
BR em animais imunocompetentes e imunocomprometidos. Portanto, temos a hipdtese de que
essa modulacdo de PGK2 e hexoquinase 1 poderiam ter grande impacto para a geragdo de ATP.
Porém, verificamos que ndo houve diferenca na concentracdo de ATP gerado em testiculos de
animais infectados por ZIKV e ndo infectados. Desta forma, nossa hipdtese ¢ que a atividade
de PGK1 ou modulagdo alostérica de PGK2 possam manter a concentragdo de ATP nos outros
tipos celulares no testiculo. A expressdo de PGK1 ¢ encontrada em todos os tecidos dos
mamiferos, enquanto PGK2 ¢ encontrada somente em células espermaticas pds-meiodticas
(KRAMER; ERICKSON, 1981). Como avaliamos o perfil geral do testiculo, o nivel de ATP
pdde ser mantido nesse 6rgao.

A auséncia de PGK2 impacta significativamente na mobilidade de espermatozoides
(LIU et al., 2016, 2019). Verificamos que a abundancia da proteina PGK2 ¢ reduzida apds a
infeccdo pelo ZIKV BR. Associado a isso, verificamos a manutencdo da concentragdo
espermdtica. Porém, houve reducdo na mobilidade dos espermatozoides, indicando que a
infecg¢do pelo ZIKV pode modular concomitantemente a abundancia de PGK2 e a mobilidade
dos espermatozoides.

Nos também avaliamos os niveis de expressao dos transportadores de glicose 2 e 3
(GLUT 2 e GLUT 3) e Hexoquinase I. Confirmamos que nos animais imunocompetentes a
infecg¢do por ZIKV ndo modula a expressao dos translocadores GLUT, mesmo apresentando o
aumento da abundancia de glicose, mas regula negativamente a expressdo de Hexoquinase I.
Hexoquinase, ¢ encontrada em diferentes isoformas HK1, HK2, HK3 e HK4 sendo a isoforma
HK1 a mais distribuida no organismo, ela se associa a mitocondria por meio do seu dominio de
ligagdo a porina no segmento N terminal (SUN et al., 2008; WILSON, 2003). A hexoquinase 1

apresenta um transcrito variante de células espermatogénicas denominado HK1S, que possui
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uma substituicdo desse sitio de ligagdo a porina por um dominio exclusivo de células
germinativas gerado por splicing (ANDREONI; RUZZO; MAGNANI, 2000). Ja a HK1S ¢
encontrada em células da espermatogénese do periodo pds-meiose (NAKAMURA et al., 2008).
Nos nossos achados, identificamos que a infec¢do pelo ZIKV promove redugao da abundancia
de HK1, justamente a hexoquinase mais expressa em cé¢lulas da espermatogénese. A reducdo
da abundancia de PGK2 apds a infeccdo pelo ZIKV, indica que a infec¢do pode modular
proteinas da via glicolitica. Esse fenomeno pode ser o principal para o impacto na motilidade
dos espermatozoides.

Tomados em conjunto, esses dados dao suporte a nossa hipotese de que um dos
mecanismos de persisténcia viral no testiculo possa estar associado a modulacdo da via
glicolitica. Também especulamos que o mecanismo que possa estar envolvido nesse processo
no testiculo seja similar ao que ocorre na infec¢do de células C6/36. O mecanismo consiste na
infec¢do por ZIKV induzir o aumento de glicose para gerar aumento de intermediarios do ciclo
das pentoses, fazendo com que o aumento de ribose-5-fostato seja utilizado para a replicacdo
viral (THAKER et al., 2019).

Sugerimos que esse acimulo de glicose no testiculo possa estar relacionado a uma
modulagdo intracelular das proteinas do metabolismo da glicose, fazendo com que a célula
possa regular outras fontes intracelulares de producdo de energia como a via das pentoses.
Verificamos ainda que metabolitos como (2E)-4-Hydroperoxy-2-nonenal e 4cido 9-
Oxononanoico apresentaram maior abundancia em testiculo de animais infectados por ZIKV.
Sendo um indicativo de que as células podem estar optando por beta-oxidagdo dos acidos graxos
para a demanda de energia ja que a alteracdo na homeostase lipidica da célula hospedeira ¢ uma
estratégia de criar um ambiente proprio para a replicagdo viral (CHUKKAPALLI; HEATON;
RANDALL, 2012; QUEIROZ et al., 2019). Porém precisamos investigar mais profundamente
se 0 ZIKV modula direta ou indiretamente a glicolise.

