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RESUMO

O virus da Zika (ZIKV) é um flavivirus, transmitido predominantemente pela picada
do mosquito Aedes aegypti infectado. Hoje, sabe-se que também pode ocorrer a transmissao
vertical e sexual do virus, bem como através de transfusdo sanguinea. Estudos recentes em
roedores machos demonstraram que o virus afeta gravemente o Sistema reprodutor masculino
(SRM) podendo gerar infertilidade. O objetivo do presente estudo é verificar se a infecgédo
causada pelo ZIKV também resulta em complicacdes no trato reprodutor de seres humanos.
Foi realizada uma revisdo de literatura que resultou em 103 estudos, dos quais foram
selecionados 12 para compor a analise final. Pesquisou-se nas bases de dados MEDLINE (via
Pubmed), Center for Reviews and Dissemination (CRD), LILACS e Biblioteca COCHRANE.
Foi constatado que 0 RNA do ZIKV pode ser detectado no sémen dos homens por até 188 dias
apos o surgimento dos sintomas e que o virus possui capacidade de se replicar dentro do SRM,
sendo as células de Sertoli um de seus principais alvos. A duracdo média da persisténcia do
RNA viral no sémen (34 dias) é bem maior do que no trato genital feminino (12 dias), isso
justifica a transmissdo sexual de homens para mulheres ser mais comum. N&o ha evidéncias
de que a transmissao sexual ocorra para os demais flavivirus e ela representa cerca de 4% dos
casos de transmissdo da doenca. Os resultados apresentados demonstraram que o virus da Zika
possui caracteristicas singulares dentre os demais flavivirus conhecidos por sua persisténcia e
replicacdo dentro do SRM, no entanto, sdo necessarios mais estudos prospectivos e

observacionais avaliar as consequéncias dessa presenca no trato reprodutor dos seres humanos.

Palavras-chave: Virus da Zika. Sistema reprodutor masculino. Infertilidade.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) is a flavivirus transmitted predominantly by the bite of the infected Aedes
aegypti mosquito. Today, it is known that there can also exist vertical and sexual transmission
of the virus, as well as through blood transfusion. Recent studies in male rodents have shown
that the virus affects the Male reproductive system (SRM), which can lead to infertility. The
objective of present study is to verify if the infection caused by ZIKV also results in
complications to the reproductive tract of humans. A literature review was conducted which
resulted in 103 studies, of which 12 were selected to compose a final analysis. The survey has
used the database MEDLINE (via Pubmed), Center for Reviews and Dissemination (CRD),
LILACS and COCHRANE Library. Evidence shows that ZIKV RNA can be detected in men’s
semen for 188 days after the symptoms onset and that the virus has the ability to replicate within
the SRM, with Sertoli cells being one of its main targets. The average duration of viral RNA
persistence in semen (34 days) is more severe than its persistence in female genital tract (12
days), this justifies why sexual transmission from males to females is more common. There is
no evidence that sexual transmission occurs to other flaviviruses and it accounts for about 4%
of cases of disease transmission. The results showed that the Zika virus has unique
characteristics among the other known flaviviruses for its persistence and replication within the
SRM, however, prospective and observational studies are necessary to evaluate the

consequences of this presence in the human reproductive tract.

Keywords: Zika virus. ZIKV. Male reproductive system. Infertility.
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1 INTRODUCAO

O virus da Zika (ZIKV) é transmitido predominantemente por meio da picada do
mosquito Aedes aegypti infectado, no entanto, ha casos isolados de transmissdo por meio de
outras espécies do género Aedes, como Aedes albopictus e Aedes africanus (Calvet et al, 2018).
H& também outras formas de transmissdo conhecidas da doenca: através da mae para o feto
durante a gravidez (transmissao vertical), e por meio de relacbes sexuais e de transfusdes de
sangue (CDC, 2017). Estudos revelaram a presenca do RNA viral em outros fluidos corporais
como, por exemplo, saliva, urina e leite materno, contudo, seu potencial infeccioso precisa ser
investigado para avaliar se ha outras formas de transmissdo da doenca ainda ndo documentadas.
(Calvet et al, 2018).

A descoberta do ZIKV ocorreu no ano de 1947 no continente Africano, e, por mais de
50 anos, menos de 20 casos de infecgdo pelo ZIKV foram reportados. A partir de 2015, uma
epidemia do virus surgiu nas Américas, incluindo o Brasil (Borges et al, 2017). Acredita-se que
0 virus tenha chegado ao Brasil durante a realizacdo de grandes eventos esportivos que
ocorreram no Pais em 2014. Os primeiros casos diagnosticados ocorreram na regido Nordeste,
em bairros pobres com saneamento precario, condicdo favoravel a proliferacdo da doenca
(Freitas et al, 2018).

A infeccdo pelo ZIKV pode ser assintomatica ou vir acompanhada de sintomas leves, a
saber: febre, dor de cabeca e nas articulacGes, vermelhiddo nos olhos, erupc¢des na pele e dores
musculares. Os sintomas podem durar de alguns dias a uma semana. Dificilmente as
complicacdes causadas pelo ZIKV resultam em morte para o doente, todavia, a epidemia de
ZIKV no Brasil em 2015 tornou-se um grave problema de salde publica, principalmente pela
possivel associacao entre a infeccdo durante a gravidez e ma-formacao cerebral do feto, entre
outros efeitos negativos da doenca, como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) nos adultos
(CDC, 2017). Além disso, o ZIKV apresenta um amplo tropismo e persisténcia em tecidos e
fluidos corporais, tais como sémen, muco cervical, saliva e lagrimas, o que explica as demais
manifestacdes clinicas e epidemioldgicas observadas durante a atual epidemia do virus.

Essa associagéo entre a infeccdo pelo ZIKV e o surgimento de casos de microcefalia foi
fortalecida ap0s o aparecimento de achados necroscopicos com grande concentracdo do virus
no tecido nervoso de natimortos com microcefalia (Ministério da Saude, 2016). A possivel
relacdo de causalidade ja vinha sendo apontada por médicos do Sistema Unico de Saude (SUS)

das regides mais afetadas, no entanto, s houve um maior reconhecimento dessa relagéo causal
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apos a chegada de pesquisadores internacionais e a realizacao de publicac6es cientificas (Freitas
et al, 2016).

No Nordeste do Brasil, a epidemia de ZIKV foi concomitante ao surgimento de casos
suspeitos de microcefalia. Até maio de 2016, foram notificados mais de sete mil desses casos
em todo Pais. Entretanto, ndo se pode apontar o ZIKV como fator determinante para explicar o
aparecimento desses casos de microcefalia, visto que muitas vezes a doenca se apresenta de
forma assintomatica, tornando dificil identificar a presenca do virus durante a gravidez. Além
disso, outras infecgdes parasitarias, bacterianas e virais também tém potencial para desencadear
a microcefalia e ha ainda questes importantes a serem respondidas, como a concentracéo de
casos em determinadas regifes do pais e a possibilidade de que fatores subsequentes a infeccédo
possam causar microcefalia (Borges et al, 2017; Ministério da Salde, 2016).

Diante do aumento de casos de microcefalia, da repercussdo mundial e da gravidade que
esse cenario representa, em 15 de novembro de 2015, o Ministério da Saude do Brasil (MS)
decretou estado de Emergéncia Nacional em Salde Pudblica, utilizando pela primeira vez este
mecanismo que fora criado em 2011 (Freitas et al, 2016). A Portaria n® 2.952 de 14 de
dezembro de 2011 considera situacdo de Emergéncia em Salde Publica de Importancia
Nacional (ESPIN) aquela que demande o emprego urgente de medidas de prevencao, controle
e contencdo de riscos, danos e agravos a salde publica em caso de situacdes epidemioldgicas
especificas, situacdo de desastre ou situacdo de desassisténcia a populacdo. Esse instrumento
permite a coordenacdo de acles especiais em resposta a ESPIN, bem como a disponibilizacdo
de insumos, materiais e recursos financeiros complementares (Ministério da Salde, 2011).

Esta medida emergencial adotada pelo governo permitiu que mais recursos fossem
direcionados a pesquisa cientifica e ao combate ao virus. Desde o surgimento da primeira
epidemia do virus em 2007 até 2014, eram publicados no m&ximo quatro artigos por ano. A
partir dai, houve um elevado crescimento no numero de publica¢cdes, culminando em 646
publicacGes entre janeiro a junho de 2016 (Freitas et al, 2016). Apesar de haver pesquisas em
andamento, ainda ndo ha vacina ou tratamento de efeitos comprovados para o virus da Zika. A
prevencdo tem se mostrado a melhor forma para combater este virus que acometeu o Brasil nos
ultimos anos. Foi através dela que houve um controle no surto da doenca no Pais, com uma
gueda de cerca de 95% dos casos de ZIKV em 2017 comparando-se a0 mesmo periodo do ano
anterior. Por isso, em 11 de maio de 2017, o Ministério da Saude decretou o fim da Emergéncia

Nacional em Saude Publica, apos dezoito meses de seu decreto (Ministério da Saude, 2017).
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Mesmo com o fim do Estado de Emergéncia Nacional em Salde Publica e com o
controle dos casos de infeccdo pelo ZIKV e de microcefalia, 0 combate a disseminacdo da
doenca permanece um grande desafio de satde publica no Brasil. Recentes estudos apontaram
que o virus da Zika pode ndo apenas afetar o sistema nervoso central de recém-nascidos, como
também afetar o sistema reprodutor e permanecer ativo por varios meses depois de contraida a
infeccdo. Essa descoberta é alarmante, uma vez que o sistema reprodutor esta diretamente
relacionado a reproducao humana, a transmissao vertical do virus, como também a fertilidade.

Diante das descobertas recentes, ha diversos estudos em andamento que visam
investigar a associacdo entre o ZIKV e a infertilidade masculina. Esse pressuposto surgiu
guando pesquisadores identificaram que depois de injetado o virus da Zika em camundongos
machos, houve danos considerdveis a seu sistema reprodutor: seus testiculos encolheram
demasiadamente, o nivel de hormdnios sexuais caiu e sua fertilidade foi drasticamente reduzida
(Govero et al, 2016). Estudo realizado por Joguet et al (2017) detectou alteracdes no esperma,
funcao testicular e no epididimo de homens infectados pelo ZIKV, incluindo uma diminuicéo
na contagem de esperma e aumento em suas anomalias. Tais descobertas reforcam uma possivel
interferéncia da infecgdo por ZIKV na fertilidade humana.