A infeccdo pelo ZIKV PO promove efeitos diretos na fertilidade masculina (BAUD et
al., 2017; DE LA VEGA et al., 2019; STASSEN et al., 2018). Contudo, ainda ndo esta claro se
a modulacdo da glicolise afeta diretamente a fertilidade. Portanto, estudos longitudinais, que
monitoram a infeccdo por ZIKV na contagem de sémen e espermatozoides, precisam ser
realizados para suportar a ideia de que a modulacdo da via glicolitica pelo ZIKV possa estar
gerando consequéncias na infertilidade masculina.

Verificamos ainda que em outros modelos animais a expressdo de PGK1 e PGK2
continuam apresentando uma modulagdo negativa em testiculos de animais infectados por

ZIKV. Porém, em animais imunocomprometidos, verificamos que a expressao de GLUT 2 esta
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aumentada enquanto que a expressdo de GLUT 3 ¢ reduzida. Rasschaert e colaboradores
mostraram que em células beta pancreaticas infectadas ha acumulo de RNA viral de cadeia
dupla que junto com IFN-y resulta em disfuncao celular, levando a um aumento da expressao
de GLUT2 (RASSCHAERT et al., 2003). No nosso modelo de animais imunocomprometidos,
uma provavel hipotese de aumento na expressao de GLUT2 em animais infectados seria que a
auséncia IFN-y e a infeccdo por ZIKV poderiam em conjuntos, estar entdo favorecendo o
aumento da expressdo de GLUT2. Porém nos modelos imunocompetentes verificamos que a
expressdao de GLUT 2 ¢ aumentada e GLUT3 ¢ diminuida significativamente. Shakeel e
colaboradores demonstraram que em modelo de criptorquidia, que mudancgas degenerativas em
espermatogonias sdo causadas pelo aumento significativo de transportador GLUT2 e
diminui¢do de 85% de transportador GLUT3 (FAROOQUI et al., 1997). As alteragdes no
transportador GLUT3 podem ser danosas no testiculo, pois esses ja foram descritos como sendo
os principais transportadores GLUT nesse 6rgao (HAHN et al., 2017). Além disso alguns
resultados sugerem que os transportadores GLUT3 sdo significativamente presentes no testiculo
(HAHN etal., 2017). Assim, modulagdes na abundancia dessa proteina podem promover efeitos
importantes na homeostase testicular.

Alguns trabalhos mostraram o material genético viral no testiculo apds um longo periodo
da infecgdo, sugerindo que as células testiculares, incluindo CGs, tém um papel em potencial
para o suporte e propagacdo do ZIKV (CLANCY et al.,, 2019; NICASTRI et al., 2016;
ROBINSON et al., 2018; STASSEN et al., 2018). No nosso modelo vimos que ap6s 183 dias
de infecgdo pelo ZIKV o testiculo de animais apresenta tamanho e dimensdes reduzidas quando
comparada a infec¢do de 14 dias indicando que os efeitos da infec¢do podem estar modulando
e permanecendo nesse 6rgao imunoprivilegiado por um longo periodo. De forma diferencial
aos dados obtidos com 14 dias de infec¢do as proteinas do metabolismo energético encontram-
se negativamente modulas apos esse longo periodo de infec¢dao, como Hexoquinase I e GLUT?2.

De modo geral, alguns prévios estudos sobre a infec¢ao pelo ZIKV em camundongos
tratados com anticorpo monoclonal anti-Ifnar]l demonstraram comprometimento na fertilidade
masculina, acompanhados de atrofia testicular, niveis mais baixos de testosterona sérica e
oligospermia (GOVERO et al., 2016; URAKI et al., 2017). Aqui, verificamos que animais que
apresentaram alto comprometimento em tamanho e dimensdes testiculares, também
apresentaram altos niveis de albumina sérica. De forma interessante, importante ressaltar que a
albumina sérica ¢ a principal carreadora de testosterona no plasma (CHRISTENSEN et al.,
1985). Em ratos com torsdes testiculares foi visto uma alta quantidade de albumina,

corroborando nossos achados (ZHENG et al., 2011). Sendo uma possivel hipotese para ambos
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trabalhos a exudacdo por aumento de permeabilidade vascular. Porém, precisamos investigar
essa hipotese e também a correlagdo hormonal com a infecgdo pelo ZIKV.

Estudos em camundongos mostram uma diminui¢do do nimero de espermatozoides, um
aumento na fragmentacdo e uma diminui¢do na motilidade e na motilidade progressiva de
espermatozoides, durante e apos 21 dias da infec¢do por ZIKV (GRIFFIN et al., 2017). Em
humanos ndo verificamos diferengas significativas desses parametros. Porém, identificamos
que o paciente que apresentou maiores alteracdes espermaticas também apresentou um perfil
protedomico diferencial de todos os outros pacientes, mesmo sendo um paciente sem
comorbidades e sem doengas prévias. Além disso, o perfil protedmico do sémen de pacientes
que foram infectados por ZIKV também apresenta alteracdo quando comparados ao controle
negativo para ZIKV.

Portanto, o presente trabalho apresentou novos indicios de como a infertilidade
masculina pode estar sendo causada pelo ZIKV e pode estar relacionada com moléculas da via
glicolitica. Além disso, nosso trabalho apresentou dados de base para estudos futuros acerca do
potencial terapéutico da modulagdo de proteinas do metabolismo energético pela infec¢do pelo

ZIKV e a infertilidade masculina.
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7. Conclusoes

Tomados todos os resultados do presente trabalho em conjunto, concluimos que:

* Animais infectados com a cepa ZIKV BR apresentam maior viremia do que animais
infectados pela cepa ZIKV PO

= A cepa ZIKV BR, e ndo a ZIKV PO, apresenta maior tropismo pelo testiculo e
capacidade de permanéncia em testiculo de animais imunocompetentes.

= Mutagdes em residuos especificos podem estar sendo o principal fator para que a cepa
ZIKV BR tenha maiores vantagens na infec¢do do que a cepa ZIKV PO, como o residuo
122 da proteina NS1, mas estudos adicionais sdo necessarios para se verificar isso.

= ZIKV induz mudanga no perfil metabdlico do testiculo.

* A infec¢do pela cepa ZIKV BR modula a abundancia de PGK2 e outras proteinas da via
glicolitica, porém ndo ha impacto significativo na concentracdo de ATP.

= ZIKV ¢ capaz de modular o metabolismo da glicose, gerando acimulo de glicose nos
testiculos de animais infectados, além de modular algumas proteinas da via glicolitica. Este
pode ser um mecanismo de persisténcia viral, impactando na mobilidade e funcdo
espermatica.

= Sémen de homens previamente infectados com ZIKV, mesmo que a longo prazo,
apresentam modificacdo do perfil protedmico quando comparado ao sémen dos homens
controle, alterando a expressdo de moléculas tais como methyltransferase-like protein,

mucin-5AC,myeloblastin,mucin-6, cytochrome b5, Glutathione S-transferase 4.
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Abstract Zika virus (ZIKV) has been reported by several groups as an important virus causing
pathological damage in the male reproductive tract. ZIKV can infect and persist in testicular somatic
and germ cells, as well as spermatozoa, leading to cell death and testicular atrophy. ZIKV has also
been detected in semen samples from ZIKV-infected patients. This has huge implications for human
reproduction. Global scientific efforts are being applied to understand the mechanisms related to
arboviruses persistency, pathogenesis, and host cellular response to suggest a potential target to
develop robust antiviral therapeutics and vaccines. Here, we discuss the cellular modulation of
the immunologic and physiologic properties of the male reproductive tract environment caused by
arboviruses infection, focusing on ZIKV. We also present an overview of the current vaccine effects
and therapeutic targets against ZIKV infection that may impact the testis and male fertility.

Keywords: Sertoli cells; Leydig cells; ZIKA virus; arboviruses; infertility

1. Introduction

The testis is a reproductive gland that is part of the internal structures of the male reproductive
tract (MRT) and is involved in spermatogenesis and steroidogenesis. Each testis is composed of a
tangle of tubes, the seminiferous ducts. These ducts are formed by Sertoli cells (SCs) and the germinal
epithelium, which is responsible for ensuring protection and nutrition to accurate spermatogenesis.
Leydig cells (LCs) are found in the testis interstitium, adjacent to the seminiferous tubules. LCs promote
steroidogenesis through the secretion of male sex hormones, especially testosterone, responsible for
the development of male genital organs and secondary sexual characters [1,2].