Essa perspectiva de analise do impacto do virus da Zika sobre sistema reprodutor
humano ainda foi pouco explorada e requer a realizacdo de diversos estudos experimentais e
prospectivos em homens e mulheres infectados. O presente estudo se propde a realizar uma
revisdo sistematica reunindo publicacdes relevantes sobre a correlagdo entre 0 ZIKV e o
comprometimento no sistema reprodutor dos homens. O estudo se justifica por se tratar de um
viés ainda pouco abordado na literatura e devido a importancia e a atualidade do tema. A
provavel associacdo entre o virus e sua permanéncia no sistema reprodutor, resultando em
possivel infertilidade, impacta diretamente no planejamento familiar dos brasileiros, nas
politicas governamentais de prevencéo a disseminacdo do ZIKV, além de representar um risco

a saude da populacao.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisdo de literatura para verificar o comprometimento do sistema

reprodutor de homens infectados pelo virus da Zika.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o levantamento de evidéncias cientificas disponiveis acerca do comprometimento
do trato reprodutor de homens, mulheres e animais infectados pelo virus da Zika.

e Identificar os estudos relevantes e analisar sua qualidade através de ferramentas
especificas.

e Resumir as evidéncias encontradas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 0 VIRUS DA ZIKA

O ZIKV ¢ um arbovirus do género flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae. Os
Flavivirus sdo transmitidos por vetores artropodes hemat6fagos e tém como seus principais
hospedeiros os animais vertebrados, como os primatas ndo humanos e 0 homem. Esse género
inclui outros flavivirus importantes como o virus da dengue, da febre amarela e da febre do
Vale do Nilo. O ZIKV ¢ transmitido predominantemente pela picada de mosquitos,
especialmente os das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus. Trés gendtipos do virus ja
foram identificados: a linhagem do leste da Africa, do oeste da Africa e a asiatica.

O virus foi isolado pela primeira vez em macacos, na Uganda, Africa, em 1947. O
primeiro caso reportado em seres humanos ocorreu em 1952 também na Africa. Até 2017,
apenas quatorze casos da doenca em humanos foram notificados, todos com sintomas leves e
sem deixar sequelas nos doentes. Entre 50% e 80% das infec¢des pelo ZIKV se apresentam de
forma assintomatica (Stassen, 2018). Devido a esse histérico de pouca gravidade, a doenca
causada pelo ZIKV foi negligenciada por pesquisadores ao longo das primeiras décadas de sua
descoberta.

A primeira epidemia da doenca ocorreu em 2007 nas ilhas de Yap, no Pacifico. O surto
na ilha atingiu cerca de 73% dos residentes acima de trés anos de idade. O segundo grande surto
da doenca ocorreu na Polinésia Francesa, ilha do Pacifico Sul, entre 2013 e 2014, quando a
doenca foi associada a sindrome de Guillain-Barré pela primeira vez. Os primeiros casos no
Brasil surgiram em 2015 quando a associa¢do do virus com a microcefalia e seu possivel
tropismo pelo Sistema Nervoso Central (SNC) tornou-se o foco de pesquisadores
internacionais. Hoje, oitenta e quatro paises ja foram afetados pelo ZIKV, totalizando cerca de
um milh&o de casos, e pelo menos vinte e trés paises ja reportaram casos da SGB (OMS, 2017).

A maior taxa de prevaléncia do virus ocorre em areas de baixa altitude (até cerca de
1.980 metros). O mapa (Figura 1) mostra a distribuicdo de areas de risco de contaminacéo pelo
ZIKV no mundo. Quanto mais escuro, maior o risco de contaminacédo pelo ZIKV. Os paises na
cor cinza ndo apresentam risco de contaminagdo através do mosquito, visto que ele nédo

sobrevive acima da altitude citada.
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Mapa do mundo de dreas com risco de ZIKV

] Areas com risco de infecgdo pelo ZIKV (abaixo de 1.980 m)

Areas com baixo risco de infecgio pelo ZIKV (acima de 1.980m)

Areas sem risco conhecido de infecgio pelo ZIKV

Figura 1. Mapa-mundi de areas com risco de ZIKV. FONTE: CDC, 2018.

Contudo, parte da disseminacao do virus por diversos paises se deve a sua capacidade
de ser transmitido sexualmente, o que o difere dos demais arbovirus conhecidos. O primeiro
caso documentado de transmissdo sexual ocorreu em 2008 e, desde entdo, quatorze paises que
estdo fora de regiGes endémicas ja reportaram casos de transmissao sexual da doenca. Modelos
matematicos preveem que a transmissdo sexual da doenca tem uma participacao entre 3 e 4,8%
na disseminacdo dos casos (Stassen, 2018).

Para compreender como se da essa transmissdo € importante entender o funcionamento

do Sistema Reprodutor Masculino e 0 como ZIKV atua neste sistema.

3.2 O SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

O Sistema Reprodutor Masculino (SRM) é um dos alvos do virus da Zika. Por isso, é
imprescindivel conhecer os principais 6rgdos e componentes desse sistema e suas fungdes para
compreender como o ZIKV pode comprometé-los. O testiculo € um 6rgédo par, situado numa

bolsa masculo-cutanea, denominada escroto, a qual esta localizada na regido anterior do
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perineo, logo por tras do pénis. As células sexuais sdo fabricadas neste ambiente. Essas células
sdo responsaveis pela producdo de espermatozoides, também conhecidos como gametas

masculinos, essenciais para que ocorra a reproducdo humana (Figura 2).
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Figura 2. Sistema Reprodutor Masculino (SRM). FONTE:
http://www.todoestudo.com.br/wp-content/uploads/2016/10/sistema-reprodutor-
masculino.jpg

O epididimo apresenta uma dilatacdo superior que ultrapassa o polo superior do
testiculo, denominada cabeca; um seguimento intermediario que é o corpo e, na parte inferior,
uma porcdo mais estreita, que é a cauda do epididimo. E justamente nessa curva constituida
pela cauda do epididimo e inicio do ducto deferente que ficam armazenados o0s espermatozoides
até o momento do ato sexual, em que sdo levados para o exterior. Sémen é um fluido orgénico
produzido pelos machos de muitas espécies de animais para transportar os espermatozoides até
o local de fertilizacdo na fémea. O sémen € o resultado de uma mistura de secrecdes (plasma
seminal) e do esperma ou espermatozoides. Este liquido que alimenta e protege o
espermatozoide (plasma seminal) é produzido pelo 6rgdo da préstata. As vesiculas seminais
secretam um liquido que contém frutose (aglcar monossacarideo), prostaglandinas e proteinas
de coagulacéo (vitamina C). A natureza alcalina do liquido ajuda a neutralizar o ambiente acido
da uretra masculina e trato genital feminino, que, de outra maneira, tornaria inativos e mataria

0s espermatozoides. A espermatogénese € 0 processo em que as espermatogonias (células-
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tronco masculinas) se desenvolvem em espermatozoides. Este processo ocorre nos tubulos

seminiferos testiculares (Figura 3).

Ductos deferentes
Epididimo

Tdbulos
seminiferos

Escroto Testiculo

Figura 3. Tuabulos seminiferos testiculares. FONTE: http://www.infoescola.com/wp-
content/uploads/2010/07/tubulos-seminiferos.jpg

O processo de espermatogénese é composto de quatro fases: 1) Fase de proliferacdo ou
de multiplicagdo; 2) Fase de crescimento; 3) Fase de maturacdo e 4) Espermiogénese. Durante
esse periodo de producdo, o controle hormonal da espermatogénese € realizado pelas células de
Sertoli e de Leydig, cuja localizacdo é no tecido intersticial, externamente aos tubulos
seminiferos. Essas células produzem testosterona em resposta ao estimulo do LH (horménio
luteinizante). J& as células de Sertoli tém a importante funcdo de proteger todos os niveis de
desenvolvimento do espermatozoide (dos espermatdcitos, espermatides e espermatozoides).
Elas também realizam a fagocitose e auxiliam na troca de nutrientes e metabolitos (Figura.5).
As células de Leydig e Sertoli sdo um dos principais alvos de acdo do ZIKV (Govero et al,
2016).
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Figura 4. Células de Leydig e Sertoli. FONTE: http://embriologiaufpe.weebly.com/aula-

praacutetica-01.html

3.3 APRESENCA DO VIRUS DA ZIKA NO SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

Estudos realizados em camundongos mostram que o virus da Zika, ao entrar no
organismo de ratos machos, inicialmente migra para os testiculos, onde o quantitativo de
espermatogonias, células de Leydig e de Sertoli é bastante reduzido 21 dias ap6s a infeccgéo.
Ocorre, portanto, o colapso da estrutura interna dos testiculos, apresentando varias células
mortas ou em processo de degeneragdo. Com trés semanas de infeccdo, os testiculos dos
camundongos apresentam 1/10 do seu tamanho e ha a queda do nivel de testosterona (Govero
et al, 2016). No decorrer da infeccdo, a quantidade de espermatozoides é drasticamente
diminuida, mesmo observando certa regeneracdo, quando a infeccdo é combatida pelo
organismo. O virus da Zika infecta preferencialmente as espermatog6nias, 0s espermatocitos
primarios e as células de Sertoli, portanto, podendo comprometer a fertilidade masculina.

Segundo Uraki et al (2017) 21 dias apés a infeccdo os testiculos dos ratos estavam
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drasticamente menores quando comparados aos ndo infectados. A infeccdo também causou

diminuicdo no nivel de testosterona sérica, representando um fator gerador de infertilidade.

3.4 FATORES QUE PODEM LEVAR A INFERTILIDADE MASCULINA

Considera-se infertilidade a incapacidade de engravidar apos 12 meses seguidos de
relacBes sexuais ndo protegidas (Roosenblatt, 2010). Ela afeta mais de 8 milhdes de casais no
Brasil, esse nimero representa de 15% a 20% dos casais em idade reprodutiva no Pais.
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010). As causas da
infertilidade sdo distribuidas da seguinte forma: 35% sé por fatores femininos, 30% sé por
fatores masculinos; 20% por uma combinacao entre fatores femininos e masculinos e 15% por

fatores ndo explicados.