The testis is considered an immune-privileged organ [3]. This is essential to ensure the
immunogenic germ cell protection against immune system activation during spermatogenesis. This is
mainly provided by the combination of a local immunosuppressive environment and systemic immune
tolerance [4-6]. It has long been assumed that the blood-testis barrier (BTB) constitutes the main
mechanism of the immune-privileged status of the testis [7]. In addition to BTB and anatomical
impairment of external cells” and molecules’ entrance to testis, SCs also provide anti-inflammatory
mediator secretion aiming to maintain the tolerogenic microenvironment [8]. However, many local
immune modulators, including macrophages, dendritic cells (DCs), natural killer cells (NKs), mast cells
and T-lymphocytes, contribute to the intercommunication among testicular components [9-12].

Cells 2020, 9, 1006; doi:10.339(/cells9041006 www.mdpi.comfjournal/cells
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Abstract: Zika virus is an arbovirus that has rapidly spread within the Americas since 2014,
presenting a variety of clinical manifestations and neurological complications resulting in congenital
malformation, microcephaly, and possibly, in male infertility. These significant clinical manifestations
have led investigators to develop several candidate vaccines specific to Zika virus. In this review we
describe relevant targets for the development of vaccines specific for Zika virus, the development
status of various vaccine candidates and their different platforms, as well as their clinical progression.

Keywords: zika virus; flaviviruses; vaccines; animal models; immunopathology; immune responses;
challenge; clinical trials

1. Introduction

Flavivirus is a genus of viruses in the family Flaviviridae that includes Dengue virus (DENV),
Yellow fever virus (YFV), West Nile virus (WNV), and Zika virus (ZIKV), all of which are transmitted by
arthropod vectors [1-3]. However, ZIKV presents with additional modes of transmission to that of
mosquito bites via vertical, sexual, and transfusion transmissions [4-7].

ZIKV was originally discovered in a sentinel macaque in the Zika forest in Uganda in 1947,
while the first reported case of human infection was identified in 1952 [8]. Thereafter, sporadic
infections were reported until the Micronesia outbreak of 2007. Symptoms reported as part of this
outbreak included rash, conjunctivitis, and arthralgia [9]. Six years later, another outbreak occurred in
French Polynesia and the first cases of hospitalization due to Guillain-Barré syndrome (GBS) were
reported [10]. From 2015 onward, several cases of ZIKV infection were detected in Brazil, which
then spread to other South American countries, leading the World Health Organization (WHO) to
declare ZIKV a public health emergency of international concern (PHEIC) on 1 February 2016, a status
subsequently lifted on 18 November 2016 [11,12].

The most recent outbreak of ZIKV was associated with congenital malformation and
fetal /newborn microcephaly caused by ZIKV infection during pregnancy [13]. Furthermore, additional
clinical manifestations were associated with ZIKV infection including neurological disorders and
male infertility in animal models [14,15]. Due to the presence of these clinical complications, rapid
scientific investigations began with the goal of better understanding viral pathogenesis, host response,

Vaccines 2018, 6, 62; doi:10.3390/ vaccines6030062 www.mdpi.com/journal/vaccines
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Zika virus (ZIKV) has a strong tropism for the nervous system and has been related to post-infection
neurological syndromes. Once neuronal cells are infected, the virus is capable of modulating cell
metabolism, leading to neurotoxicity and cellular death. The negative effect of ZIKV in neuron cells has
been characterized. However, the description of molecules capable of reversing these cytotoxic effects
is still under investigation. In this context, it has been largely demonstrated that docosahexaenoic

acid (DHA), an omega-3 polyunsaturated fatty acdid, is highly neuroprotective. Here, we hypothesized
that DHA's neuroprotective proprieties could have an influence on ZIKV-induced neurotoxicity in SH-
SYSY cells. Our data showed that pre-treatment of SH-SY5SY cells with DHA increased the cell viability
and proliferation in ZIKV-infected cells. Moreover, DHA triggered an anti-inflammatory response in
those infected cells. Besides, DHA was capable of restoring mitochondria function and number in ZIKV-
infected SH-SY5Y cells. In addition, cells pre-treated with DHA prior to ZIKV infection presented a lower
viral load at different times of infection. Taking together, these resuits demonstrated that DHA has a
potential anti-inflammatory and neuroprotective effect against ZIKV infection in these neuron-like cells
and could be a useful tool in the treatment against this virus.