As causas da infertilidade masculina podem ser divididas em pré-testiculares,
testiculares e pos-testiculares. Causas pré-testiculares compreendem doengas congénitas ou
adquiridas no hipotalamo, hipofise ou 6rgdos periféricos que alterem o eixo hipotdlamo-
hipdfise. As causam testiculares sdo de natureza cromossomica e ndo cromossdmica. Ja as
causas pos-testiculares abrangem problemas de transporte de espermatozoides, que podem ser
congénitos ou adquiridos (Roosenblatt, 2010). Para entender como a infecc¢do pelo ZIKV pode
afetar a fertilidade nos homens, é importante conhecer tais parametros (Tabela 1). Percebe-se
que, diante das evidéncias encontradas nos estudos que fazem parte da discussao deste trabalho,
0 ZIKV atua no SRM com potencial para comprometer os parametros que afetam as causas

pos-testiculares da infertilidade.

Tabela 1. Principais causas da infertilidade masculina.
| CassdainfrtiivadeMasuia
1. Causas pré-testiculares da infertilidade
Distarbios no hipotalamo
Disturbios na hipdfise
Problemas nos 6rgaos periféricos que afetem o eixo hipotalamo-hipéfise
2. Causas testiculares da infertilidade

Anormalidades cromossomicas
Anormalidades ndo-cromossémicas (por exemplo: varicocele, criptorquidia, causas
idiopaticas etc.)

3. Causas pos-testiculares da infertilidade
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Problemas que envolvem o transporte do espermatozoide através do sistema ductal.
Compreende problemas com volume e qualidade do sémen, motilidade e morfologia
dos espermatozoides etc.

Quando se trata da possibilidade do ZIKV afetar parametros que comprometem a
fertilidade de homens que contrairam o virus em idade reprodutiva, é importante também
considerar a atual geragdo de criangas que nasceram com a sindrome congénita do Zika virus.
Ja foram reportados casos de criptorquidia, hipospadia e micropénis em recém-nascidos de
mées infectadas pela doenca (Stassen et al, 2018). Essas criancas sao totalmente dependentes,
devido a funcbes motoras e cognitivas comprometidas, e irdo constituir um consideravel
percentual de adultos incapazes de se reproduzir naturalmente, representando um grande
impacto socioecondmico para os estados que foram fortemente afetados pela epidemia do virus

no Brasil.

3.5 TIPOS DE ESTUDOS

Conhecer os delineamentos de pesquisa, suas vantagens e limitacfes, € de grande
importancia para a elaboragdo de revisdes, tanto a sistematica quanto a revisdo de literatura. A
piramide de hierarquia de evidéncias estabelece uma classificacdo de tipos de estudos
ordenados de acordo com o nivel de evidéncia cientifica. No topo da piramide da hierarquia de
evidéncias estdo as revisdes sistematicas e ensaios clinicos aleatdrios, seguidos por estudos de
coorte, estudo caso-controle e estudos quase experimentais. Em seguida surgem estudos
descritivos, experimentais e, por fim, opinides de experts e relatos de casos (Nedel et Silveira,
2016).

e Estudos Experimentais

O pesquisador manipula artificialmente uma intervencéo através de sua administragéo e
observagdo do seu desfecho. Eles se dividem em ensaio clinico randomizado (ECR) e ensaio
clinico ndo randomizado (quase experimental), nesse grupo ha uma intervencao e grupos de
controle, contudo, a escolha ndo se da de forma aleatéria como ocorre no ECR, essa escolha

depende da conveniéncia do pesquisador (Nedel et Silveira, 2016).

e Estudos de Coorte
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S30 estudos observacionais longitudinais, prospectivos ou retrospectivos. E selecionada
uma populacéo e se analisa por um tempo os efeitos da exposicdo a determinado fator para se

avaliar o possivel desfecho (Nedel et Silveira, 2016).

e Estudos Caso-controle

S&o estudos observacionais, longitudinais e retrospectivos. Nesse tipo de estudo se
seleciona o grupo com os desfechos desejados e um grupo controle, que nédo sofre os efeitos do
desfecho. A comparacdo dos grupos permite analisar os fatores que levaram a ocorréncia do
desfecho (Nedel et Silveira, 2016).

e Série de casos

Esse tipo de estudo ndo possui comparacdo. Constitui relato da presenca do desfecho
em grupo determinado de pacientes. Sdo hipoteses a serem testadas posteriormente (Nedel et
Silveira, 2016).

e RevisOes Sistematicas

Revisbes sistematicas permitem resumir e sintetizar evidéncias sobre a eficicia de
determinada intervencao, pois tiram conclusdes a partir da analise de diversos estudos que
investigam os efeitos dessa intervencdo e fornecem dados que suportam tais conclusdes. Elas
se baseiam em métodos explicitos e sistematizados de busca, avaliagdo critica e sintese da
informacdo coletada. Elas constituem um tipo de estudo secundario e retrospectivo que depende

da qualidade das fontes primérias selecionadas (Nedel et Silveira, 2016).

A fim de se realizar uma investigacdo sobre determinada tematica pode-se utilizar uma
revisdo narrativa ou revisdo sistematica com ou sem metanalise. RevisGes narrativas nao
possuem critério explicito e sistematico de busca, a interpretacdo dos dados esta sujeita a
subjetividade do autor. Ja as revisdes sistematicas possuem critérios estabelecidos para cada
etapa do processo de busca de evidéncias e possuem metodologia definida para prevencéao de
vieses. A revisdo sistematica pode vir ou ndo acompanhada de metanalise que consiste em um

procedimento estatistico para obter estimativa global do efeito avaliado.

Para melhor entendimento dos efeitos da infeccdo pelo ZIKV no sistema reprodutor
masculino nos homens, optou-se por realizar uma revisdo de literatura ou narrativa, uma vez

que, geralmente utiliza-se a revisdo sistematica para avaliacdao dos efeitos de uma intervencéo
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terapéutica para determinada patologia. Além disso, as revisdes sistematicas demandam a
existéncia de estudos em seres humanos com alto grau de evidéncia e baixo risco de viés.
Apesar de ndo se configurar uma revisdo sistemética, o presente estudo seguiu pardmetros

sistematicos de busca e procurou reunir publicagdes com alto grau de evidéncia cientifica

3.6 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS

RevisOes sisteméticas sdo a melhor forma de avaliar os efeitos de intervengdes para
determinado (s) desfecho (s). Os ensaios clinicos constituem o tipo de estudo com maior nivel
de evidéncia para compor uma revisdo sistematica. Para avaliar a qualidade desse tipo de estudo
utiliza-se a ferramenta Cochrane Risk of Bias Tool. J& para avaliar a qualidade de estudos
observacionais utilizava-se a Newcastle-Ottawa Scale, no entanto, recentemente se utiliza a
nova ferramenta da Colaboragédo Cochrane denominada A Cochrane Risk Of Bias Assessment
Tool for Non-Randomized Studies que permite avaliar a qualidade metodoldgica de estudos de

coorte e de caso-controle.

Essa ferramenta permite avaliar sete dominios: confundimento, selecdo dos
participantes, afericdo da intervencéo (os trés primeiros sdo pré-interven¢do), nao recebimento
da intervencdo atribuida, perdas, afericdo dos desfechos e relato seletivo dos desfechos (pds-
intervencdo). Para cada um desses dominios é atribuida uma classificacdo com relacao ao risco

de viés que vai desde baixo até critico (Falavigna, 2018).
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de uma revisao de literatura sobre o virus da Zika e suas possiveis complicacdes
para o trato urogenital. O presente estudo € descritivo baseado em estudos primarios, como
estudos experimentais, e estudos secundarios, como revisdes sisteméticas, que abordam o0s

efeitos da infecgdo pelo virus da Zika no sistema reprodutor de seres humanos e de animais.

4.2 PERIODO DE ESTUDO E CONSIDERAGOES ETICAS

A coleta de dados foi realizada do periodo de abril a agosto de 2018. Todos os estudos
foram cuidadosamente comparados por meio de dupla checagem independente para evitar a
parcialidade e garantir a lisura na isencao dessa triagem. N&o foi necessaria a autorizacdo prévia
de Comité de Etica, de acordo com a Resolucdo n° 466/12 - Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude.

4.3 ESTRATEGIAS DE BUSCA

Esta revisdo de literatura é composta pelas seguintes etapas: definicdo da questdo
norteadora, definicdo de critérios de inclusdo/exclusdo, selecdo e obtencdo dos artigos,
avaliacdo dos estudos selecionados e discusséo dos resultados. Como resultado, ficou definida
a seguinte questdo norteadora: A infec¢do pelo virus da Zika gera comprometimento no sistema

reprodutor dos homens?

A estratégia de busca foi elaborada utilizando as ferramentas “Descritores em Saude”
da Biblioteca Virtual em Saude (DECS - http://decs.bvs.br/) e o Medical Subject Headings
(MeSH) do Medline via Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/). A partir dai,
buscamos estudos comparando as palavras-chaves, em inglés (Tabela 2), cruzadas em

combinagdo com os operadores booleanos AND e OR.

Em seguida, entre os meses de abril e agosto de 2018, os seguintes bancos de dados
eletronicos foram utilizados: MEDLINE (via Pubmed - www.pubmed.gov); BIREME
(http://bvsalud.org/) especificamente na Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias
da Saude (LILACS - http://lilacs.bvsalud.org/); Center for Reviews and Dissemination (CRD -
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http://www.crd.york.ac.uk/CRDWeb/) e Biblioteca COCHRANE (http://online library.

wiley.com/cochranelibrary/search).

Tabela 2. Estratégias de pesquisa e resultados obtidos de acordo com os bancos de dados

usados.

Banco de

dados

Estratégia

Nuimero de
estudos

("Zika Virus"[Mesh] OR "Zika Virus Infection"[Mesh] OR "NS1 protein,
zika virus"[Supplementary Concept]) AND ("Sperm Motility"[Mesh] OR
"Sperm Maturation"[Mesh] OR "Sperm Head"[Mesh] OR "Sperm
Capacitation"[Mesh]) AND ("Reproductive Tract Infections"[Mesh] OR
"Reproductive and Urinary Physiological Phenomena[Mesh]) AND

Pubmed o . ) 98
("orchitis"[MeSH  Terms] OR  “orchitis"[All  Fields]) AND
("fertility"[MeSH  Terms] OR  “fertility"[All ~ Fields]) AND
("testis"[MeSH Terms] OR "testis"[All Fields] OR "testicle"[All Fields])

AND ("epididymitis"[MeSH Terms] OR "epididymitis"[All Fields])
Zika or Zika virus or Zlka infection and testis, prostatitis, epididymitis,
CRD  orchitis, spermatozoa 0

LILACS Testis AND prostatitis AND epididymitis AND zika virus 0

The Zika or Zika virus or Zika infection and, testis, prostatitis, epididymitis,

Cochrane orchitis, spermatozoa 01

Library

TOTAL 99

4.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Com relacdo aos critérios de elegibilidade, utilizamos como critérios de inclusdo: ser
artigo original, ter disponibilidade eletronica na forma de texto completo, estar nos idiomas
inglés, portugués e espanhol. Ja como critérios de exclusdo, foram utilizados: artigos que

estavam em duplicidade das bases de dados pesquisadas e estudos que ndo responderam a

questdo norteadora.