First discovered in Uganda Forest in 1947, Zika virus (ZIKV) 1s an arthropod-born Flavivirus, transmitted by
mosquitoes from Aedes genus, and, as recently discovered, an arbovirus sexually transmitted?. ZIKV has been
assoclated with several neuronal alterations and congenital diseases’. Indeed, ZIKV ts dlosely related to neuro-
logical disorders and presents a main tropism for nervous system, being isolated from animals born with micro-
cephaly and infected adult mice brain**. Neuronal cells, both progenitors or differenttated ones, suffer a loss of
homeostasis when infected with ZIKV and present considerable changes in cell metabolism during infection, due
to the presence of spectfic required metabolites for viral replication®”. ZIKV-1nduced neuronal alterattons can
directly impair neuronal homeostasts leading to decreased cellular proliferation and differentiation capacity of
those cells, followed by cell death’.

It was also reported that negative Influence of ZIKV in neuronal cells has a strong relationship with
mitochondrial-sequestration of phospho-TBK1, an important factor that once relocated can cause a disruption
In mitosis process, creating a critical environment to neuronal survival®. In addition, spectfic ZIKV proteins
are capable of inhibiting Akt-mTOR pathway in neuronal stem cells, which plays essential role on neurogenesis
process, cell maturation and migration™'”. Such mechanisms act synergistically to induce neuronal apoptotic cell
death and loss of massive cell population during brain development and it can be accompanted by activation of
inflammatory response’ -2,

It 1s known that inflammatton 1s a key process that orchestrates neuronal damage induced by ZIKV infection'.
It has been reported that ZIKV intensively induces the generation of pro-inflammatory factors in microgita cells,
such as IL-6 and MCP-1, when 1t infects human fetal brain'. In addition, pro-inflammatory response triggered
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Abstract

Zika and Chikungunya are arthropod-borne viruses transmitted by Aedes mos-
quitoes that circulate in tropical and subtropical areas and have been causing
major outbreaks over the last decades. Zika virus infection has been associated
with mild symptoms as fever and joint pains as well as with microcephaly and
Guillain-Barré syndrome. The clinical symptoms in Chikungunya infection in-
clude skin rashes, high fever and intense joint pain that can evolve to a chronic
condition. Arboviral infections are often misdiagnosed due to similar clinical
manifestations and the lack of virus-specific tests in some areas. The aim of
this study was to measure the levels of inflammatory mediators to better char-
acterize the immune response during Zika virus (ZIKV) or Chikungunya virus
(CHIKV) acute infections in patients of the Federal District, Brazil. Cytokine
levels from serum samples of acutely ill ZIKV or CHIKV patients were meas-
ured by ELISA. CHIKV patients presented a significant increase in IL-1p, IL-6,
IL-17, and TNF-a. IL-10 and TGF-B were elevated in both ZIKV and CHIKV
patients. Eicosanoid levels were assessed by EIA and no alteration was observed
in the secretion profile of prostaglandins or leukotrienes. Nitric oxide (NO) lev-
els were assessed by the Griess method and increased levels in both ZIKV and
CHIKYV patients were observed. Our results showed a specific profile of pro- and
anti-inflammatory markers induced by acute ZIKV and CHIKYV infection in pa-
tients of the Federal District, Brazil.

KEYWORDS

Zika virus, Chikungunya virus, Inflammation, Eicosanoids, Cytokines, Nitric oxide

and widespread incidence since they are transmitted by Aedes
aegypti and other Aedes species distributed over tropical and
subtropical areas, causing an enormous burden for global pub-

Arboviruses (arthropod-borne viruses) are transmitted by
mosquitoes and other hematophagous insects and are associ-
ated with important emerging tropical diseases that affect mil-
lions of people worldwide. Zika and Chikungunya are among
the arboviruses of major interest due to the lack of vaccines

lic health [1].

Zika virus (ZIKV) is a flavivirus that causes symptomatic
infections in 20 to 40% of the cases. Clinical manifestations
include skin rashes, conjunctivitis, arthritis, myalgia, fever,
and headaches. It was first discovered in Uganda in the late
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Background. 7ika virus (ZIKV) infection has been assoclated with prolonged viral excretion in human semen and causes tes-
ticular atrophy and infertility in 10-week-old immunodefictent mice.