5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DOS ESTUDOS

A busca de estudos nas fontes de dados pesquisadas gerou um numero total de noventa
e nove estudos incluindo um estudo em seres humanos, uma revisdo sistematica e estudos
experimentais em animais. Foram inseridos quatro estudos adicionais que respondiam a
pergunta proposta. Destes artigos, foram descartados sessenta e sete apos leitura dos titulos e
resumos. Foram selecionados trinta e quatro artigos para leitura na integra, dos quais, dezoito
foram descartados apds aplicacdo dos critérios de exclusdo, pois ndo respondiam a pergunta

norteadora ou estavam em duplicidade nas bases de dados. Apo0s essa analise, doze estudos
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foram elegiveis para compor esta revisdo de literatura (sendo dez em animais e dois em

humanos). Em seres humanos, um é estudo de coorte (observacional prospectivo) e o outro é

uma revisdo de sistematica. Os fluxogramas, a seguir, retratam o resultado da triagem dos

artigos.

Figura 5 — Fluxograma da selecdo de estudos em animais
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Figura 6 — Fluxograma da selecéo de estudos em seres humanos
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5.2 DESCRICAO DOS ESTUDOS SELECIONADOS

A seguir, serdo apresentadas tabelas que resumem a caracterizacdo de cada estudo

selecionado para compor esta revisao sistematica.

Tabela 3 - Sintese dos experimentos incluidos na revisdo sistematica de acordo com as

descricdes do titulo, revista, ano de publicacéo, autores, resultados principais e conclusoes.

testes

viral nos testiculos.

Titulo do Au_tor/ Lok ~
artigo Revista - | estudo/ N Resultados Conclusoes
Ano amostral
Ha uma forte
recomendagdo para que
ZIKV infecta testiculo e seja realizada investigacao
epididimo, mas ndo a prostata e de longo prazo de
a vesicula seminal, o que condiz | acompanhamento clinico
Zika Virus Estudo com a hip6tese da proteina AXL em relacdo a homens
Causes Testis : funcionar como fator de entrada | infectados pelo ZIKV. O
Ma et al/ | experimental p .
Damage and Cell para o virus. ZIKV infecta estudo demonstra
Leads to Male 2016 : células estaminais do testiculo preocupagéo com a
Infertility in N =10 por (célula peritubular miéide e transmissdo via banco de
Mice grupo espermatogonia). O ZIKV pode esperma em casos de
causar orquite/epididimite em reproducéo assistida em
camundongos, levando a paises endémicos e sugere
infertilidade. a urgente necessidade de
mais pesquisas e acdes
nesta area.
A infecgdo pelo ZIKV foi
investigada em hamsters adultos
e fetais tipo STAT2 knockout Para o0 autor os hamsters
(KO). A infeccdo nos adultos STAT2 KO podem ser
Zika Virus ) res_ultou em morpidadg, Gteis pgrqtratar da
fection of Siddhart Estudo mortalidade e infecgéo do utero, transmissdo sexual,
adult and fetal hanetal/ | experimental placenta, cérebro, medula  patogénese, vias de
STAT? e§p|nhal e testiculos. Células infeccéo fetal e dgsfgchos
knock-out Virology | N =4 por infectadas pelo ZIKV com de doencas neuroldgicas, e
hamsters 2017 grupo morfologias de celulas de também podem ser usados
Sertoli e espermatogonias foram | em estudos antivirais ou
observadas nos testiculos, o que vacinais para identificar
pode ter implicacGes para a estratégias de intervencéo.
transmisséo sexual e esterilidade
masculina.
Estes dados sugerem que a
DNA O estudo relata que a vacinacdo de DNA merece
L Griffin et administracdo de uma vacina de mais investigagdo como
vaccination Estudo o+ T ) I
. al ; DNA sintética protege um meio potencial para
protects mice /Nature experimental completamente os camundongos | reduzir a isténcia d
against Zika P ndong persistencia co
o Commun contra os danos aos testiculos e | ZIKV no trato reprodutivo
virus-induced ications N=4a6 o id iad l limi
damage to the permatozoides associados a0 | masculino e para limitar a
g 2017 por grupo ZIKV e previne a persisténcia potencial transmiss&o

sexual do virus em
humanos.




Human O estudo demonstra que
polyclonal tratamento com anticorpos .

LA - : ; Mais estudos com
antibodies policlonais humanos produzidos ANtICOroS
produced in em bovinos transcromossdmicos PO

. Estudo o x transcromossdmicos em
trans Stein et xoerimental prevenir a infeccdo letal pelo .
experimenta g . : . camundongos e primatas
chromosomal al/ virus zika e a atrofia testicular A «
- fémeas gestantes deverdo
cattle prevent | Antiviral N=3 em camundongos. O tratamento lizad i
. = 3 por - ser realizados para avaliar
lethal Zika Research elimina os danos causado pelo ) X
e . grupo . e seu potencial preventivo de
virus infection ZIKV em area com privilégio s -
- - . § transmissao vertical em
and testicular imunoldgico como cérebro e h
. . - : umanos.
atrophy in testiculos e previne atrofia
mice testicular.
O estudo demonstra que vacinas
A single-dose em potencial com ZIKV
live-attenuated Shan et atenuado contendo dele¢des na
vaccine all Estudo regido 3 ' ndo traduzida do O estudo sugere que
i experimental i i - .
p_revents Zika Nature p gen9ma do virus Zlkg (ZIKV vacina ZIKV-3UTR-LAV
virus 3'UTR-LAV) previnem a . .
Commun S ox precisa ser avaliada em
pregnancy S N= 3 a 6 por transmisséo viral durante a
L2 ications . . seres humanos.
transmission 2017 grupo gravidez e os danos testiculares
and testis em camundongos, bem como a
damage infeccdo de primatas ndo
humanos.
Desenvolveu-se vacina contra o
. ZIKV baseada em adenovirus
Recombinant . . )
Chimpanzee re_comblnantes do chimpanzé
Adenovirus tipo 7 (AdC7) expressando
. Xuetal/ glicoproteinas ZIKV M / E. A vacina AdC7-M/E
Vaccine Estudo g : .
Journal ; | | Uma dose Unica de AdC7-M / E | mostrou-se muito efetiva e
AdC7-M/E experimenta N - . :
Protects _ of foi §uf|0|ente para _|ndu2|r surge como candidata
acainst Zika Virology N=42a8 anticorpos neutralizantes promissora para o controle
Vgirus 2018 =4a potentes e imunidade protetora global contra o ZIKV
. contra o ZIKV em
Infection and
X camundongos
Testis Damage .
imunocompetentes e
imunodeficientes.
Foram infectados camundongos
com o ZIKV, obtendo-se os
seguintes resultados: A
replicacdo do ZIKV persiste
dentro dos testiculos, mesmo
apos seu desaparecimento no
sangue, com as células Leydig,
p_r(_)dutoras de _test(zsterong, As descobertas tém
. auxiliando a replicacéo do virus. . A
Uraki et Estudo Foram encontrados niveis importantes implicagdes
Zika virus al/ : - para a transmissdo vertical
. experimental elevados de RNA viral e ) ,
causes Science g . do virus, assim como para
. antigeno dentro do limen P o
testicular Advance o ] possiveis deficiéncias
N = 3 por epididimal, onde o esperma é -
atrophy S armazenado. e dentro das reprodutivas a longo prazo,
2017 grupo ’ em homens infectados pelo

células epiteliais circundantes.
21 dias pds-infeccao, 0s
testiculos dos camundongos
infectados pelo ZIKV estavam
significativamente menores,
indicando atrofia testicular
progressiva. A infeccdo por
ZIKV causou uma reducéo na
testosterona sérica, sugerindo

ZIKV.
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que a fertilidade masculina pode
ser afetada.

Zika Virus
Infection in
Dexamethason
e-
immunosuppr
essed Mice
Demonstrating

Estudo
experimental

O estudo parte de um cenario
onde a infeccdo por ZIKV em
pacientes imunossuprimidos
resultou em disseminacdo do
virus ou morte. O estudo
desenvolveu um novo modelo

Além da disseminacéo do
virus e da inflamacéo de
varios tecidos,
especialmente a orquite,
pode haver varias
complicacBes, com
implicacgdes significativas

Disseminated Chan et com ratos imunossuprimidos na transmisséo da doenca e
Infection with | al/ EBio _ por dexametasona. Os na fertilidade masculina. O
Multi-organ Medicine N=3a8 resultados sugerem que a ~ sculina.
Involvement 2016 para 11 deterioracdo clinica ocorreu t:jatamento cor_r:jmte(zjrferon
Including grupos durante o desaparecimento viral €Ve ser considerado em
Orchitis controle pela resposta imune do pamentgs com alto risco de
Effectively hospedeiro. Os tratamentos com Compéllc&(i;)es asr?gmadas
Treated by interferon tipo | melhoraram o Sgneficio; ?)l:)atlentc:)i:iss
Recombinant resultado clinico de .
Type | camundongos. superam os efeitos
Interferons colaterais do tratamento.
Foram avaliadas as
consequéncias da infecgéo por
ZIKV no TRM de
camundongos. Observou-se a
persisténcia do virus ZIKV, mas
ndo do virus da dengue
(DENV), nos testiculos e Para o autor, estudos
epididimos de camundongos longitudinais em seres
Zika virus Govero Estudo machos, e isso foi associado a humanos infectados séo
infection etal experimental lesdo tecidual que causou imprescindiveis para
damages the /Nature oligospermia e diminuicdo dos analisar a fungdo do
testes in mice 2016 N=1a4 niveis de testosterona e inibina esperma e o nivel de
B. ZIKV infectou comprometimento em
preferencialmente seres humanos.
espermatogonias,
espermatdcitos primarios e
células de Sertoli no testiculo,
resultando na morte celular e
destruicdo dos tGbulos
seminiferos
Sheng et Para a realizacdo do estudo,
al/ foram infectados camundongos
AG6 deficientes de interferon
Sertoli Cells . a/B e y. Os ratos apresentaram Os resultados implicam
Are Fro_ntlers Estudo desordens no sistema reprodutor | . s resuitados implica
Susceptible to In experimental e alta carga viral no semen e Impacto de longo prazo no
ZIKV Cellular testiculos. Foram detectados sistema repr(_)dutorpumano
Infection in and_ N=3a6 antigenos do ZIKV nas células  indicam a importancia de
Mouse Testis Im_‘ectlo_n de Sertoli, A suscetibilidade das monitoramento.
Microbio células de sertoli também foi
;%%3; validada através de estudos in

vitro
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Tabela 4 - Sintese dos estudos realizados em humanos que foram incluidos na revisdo

sistematica de acordo com as descricdes do titulo, revista, ano de publicacéo, autores, resultados

principais e conclusdes.

N
. Autor/
Titulo do . amostral ~
. Revista - . Resultados Conclusoes
artigo / Tipo de
Ano
estudo
Foi realizado um estudo
observacional com 15 Este estudo prospectivo é
homens infectados pelo pioneiro por realizar uma
ZIKV. Foi constatado que avaliacdo longitudinal de
alterac6es do sémen, logo diferentes amostras (sangue
apos a infeccdo aguda pelo total, soro, urina e sémen)
ZIKV, podem afetar a de homens infectados
Effect of acute fertilidade e podem ser conjuntamente. Ele analisa
Zika virus Estudo | explicadas pelos efeitos do 0 surgimento e a remocao
infection on Joguet et | observaci virus no testiculo e no do ZIKV em diferentes
sperm and virus al/ onal | epididimo. A alta carga viral partes do corpo. O estudo
clearance in prospectl | no sémen, juntamente com a serve para auxiliar na
body fluids: a Lancet vo/ presenca de virus replicativo formacdo de diagndsticos
prospective 2017 em uma fragéo de mais precisos sobre a
observational N=15 espermatozoides maoveis, doenga e auxilia a
study pode levar a transmissao construcdo de politicas
sexual do virus e durante a publicas de prevencéo a
reproducéo assistida. O transmissdo sexual do virus.
sangue total parece ser a E sugerida a elaboragdo de
melhor forma de deteccéo, novos estudos com grupo-
diagnostico e controle (homens ndo
acompanhamento de RNA infectados).
do ZIKV.
O estudo constatou que a
transmissdo sexual do ZIKV
€ muito mais comum entre
homens e mulheres do que O estudo indica que a
entre mulheres e homens. x N
e relacdo entre a deteccdo de
Para a transmissao sexual do A
Sexual . X RNA no sémen e seu
- ZIKV, o intervalo serial o . .
transmission of Counotte . potencial infeccioso precisa
. - I/ mediano - 0 tempo entre 0 .
Zika virus and et a - S . - ser mais estudada, tanto em
Revisdo inicio dos sintomas em dois g
other ; o . L laboratério, quanto em
L ) Sistemati parceiros sexuais - é de 12 e
flaviviruses: a Plos di duracio média d estudos epidemiolégicos. A
living Medicine ca las. A duracao media 0a | =000 isilizacio de mais
: persisténcia do RNA do LA
systematic 2018 o PR estudos, ira viabilizar
. ZIKV no sémen é mais longa | . ~ . .
review - informagdes mais precisas
(34 dias) do que no trato ; -
. . . sobre o risco de transmissdo
genital feminino (12 dias).
o A sexual do ZIKV.
N&o se encontrou evidéncias
de transmissdo sexual para
quaisquer outros flavivirus
transmitidos por artropodes.




33

5.3 AVALIACAO DO RISCO DE VIES E QUALIDADE METODOLOGICA DOS
ESTUDOS

A avaliacdo de risco de viés foi realizada por dois revisores independentes. O risco de
viés para estudos em animais selecionados foi considerado "acima da média". A Tabela 5

apresenta a avaliacdo do risco de viés para cada um dos estudos incluidos em animais.

A analise da qualidade metodol6gica mostrou que ha variacdes no rigor apos o uso de
SYRICLE - Higgins JP, Altman DG, Gotzsche PC, Juni P, Moher D, Oxman AD, Savovic J,
Schulz KF, semanas L, Sterne JA, Cochrane Bias Métodos Group, Cochrane Statistical
Methods Group: Ferramenta da Cochrane Collaboration para avaliar o risco de viés em ensaios
randomizados (BMJ, 2011, 343: d5928-10.1136 / bmj.d5928); AMSTAR (Shea BJ, Reeves BC,
Wells G, Thuku M, Hamel C, Moran J, D Moher, Tugwell P, Welch V, Kristjansson E, Henry
DA AMSTAR 2: uma ferramenta de avaliacdo critica para revisdes sistematicas que inclui
estudos randomizados ou ndo randomizados de intervengdes de salde, ou ambos (BMJ. 2017
Sep 21; 358: j4008) e NICE (Instituto Nacional do Coragéo, Pulmdo e Sangue; ferramentas de
avaliacdo da qualidade do estudo: Ferramenta de avaliacdo da qualidade para estudos de séries
de casos Bethesda, Instituto Nacional do Coracdo, Pulméo e Sangue, 2014 [citado em 1 de
novembro de 2017]. Disponivel em: https://www.nhlbi.nih.gov/health-pro/guidelines/
indevelop/cardiovascular/riskreduction/tools/case_series.)

As avaliacbes foram realizadas, como mostrado nas tabelas a seguir, cujo rigor

metodoldgico variou de média pontuacao (05/10) a pontuacdo alta (10/10).
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Tabela 5 - Avaliacdo da qualidade metodoldgica para cada um dos estudos em animais

incluidos.
Autor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Score
Shan et al.2017 v I VIV |V ] x v | x X v | v 7/10
Stein et al. 2017 V I VIV x| x|V ]|Xx| x|V | x| sw
Xuetal. 2017 V I VIVIVIVI IV I]X| x| x| x| 70
Sheng et al. 2017 VI IVIV IV x| x| x| x|V |V ] e
géiiha”ha” eta. | vV x| x| x| x| x| v]|v] s
Matusalietal.2018 | v | v | v |V | x| X | x | Vv |V | V| 0
Ma et al. 2016 V I IVIVIVI x| x| x| x|V |V] e
Griffinetal.2017 | v |V |V |V | X | x| X | x |V | V| en10
Uraki et al. 2017 V I VIV x| x| x| x|V |V |V ]| 610
Chan et al. 2016 vV I VIVIVIVI IV IV I VIV |V ]| w00

1 = A sequéncia de alocacdo foi gerada e aplicada adequadamente?

2 = Os grupos foram semelhantes no inicio ou foram ajustados para fatores de confusdo na
analise?

3 = A alocacéo foi adequadamente ocultada?

4 = Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento?

5 = Os cuidadores e / ou investigadores foram cegos do conhecimento que intervencdo cada
animal recebeu durante a experiéncia?

6 = Os animais foram selecionados aleatoriamente para avaliacdo do resultado?

7 = O avaliador do resultado foi cego?

8 = Os dados de resultados incompletos foram adequadamente abordados?

9 = Os relatorios do estudo estéo livres de relatos de resultados seletivos?

10 = O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto

risco de viés?
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Tabela 6 - Avaliacdo da qualidade metodoldgica para a revisdo sistematica realizada em

humanos.

Autor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Score

Counetteet | /| / | /I x| v IV IV IVIVI VIV 10/11
al. 2018

1 = Um projeto anterior foi fornecido?

2 = A selecéo de estudos e extracdo de dados foi realizada por dois revisores independentes?
3 = Foi realizada uma pesquisa bibliografica abrangente?

4 = O status da publicacéo foi utilizado como critério de inclusdo?

5 = Uma lista de estudos (incluidos e excluidos) foi fornecida?

6 = As caracteristicas dos estudos incluidos foram fornecidas?

7 = A qualidade cientifica dos estudos incluidos foi avaliada e documentada?

8 = A qualidade cientifica dos estudos incluidos foi adequadamente utilizada na formulacéo das
conclusdes?

9 = Os métodos usados para combinar os resultados de estudos foram apropriados?

10 = A probabilidade de viés de publicacédo foi avaliada?

11 = O conflito de interesses foi informado?

Tabela 7 - Avaliacdo da qualidade metodol6gica para o estudo de coorte realizado em humanos.

Autor 1 2 | 3|4 5 6 7 8 | 91011 12|13 | 14 Score

sogetet | | g [V v VIV VIV ona

al. 2017

1. A questdo de pesquisa ou objetivo deste estudo foi claramente declarada?

2. A populacdo do estudo foi claramente especificada e definida?

3. A taxa de participacéo de pessoas elegiveis era de pelo menos 50%?

4. Todos os individuos foram selecionados ou recrutados da mesma populacéo ou de populacdes
semelhantes (incluindo o mesmo periodo de tempo)? Os critérios de inclusdo e exclusao para o
estudo foram pré-especificados e aplicados uniformemente a todos os participantes?

5. Foi fornecida uma justificativa do tamanho da amostra, descri¢do da poténcia ou estimativas

de variancia e efeito?
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6. Para as andlises deste artigo, a (s) exposicao (des) de interesse foi medida antes do (s)
resultado (s) ser (em) medido (s)?

7. O prazo foi suficiente para que se pudesse razoavelmente esperar uma associacdo entre
exposicéo e resultado, se existisse?

8. Para exposi¢cOes que podem variar em quantidade ou nivel, o estudo examinou diferentes
niveis da exposicdo em relacdo ao resultado (por exemplo, categorias de exposi¢do ou
exposicdo medida como variavel continua)?

9. As medidas de exposicdo (variaveis independentes) foram claramente definidas, validas,
confiaveis e implementadas consistentemente em todos os participantes do estudo?

10. A exposicdo foi avaliada mais de uma vez ao longo do tempo?

11. As medidas de resultado (varidveis dependentes) foram claramente definidas, validas,
confidveis e implementadas consistentemente em todos os participantes do estudo?

12. Os avaliadores dos resultados foram cegos quanto ao status de exposi¢do dos participantes?
13. A perda de acompanhamento ap0s a linha de base foi de 20% ou menos?