Methods. Male IFNAR-- mice, knockout for type I Interferon receptor, were immunized with GLS-5700, a deoxyribonuclelc
acid-based vaccine, before a subcutaneous ZIKV challenge with 6 x 10° plaque-forming units at 13 weeks of age. On day 28 post-
Infection, testes and epididymides were collected In some mice for histological and functional analyses, whereas others were mated
with natve female wild-type C57BL/6].

Results.  Although all mice challenged with ZIKV developed viremia, most of them were asymptomatic, showed no welght loss,
and survived Infection. On day 28 postinfection, none of the unvaccinated, infected mice (9 of 9) exhibited abnormal spermatozoa
counts or motility. However, 33% (3 of 9) and 36% (4 of 11) of mated males from this group were Infertile, from 2 independent stud-
tes. Contrarily, males from the noninfected and the vaccinated, Infected groups were all fertile. On days 75 and 207 postinfection,
partial recovery of fertility was observed in 66% (2 of 3) of the previously Infertile males.

Conclusions. This study reports the effects of ZIKV infection on male fertility in a sublethal, immunodeficient mouse model and
the efficacy of GLS-5700 vaccination In preventing male Infertility.

Keywords. animal model; DNA vaccine; Infertility; sublethal; Zika virus.

Zika virus (ZIKV) was first identified In 1947 from a sentinel
monkey in Uganda [1). After an extended eptdemiological lull,
ZIKV was reported In Pactfic Islands and then confirmed to be
actively circulating in Brazil in 2015 before spreading through-
out the Americas [2]. After the reports of neurological disorders
such as Guillain-Barré syndrome and microcephaly that were
temporally associated to ZIKV infection [3], the World Health
Organtzation (WHO) stated on February 1, 2016, that the ept-
demic was a Public Health Emergency of International Concern
[4], a status subsequently lifted on November 18, 2016. These
events led to a huge research effort being conducted on this
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re-emerging pathogen. Although vector-based transmission s
predominant, it was rapidly reported that ZIKV transmisston in
humans could occur via sexual contact and that virus excretion
in semen could last for weeks [5-7]. Sexual transmission was
reported in male-to-female and male-to-male relationships and
also suspected In a female-to-male case [3, 7-16]. These clinical
observations were further studied in animal models, and ZIKV-
induced histological damage was found In the genttal tract of
infected mice of both sexes [17-21]. It was also established that
exposure of both immunocompetent and Immunodeficlent
mice to ZIKV through the vaginal route led to virus replication
in the genital mucosa and to fetal transmission [22]. Further
studies In male mice revealed that the genital damage resulting
from ZIKV challenge correlated with reduced fertility [23, 24].
Finally, 1t was shown that vasectomized Immunodeficlent mice
shed reduced amounts of infectious ZIKV 1n semen [25].