14. As principais varidveis potenciais de confusdo foram medidas e ajustadas estatisticamente
para seu impacto na relacéo entre exposicéo (s) e desfecho (s)?

* NR = Nao respondido; descrito.

Ressaltamos que outras revisGes ndo sistematicas entraram para complementar os
resultados apresentados na discussdo e pela relevancia dos dados apresentados, ndo sendo

possivel avaliar sua qualidade uma vez que ndo ha checklist disponivel para tal.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados doze estudos ap6s a aplicagdo de critérios de inclusao e de exclus&o.
Dez desses estudos foram experimentais, utilizando-se roedores. Apenas 0 estudo de Joguet
(2017) foi de coorte (prospectivo observacional) analisando os efeitos da infeccdo em quinze

homens. Também foi incluida uma reviséo sistematica na analise.

A partir de 2016, surgiram o0s primeiros estudos realizados em animais, que apontavam
para uma possivel relacdo causal entre o virus da Zika e o comprometimento do sistema
reprodutor masculino. Govero et al (2016) constatou a persisténcia do ZIKV no testiculo e
epididimo de camundongos machos infectados com uma linhagem africana adaptada do virus
da Zika. Essa persisténcia estaria associada a lesdo tecidual que causa a diminui¢do nos niveis
de testosterona e inibina B, bem como oligoespermia (secrecéo insuficiente de esperma). Danos
menores foram observados em ratos infectados pela linhagem asiatica do virus. Este foi um
estudo longitudinal do tipo guantitativo, com pesquisa aplicada, cujo objetivo foi avaliar a

evolucéo da infecgdo nos ratos machos durante aproximadamente 40 dias.

Durante o experimento, foram mensurados os niveis dos hormdnios testosterona e
inibida B, essenciais a espermatogénese, para determinar as consequéncias funcionais da
infecgdo. No sétimo dia, os niveis de testosterona estavam mais altos. No décimo quarto dia, 0
nivel de testosterona diminuiu e se manteve mais baixo até o vigésimo primeiro dia. Os niveis
de inibina B também se mantiveram baixos entre 0 14° e 21° dias. Também se observou
diminuicdo na contagem de espermatozoides totais e moveis e danos aos tubos seminiferos. O
estudo também realizou o cruzamento de fémeas em idade reprodutiva com machos infectados
e ndo infectados e os resultados apontaram reducdo no nimero de gravidezes e de fetos vidveis
das fémeas que cruzaram com machos infectados. Por fim, a pesquisa conclui que a infeccao
causou danos aos testiculos e epididimo, podendo progredir para reducao de horménios sexuais,
destruicdo de células somaticas e germinativas, perda de esperma e infertilidade. Para o autor,
é preciso que seja identificado em seres humanos o padrdo dos danos causados ao trato
reprodutivo, a fim de facilitar a realizacdo de novos testes para tratamentos e vacinas para
prevenir esta patologia, para isso, estudos longitudinais em seres humanos precisam ser

realizados.

O estudo realizado por Ma et al (2016) corrobora algumas das descobertas de Govero.

Ele se propbe a demonstrar que o ZIKV pode induzir processos inflamat6rios nos testiculos e
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no epididimo, mas que ndo afeta a prostata ou a vesicula seminal, e que o virus pode gerar danos

para os testiculos até 60 dias ap0s a infec¢ao nos ratos.

Para verificar o efeito da infec¢do nos ratos, foi realizada analise histopatologica nos
testiculos, epididimo, prostata e vesicula seminal. O estudo foi realizado com grupo controle de
ratos ndo infectados de mesma idade dos ratos infectados (de dois tipos distintos). Ndo foram
identificadas anomalias nos tecidos dos ratos ndo infectados. No grupo de ratos infectados,
observou-se degeneracdo em células germinativas dos tubulos seminiferos, células de Leydig
necroticas, congestdo venosa intratesticular, macrdéfagos e leucocitos (caracterizando processos
inflamatdrios) em 100% do grupo. Surpreendentemente, ndo foram identificadas anomalias na
préstata e na vesicula seminais deste grupo. Esses resultados se devem ao fato de que foi
identificada a presenca no ZIKV nos testiculos e epididimo dos ratos infectados, mas ndo na

préstata e vesicula seminal.

Outra interessante analise foi executada: como vem sendo especulado em outros estudos
que a proteina AXL funciona como receptora do ZIKV, foi realizada uma analise de tecidos do
trato genital de homens e ratos. A proteina AXL foi encontrada em testiculos e epididimos, mas
ndo na préstata e vesicula seminais, de ambos os grupos analisados. O préximo passo foi
delimitar que tipos celulares atuam na resposta imune inata a infecgdo pelo ZIVK nos testiculos.
Observaram-se altos niveis de producdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias em
células epiteliais do epididimo e células do testiculo. Também se realizou uma anélise temporal
até 60 dias apds a infeccdo e verificaram-se danos irreversiveis: 100% dos ratos apresentaram
orquite (inflamacdo) e atrofia nos testiculos, rompimento nos tdbulos seminiferos e perda de

Sua estrutura.

O estudo ainda realiza uma comparacgdo dos danos causados pelo ZIKV e pelo virus da
Dengue (DENV), também um flavivirus. Nos animais infectados pelo ZIKV a inflamagéo levou
a perda morfoldgica total dos testiculos e destruicdo da estrutura dos tibulos seminiferos 30
dias apos a infeccdo. J& para os ratos infectados pelo DENV, 1 a cada 10 apresentaram atrofia
testicular, mas com capacidade de recuperacdo. Os resultados sugerem um maior tropismo por
celulas testiculares do ZIKV em relagdo ao DENV. Tal tropismo pode ser explicado pela
estrutura compacta do ZIKV que comparado a outros flavivirus possui uma maior estabilidade
em fluidos corporais, bem como sua capacidade de induzir a autoimunidade em alguns casos,

através de mecanismos ainda desconhecidos (Miner et Diamond, 2017).
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Diante das evidéncias constatadas nos estudos, o Ma e al recomenda que clinicas de
fertilizacdo que possuam banco de esperma devam adotar medidas para prevenir novas
infecgBes por inseminacéo artificial em paises endémicos. Ele também reforca a necessidade
de novas pesquisas e de agdes imediatas.

Nesse contexto, diante da declaragdo de Emergéncia de Salde Internacional em
realizada em fevereiro de 2016 pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) ficou recomendado
que mulheres que moram em areas de transmissdo do virus da Zika devem adiar suas gravidezes
por tempo indeterminado. A resolucdo 72/2016 da Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que dispde sobre o regulamento técnico para o funcionamento dos Bancos de
Células e Tecidos Germinativos, trouxe a exigéncia da realizacdo do teste de ZIKV para todas
as pessoas a realizarem procedimentos de fertilidade (ANVISA, 2016). Essas acOes
demonstram a preocupacéo do poder publico em conter esta epidemia e combater a proliferacdo

do virus e suas consequéncias associadas.

Uraki e colaboradoes (2017) realiza um estudo experimental em ratos machos infectados
via injecdo subcutanea por linhagem ndo letal do ZIKV. O presente experimento utilizou uma
linhagem do virus que pela primeira vez ndo resultou em morte para os ratos, 0 que permitiu
analisar os efeitos da infec¢do por mais tempo. Mesmo ap6s o desaparecimento do virus no
sangue, ele persiste no testiculo através das células intersticiais de Leydig, produtoras de
testosterona, que apoiam a replicacdo do virus. Foram detectados altos niveis de RNA (&cido
ribonucleico) e antigenos virais no limen do epididimo, onde o esperma é armazenado, € ao
redor de células epiteliais. 21 dias pés a infeccdo, os testiculos dos ratos estavam
demasiadamente menores em comparacdo ao grupo controle, indicando progressiva atrofia
testicular. Também se identificou diminuic¢do no nivel de testosterona, o que sugere possiveis
problemas de infertilidade. Em estudos semelhantes, outros grupos celulares (como
espermatogonias, espermatdcitos primarios, células de Sertoli etc) do TRM foram afetados pelo
virus, o que reforca para Govero et al (2016) a importancia de que mais estudos analisem em
detalhes o tropismo molecular e temporal do virus no trato genital. Mais estudos também
poderdo apontar a contribuicdo relativa da resposta imune inata e/ou reducdo nos niveis de

testosterona na atrofia testicular (Miner et Diamond, 2017).

Siddharthan et al (2017) realiza estudo em hamsters tipo STAT2 knock-out, cujos

resultados detectaram a presenca do virus nos testiculos, rins e bago. O resultado positivo para
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0 ZIKV surgiu em células com morfologia de espermatogdnias e células de Sertoli. O ZIKV foi
observado apenas em placentas de hamsters injetados pelo ZIKV, e ndo em hamsters com

injecdo simulada.

Diante de tantas evidéncias que o ZIKV e capaz de infectar e causas danos aos testiculos
em modelos desenvolvidos em roedores, Sheng et al (2017) desenvolveu um modelo para
investigar os impactos do virus na funcdo espermética e em grupos celulares especificos. Para
investigar estas questfes, foram infectados camundongos AG6 deficientes de interferon o/ e y
com ZIKV e foram examinados os resultados da infec¢do usando uma variedade de técnicas
fisioldgicas, histopatologicas, imunoldgicas e viroldgicas. O estudo concluiu que o testiculo é
um 6rgéo alvo importante para o ZIKV em camundongos AG6 deficientes para interferon a / 3
e v e que as células de Sertoli sdo suscetiveis ao ZIKV. Além disso, a infec¢do por ZIKV das
células de Sertoli danificou as juncdes da barreira de sangue dos testiculos e a espermatogénese
em camundongos. Esses resultados fornecem base bioldgica para explicar as observacdes
clinicas apresentadas por alguns humanos infectados pelo ZIKV, como hematospermia, disuria
e dor perineal.

Chan et al (2016) realizou em outro estudo em ratos imunossuprimidos com
dexametasona para avaliar os efeitos da infeccdo com o ZIKV e posterior tratamento com
interferon | recombinante. Interferons sdo proteinas produzidas por leucocitos que induzem a
prépria célula infectada e células proximas a produzirem proteinas que impedem a replicacdo
do virus. O estudo foi motivado pelo fato que pacientes imunossuprimidos (por exemplo, com
lGpus ou artrite reumatoide) infectados pelo ZIKV apresentaram quadro de disseminacdo do

virus em varios 6rgdos ou morte.

A metodologia utilizada no experimento consistiu em dividir aleatoriamente os ratos em
11 grupos distintos com diferentes niveis do ZIKV, dexametasona e tratamento com interferon.
Os ratos foram sacrificados 5 e 14 dias apos a infec¢do e foram analisados parametros clinicos,
histopatolégicos e viroldgicos de ratos machos e fémeas infectados e imunossuprimidos

comparando-0s aos grupos-controle.

Os resultados clinicos do grupo experimental foram mais significativos que do grupo
controle, com quadro de perda de peso dos ratos. Os achados, 5 dias apds a infeccao, apontaram

para disseminacdo do virus em varios 6rgéos (sem letalidade) com baixa resposta imune, tendo
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em vista a imunossupressao gracas a dexametasona. A fim de investigar os efeitos da
reconstituicdo da imunidade, dexametasona foi retirada no grupo experimento 9 dias apos a
infecgdo, gerando deterioragdo e inflamacdo em diversos 6rgdos. Os sintomas clinicos
apresentados foram respiracdo acelerada, letargia e pelagem disforme. Apds a retirada da
dexametasona, foi aplicado o tratamento com interferon que apontou que, o quanto antes
iniciado o tratamento, melhores serdo os parametros clinicos, histoldgicos e virologicos dos
ratos com infecgdo disseminada. Assim, a concluséo deste novo modelo demonstrou que a
inflamacao de diversos 6rgdos é uma das complicacGes geradas pela infecgdo pelo ZIKV que
deve ser também monitorada em estudos com seres humanos. O autor também sugere a
realizacdo de ensaios clinicos para avaliar o uso de interferon no tratamento de pacientes mais

passiveis a apresentar complicagdes severas resultantes da infeccao pelo ZIKV.

Depois de analisados os resultados de trés experimentos com animais infectados pelo
ZIKV é importante entender como o virus afeta o ser humano. Em Zika virus: A new threat to
human reproduction, Baud et al (2016) trata do histérico, das formas de transmisséo do ZIKV
e de como ele afeta 0 organismo humano. O virus da Zika se torna unico entre os flavivirus por
possuir diversas formas de transmissdo, 0 que explica sua rapida expansdo e sua grande
abrangéncia territorial. Sua transmissdo ocorre predominantemente por vetores, contudo, ja
foram reportadas transmissdes sexuais (de homem para mulher, homem para homem e mulher
para homem), pds-transfusdo sanguinea e durante a gestacdo entre a mée e o feto. Existem
outras formas potenciais de transmisséo (onde foi detectado RNA viral), como fluidos corporais
que precisam ter seu potencial infeccioso investigado por pesquisadores. No entanto, é valido
ressaltar que a presenca do RNA viral em um especifico fluido ou tecido do corpo ndo implica

em potencial infeccioso do virus.

A infeccdo pelo ZIKV se manifesta de véarias formas. O mais comum € se apresentar
como uma infeccdo com sintomas leves ou até assintomaética, entretanto, em pacientes com
baixa imunidade ou com doencas cronicas a infeccdo pode resultar em morte. O estudo ainda
aponta que foi reportada hematospermia (sangue no esperma) em trés casos de pacientes
infectados pelo ZIKV, e fala das manifestagcfes que vem sendo amplamente estudadas:
sindrome de Guillain-Barré e microcefalia. Hoje, diante de relatos de estudos e casos clinicos,
ja se pode dizer que a ZIKV causa a sindrome congénita do Zika virus que néo se restringe
apenas a microcefalia, mas inclui outros sintomas, como cranio e face desproporcionais,

disfungdes cerebrais e anomalias oculares e auditivas.
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O estudo também faz um levantamento do que foi publicado sobre o impacto do ZIKV
na fertilidade masculina e feminina. Apesar de constatado no modelo com ratos de Uraki et al,
ainda é desconhecido se a presenc¢a duradoura do ZIKV no TRM pode gerar efeito nocivo a
funcgéo sexual ou a reprodugao em seres humanos. Em estudo realizado em macacos tipo rhesus,
verificou-se que o RNA viral persistiu nos tecidos neuronais, linféides e articulares / musculares
e nos tecidos reprodutores masculinos e femininos até 35 dias apos a infecgdo. O tropismo e a
persisténcia do ZIKV nos nervos periféricos e no trato reprodutivo podem indicar um
mecanismo de neuropatogénese e transmissao sexual subsequentes (Hirsch et al, 2017).

E enfatizada a importancia de se desvendar qual grupo celular ¢ prioritariamente afetado
no SRM, ou seja, quais células sdo os principais alvos da ZIKV. Com essa informacdo, pode-
se inferir, por exemplo, se o virus interfere na espermatogénese e, consequentemente, na
fertilidade. Segundo Miner et Diamond (2017) estudos incluindo humanos ja demonstraram
que o ZIKV possui tropismo por células neurais, tecidos oculares, trato reprodutivo (esperma e

fibroblastos uterinos) e fluidos corporais, como lagrimas, saliva, sémen, muco cervical e urina.

E essencial também investigar se o virus pode ser encontrado nos testiculos de fetos
com Sindrome Congénita do Zika, o que reforcaria o tropismo do virus pelo trato reprodutor.
Vale-se ressaltar que criptorquidia (quando os testiculos ndo nascem dentro da bolsa escrotal),
hipospadia (malformacdo genética na uretra) e micropénis ja foram observadas em recém-
nascidos infectados pelo ZIKV. Segundo o autor, ja foram registradas evidéncias do ZIKV no
muco cervical feminino, podendo indicar também um possivel tropismo do virus pelo trato
reprodutor feminino assim como demonstra estudo Prisant et al (2016), onde foi identificada a
presenca de RNA viral no muco cervical de uma mulher mesmo ap6s seu desaparecimento do
sangue e urina. Todos esses achados demandam mais pesquisas e estudos experimentais para
gue essas evidéncias sejam investigadas, visto que uma possivel atracdo do ZIKV pelo trato
reprodutor de homens e mulheres resulta em significativos impactos para reprodu¢do humana

e transmissao do virus.

Além disso, € realizado um levantamento de todas as recomendagdes com relacdo ao
adiamento de gravidezes e medidas preventivas até 2016 da OMS e do Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC) pra residentes e viajantes em paises endémicos e fala-se do papel
importante dos centros de reproducdo assistida com relacdo a potencial transmissdo sexual do

virus. Nos Estados Unidos, ainda ndo ha a obrigatoriedade do teste para ZIKV para os doadores
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de esperma como ja é regulamentado no Brasil. Por fim, diante de tantos questionamentos que
seguem em aberto (como, por exemplo, o efeito a longo prazo do virus para a fertilidade
masculina e feminina), o autor recomenda a colaboragéo internacional nas pesquisas e enfatiza

a relevancia das notificacGes e registro sobre a doenca.

Acerca de experimentos realizados in vitro, foram apontadas evidéncias muito
importantes: as células de Sertoli, que possuem papel importante na espermatogénese, tém
elevada quantidade da proteina AXL que é uma forte candidata a funcionar como porta de
entrada para o ZIKV. A proteina AXL também e encontrada em células progenitoras neurais, 0
que reforca o argumento de que a AXL é um provavel fator de entrada para o ZIKV. Contudo,
modelos desenvolvidos em ratos com deficiéncia de AXL apresentaram niveis equivalentes do
ZIKV no soro, baco, cérebro, testiculos e olhos (Govero et al, 2016). Assim, embora alguns
estudos sugiram que a AXL funcione como uma importante porta de entrada ao ZIKV,
maultiplos estudos in vivo e in vitro demonstraram que a AXL ndo é necessaria para que tecidos
e grupos celulares sejam infectados. Determinar o mecanismo de entrada do virus servird como
foco para elaboracdo de terapias e vacinas que bloqueiem os efeitos da infeccdo (Miner et
Diamond, 2017).

Nesse sentido, estudo recente de Strange et al (2018) buscou investigar os efeitos da
infeccdo pelo ZIKV nas células de Sertoli. O autor concluiu que o ZIKV suprimiu as assinaturas
associadas ao crescimento e proliferacdo celular durante o estagio inicial da infeccdo (12 horas
apos a infeccdo), enquanto nos ultimos estagios da infeccdo (de 48 a 72 horas po6s-infeccédo), o
ZIKV induziu assinaturas predominantemente associadas a defesa antiviral inata. Assim, o
virus de aproveita da imunossupressao natural das células de Sertoli para demonstrar modulacéo
a resposta antiviral do hospedeiro e caminhos de proliferacdo celular para estabelecer a

infeccdo.

O estudo de Matusali et al (2018), ao infectar com ZIKV explantes de tecido testicular de
doadores saudéveis, demonstrou que o ZIKV replica e produz particulas virais infecciosas em
testiculos humanos. Evidenciou-se a infeccdo de uma ampla gama de tipos de células
testiculares, incluindo os macréfagos residentes e a linhagem de células germinativas, e foi
confirmada sua presenca no sémen dos pacientes. A infec¢do ndo teve efeito na producdo basal
de testosterona e inibina B ou na viabilidade celular total ex vivo. O ZIKV desencadeou uma

ampla gama de genes antivirais em testiculos humanos, mas ndo se observou regulacao positiva
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dos IFN tipos I, Il e 11 e a resposta pro-inflamatdria foi minima. Os dados sobre camundongos
IFNAR -/ - apontam similaridades e diferencas entre os testiculos de camundongos e humanos

para a infecgédo por ZIKV.

Counotte et al (2018) realiza uma revisao sistematica que fornece uma sintese atualizada
de informacgdes sobre a transmissdo sexual do ZIKV com uma estrutura sistematizada. Levando
em consideragdo os dados disponiveis sobre a duracdo da detec¢do do ZIKV em cultura e de
intervalo serial, os achados sugerem que o periodo infeccioso para a transmissdo sexual do
ZIKV é mais curto do que as estimativas dos primeiros estudos pos-surto, baseadas apenas em
RT —PCR. O estudo também conclui que e duracdo média da persisténcia do RNA do ZIKV no
sémen é mais longa (34 dias) do que no trato genital feminino (12 dias), por isso a transmissao
sexual € mais provavel de homem para mulher do que de mulher para homem. N&o foram
encontradas evidéncias de transmisséo sexual para quaisquer outros flavivirus transmitidos por

artropodes.