In an effort to reduce ZIKV propagation and assoclated
disease burden, several experimental vaccines have been
developed (approximately 40 as of March 2018), with 3 deoxy-
ribonucleic acid (DNA) vaccines, 3 inactivated ZIKV vaccines,
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Obeaty is a chronic disease with nising worldwide prevalence and largely associated with
several other comorbiditias, such as cancer, non-alcoholic fatty iver disease (NAALD),
and matabolic syndrome. Hepatic steatosis, a halmark of NAFLD, is strongly comelated
with cbeaity and has been comelated with changes in the gut microbiota, which can
promote its development through the production of short-chain fatty acids (SCFAs)
that regulate insulin resistance, bile acid, choline metabolism, and inflammation. Recent
studies have suggested a controversial role for the inflammasome/caspase-1 in the
development of obesity and non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Here, we evaluated
the role of inflammasome NLRP3 and caspases 1/11 in the establishment of obesity
and hepatic steatosis in diet-induced obase mice, comelating them with the global ipid
profie of the liver and gut microbiota dversity. After feeding wild-type, caspases 1/11,
and NLRP3 knockout mice with a standard fat diet (SFD) or a high-fat diet (HFD), we
found that the caspases 1/11 knockout mice, but not NLRP3 knockout mice, were more
susceptible to HFD-induced obesity, and developed enhanced hepatic steatoss even
under SFD conditions. Lipidomics analysis of the liver, assessed by MALDI-MS analysis,
revedled that the HFD triggered a significant change in global lipid profile in the liver of WT
mica compared to those fied an SFD, and this profile was modified by the lack of caspases
1/11 and NLRF3. The absence of caspases 1/11 was also comelated with an increasad
presence of triacyiglyceral in the iver. Gut microbial diversity analysis, using 165 iRNA
gene sequencing, showed that there was also an increase of Protecbacteria and a higher
Firmicutes/Bacteroidetes ratio in the gut of caspases 1/11 knockout mice fed an HFD.
Overal, mice without caspases 1/11 harbored gut bacternial phyla invoived with weight
gain, obestty, and hepatic steatoss. Taken together, our data suggest an important role
for caspases 1/11 in the lipid composition of the iwer and in the modulation of the gut
microbial community composition. Our results further suggest that HFD-induced obesity
and the absence of caspases 1/11 may regulate both lipid metabolism and gut microbial
dversity, and therefore may be associated with NAFLD and obesity.
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Foam celis are specalzed lipid-loaded macrophages derived from monocytes and are
a key pathological feature of atherosclerotic lesions. Lysophosphatidylcholine (LPC)
s a majpr lipid component of the plessma membrane with a broad spectrum of
proinflammatory activities and plays a key role in atherosclerosis. Howewver, the role of
LPC in lipid droplet (LD) biogenesis and the modulation of inflammasome activation is
still poorly understood. In the present study, we rwestigated whether LPC can induce
joamn cell formation through an analysis of LD biogenses and determined whether
the call signaling mvolved in this process s mediated by the inflammasome activation
pathway in human endothelial cells and monocytes. Our results showed that LPC
induced foam cell formation in both types of cells by increasing LD biogenesis via a
NLRP3 inflammasome-dependent pathway. Furthermore, LPC induced pyroptosis in
both cells and the activation of the inflammasome with IL-1p sacretion, which was
dependent on potassium effiux and lysosomal damage in human monocytes. The
present study described the IL-1f secretion and foam cell formation triggered by LPC
via an inflammasome-mediated pathway in human monocytes and endothelial cells.
Qur results will help improve our understanding of the relationships among LPC, LD
biogenesis, and NLRP3 inflammasome activation in the pathogenseis of atherosclerosis.
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INTRODUCTION

Atherosclerosis is caused by 2 proinflammatory process (1) mediated by the deposition of excess
lipids in the arterial intima (2), resulting in the development of lesions in the arterial walls. These
atherosclerotic lesions are fibro-fatty plaques in the intima of arteries (3) characterized by abundant
cells with malSiple lipid droplets (LDs) in the cytoplasm. Owing to this foamy morphology, these
enhanced LD-containing cells are called foam cells. Foam cells are fundamental components of
the establishment and progression of atherosclerosis and leukocyte recruitment to the site of
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tumors and have higher incidence of metastases than lean individuals. Increasing evidence
indicates that obesity includes systemic, chronic low-grade inflammation, and that adipose
tissue can act as an important endocrine site, secreting a variety of substances that may
regulate inflammation, immune response, and cancer predisposition. Obesity-associated
inflammation appears to be initially mediated by macrophage infiltration into adipose tissue.
Macrophages can surround damaged or necrotic adipocytes, forming “crown-like" structures
(CLS). CLS are increased in breast adipose tissue from breast cancer patients and are more
abundant in patients with obesity conditions. Moreover, the CLS index-ratio from individuals
with obesity seems to influence breast cancer recurrence rates and survival. In this review, we
discuss the most recent cellular and molecular mechanisms involved in CLS establishment

in the white adipose tissue of women with obesity and their implications for breast cancer
biology. We also explain how CLS influence the tumor microenvironment and affect breast
cancer behavior. Targeting breast adipose tissue CLS can be a crucial therapeutic tool in
cancer treatment, especially in patients with obesity.
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INTRODUCTION

Overweight and obesity are major risk factors for cancer and chronic diseases such as
diabetes, insulin resistance, and cardiovascular disease [1]. These conditions are currently

on the rise in low- and middle-income countries. Obesity is characterized by an excessive
accumulation of adipose tissue accompanied by systemic chronic inflammation, and it is
associated with several types of cancer: breast, ovarian, liver, and pancreatic cancers, among
others [2,3]. Overweight and obesity are defined by body mass index (BMI), the ratio between
an individual's weight (in kilograms) and the square of their height (in meters). A person with
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