Kwak-kim (2016) et al realiza uma revisao de literatura para os profissionais de salude
que trabalham com pacientes que planejam engravidar ou que passam por tratamento de
fertilidade. A revisdo aborda a prevencao a transmissdo sexual do ZIVK, os testes disponiveis
para 0 ZIKV e 0 uso de tecidos e sangue. Esta revisdo tem como base 0s casos reportados nos
Estados Unidos, geralmente infecgdes transmitidas por viajantes, e as recomendac6es do Centro

de Controle e Prevencdo de Doencas (6rgdo americano).

Destaca-se as principais rotas de infeccdo do virus. Seu principal vetor, o Aedes aegypti,
€ uma espécie invasiva de mosquito, predominante no hemisfério oeste, que se adapta bem a
ambientes urbanos densamente povoados. A medida que a populacdo de mosquitos infectados
cresce em determinada regido, cresce exponencialmente o nimero de pessoas infectadas neste
local. Outra forma de infeccdo destacada no texto é entre 0 homem e seu parceiro sexual,
podendo ocorrer antes, durante e ap6s o surgimento dos sintomas. Inclusive casos de
transmissdo assintomatica ja foram reportados. Os dados apresentados confirmam as estatisticas
de outros estudos: o virus persiste mais tempo no sémen do que no sangue, ja tendo sido
encontrado RNA viral no sémen cerca de seis meses depois de contraida a infec¢do. Diante das
possibilidades de transmissdo sexual e via transfusdo sanguinea, aumenta-se a preocupagao com
relagdo aos tratamentos para reproducao assistida, como inseminagéo intrauterina, programa de

doac&o de dvulos e adocéo de embrido.
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S&o apresentadas as principais orientacfes constantes nos guias da OMS e CDC com
relacdo a prevencao do virus e ao aconselhamento aos casais que desejam ter filhos. Destaca-
se que a OMS recomenda seis meses de sexo seguro (com uso de preservativo) para homens e
mulheres retornando de &reas com surto do virus, independentemente a apresentacdo de
sintomas. Portanto, o aconselhamento é essencial para lidar com os desafios em confiar nos
resultados dos testes, riscos de infeccdes subsequentes, bem como com a possibilidade que o
feto apresente os efeitos do virus mesmo quando a gravidez ocorre apds um resultado negativo
para 0 ZIKV.

Com relacdo a transferéncia biologica de tecidos ou doacdo de gametas, o teste para
ZIKV ¢é de extrema importancia. Procedimentos de preparacdao do esperma que demonstraram
reduzir o risco de transmissdo para HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) ainda néo
mostraram ser eficientes para prevenir a transmissdo do ZIKV. Téo pouco a criopreservacao
(processo onde células ou tecidos bioldgicos sdo preservados através do congelamento a
temperaturas muito baixas) mostrou ser incapaz de destruir o ZIKV. Nos Estados Unidos, séo
estabelecidos critérios objetivos de inexigibilidade para doadores de gametas e embrides no que
tange a infeccdo pelo ZIKV, assim como é estabelecido pela ANVISA no Brasil. Com relagéo
a tratamentos com plasma, por ser um virus de tamanho intermediario e envolvido por gordura,
sua remocao torna-se mais facil em processos como fracionamento e pasteurizacdo. Esses
métodos poderao ser eficientes contra o ZIKV de acordo com a PPTA (Associacdo Terapéutica
de Proteinas Plasmaticas). A autora conclui que ha experimentos em andamento para
elaboracdo de vacinas contra a infeccdo, mas até 14 os estudos sobre o potencial infeccioso do

virus devem ser prioridade.

Joguet e colaboradores (2017) realizou um estudo prospectivo e observacional em
quinze homens (voluntarios com média de 35 anos de idade) com infec¢do aguda pelo ZIKV
na Polinésia Francesa, onde ocorreu o surto, entre abril e novembro de 2016. O objetivo do
estudo foi coletar sangue, urina e sémen e monitorar seus parametros nos dias 7, 11, 20, 30, 60,
90 e 120 ap0s o surgimento dos sintomas. Com isso, pretendeu-se identificar o virus no sémen
e em seus componentes (plasma, células do sémen e espermatozoides) e determinar suas
caracteristicas, bem como as concentra¢Ges de hormonios reprodutivos, logo apés a infeccao
nos homens. Quando o presente estudo foi realizado, havia poucas evidéncias e nenhum estudo
prospectivo em humanos acerca da presenca do ZIKV no sémen e em seus componentes, 0 que

denota o pioneirismo e importancia da pesquisa.



46

Os resultados apresentados pelo experimento detectaram a presenca de virus capazes de
replicacdo em espermatozoides isolados e que o sangue total foi o fluido com mais resultados
positivos para 0 RNA viral, sendo a amostra mais sensivel para o diagndstico molecular do
virus. A contagem total de esperma e de espermatozoides mdveis caiu significativamente no
dia 60 comparando-se ao dia 7. As menores taxas de contagem total de esperma ocorreram no
dia 30, com recuperacdo identificada a partir do dia 90. Logo ap0s a infeccéo, os niveis de
horménio foliculo-estimulante (FSH) subiram e os niveis de inibida B (horménio produzido
pelas células de Sertoli, cuja funcdo principal € a inibicdo da produgdo de FSH pela hipofise)
cairam, podendo indicar algum efeito direto ou indireto na fungéo das células de Sertoli. Todos
0s pacientes infectados desenvolveram resposta imune contra o ZIKV, visto que foram
identificados anticorpos IgM nos dias 7 e 20. Amostras de soro e urina testaram positivo para
RNA viral em todos os pacientes no dia 7, caindo bastante até o dia 30, com maior incidéncia

no soro do que na urina.

A presenca do ZIKV no sémen apresentou padrdes distintos, que podem ser explicados
por diversos fatores: diferencas na carga viral e na capacidade de replicacdo nos diferentes
orgdos e células genitais, diferencas no sistema de imunidade inato e adaptativo do infectado,
além da diferenca no tropismo da linhagem do virus. Os resultados comprovaram que a carga
viral seminal pode ser muito maior que a carga viral no sangue e urina. O local exato de
replicacdo do virus no sémen ainda é desconhecido nos homens. O fato de que um homem com
vasectomia apresentou carga viral no sémen sugere que Orgdos que estejam distantes do

testiculo podem contribuir com a replicacao viral.

E interessante apresentar a figura abaixo que mostra a frequéncia identificada do RNA
viral nos diferentes fluidos analisados ao longo de quatro meses apds o surgimento dos

sintomas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hip%C3%B3fise
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Figura 7. Frequéncia de detecgdo do RNA viral do Zika virus em diferentes fluidos de acordo
com pontos de tempo apds o surgimento dos sintomas em 15 pacientes infectados. FONTE:
JOGUET etal., 2017.

Percebe-se que o RNA viral no soro e urina foram os primeiros a desaparecer do
organismo, que ocorreu dois meses apos a infec¢do. O plasma seminal e as células do sémen
mantiveram o mesmo padrao: cerca de 10% dos infectados ainda apresentavam o RNA viral
até quatro meses ap06s a infeccdo. Ja no sangue total, cerca de 25% ainda apresentavam o RNA

viral quatro meses apds o surgimento dos sintomas.

Os resultados apresentados mostram que a infeccdo pelo ZIKV pode ser responsavel
diretamente por alterac6es apresentadas no esperma, afetando consequentemente a fertilidade
nos homens. Contudo, mais estudos com um ndmero maior de participantes sdo necessarios
para confirmar esses resultados. De maneira geral, as evidéncias alcancadas tém grande valia
para politicas publicas de saide, uma vez que contribuiram para a identificacdo mais eficiente
do diagnostico do virus, bem como somam conhecimento para a construgdo de medidas

preventivas a transmissao sexual do ZIKV.

Griffin et al (2017) realiza mais um estudo em ratos com o objetivo de avaliar a eficacia

de uma vacina de DNA. O experimento apontou que a administracdo de uma vacina sintética
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de DNA que codifica a pré-membrana e envelope (prME) do ZIKV é capaz de proteger
completamente os ratos infectados por linhagem contemporanea do virus contra 0s danos

causados pelo aos testiculos e esperma, e previne a persisténcia do virus nos testiculos.

O estudo contou com grupos-controle de ratos ndo infectados e de ratos infectados e ndo
vacinados, onde cerca de 40% dos ratos morreram oito dias apos a infecgdo; também foram
identificadas perda de peso, diminuigdo no tamanho do testiculo, manifesta¢des neurologicas e
alta carga viral foi detectada nos testiculos entre os dias 7 e 21 ap6s a infeccdo. A arquitetura
normal dos tdbulos seminiferos praticamente inexistia 21 dias p6s-infec¢édo, sendo substituida
por tecido fibroso e células inflamatorias, como linfocitos e macréfagos. Houve uma reducéo
significativa nos parametros de do esperma (por exemplo, queda da contagem total de esperma)
de ratos infectados e ndo vacinados, comparando-se aos ndo infectados.

Uma vez aplicadas duas doses da vacina prMe de DNA, comparando-se aos grupos-
controle de ratos ndo vacinados e ratos com vacina falsa, observou-se que, contradizendo
resultados dos grupos-controle, os ratos vacinados ndo apresentaram sinais de morbidades ou
mortalidade, bem como nédo foi detectada presenca do ZIKV nos testiculos desses ratos e 0
lumen do epididimo desses ratos permaneceu praticamente intacto. Além de proteger de danos
contra os testiculos, a vacina também se mostrou eficiente na protecdo do esperma: As células
do esperma de ratos com infecdo falsa e dos vacinados foi toda negativa para o antigeno viral.
A vacina protegeu completamente contra a reducdo na contagem total de esperma e de
espermatozoides moveis e progressivamente moveis. 77 dias pés-infecdo, os parametros dos
ratos ndo vacinados e com vacina falsa ainda ndo tinham retornado aos parametros iniciais,

enquanto os parametros dos ratos vacinados permaneciam normais.

A realizacdo do presente estudo é de grande importancia cientifica visto que foram
utilizados vérios grupos-controle e que a descoberta da eficiéncia da vacina em ratos abre
precedentes para que futuros estudos realizem testes em humanos. Atualmente, apesar de ja
comprovada a persisténcia do ZIKV no TRM, os efeitos danosos para o esperma e a fertilidade
humana ainda ndo foram comprovados. Novas pesquisas em humanos com essa abordagem sao
imprescindiveis para identificar a fisiopatologia do virus em humanos e a utilidade dos modelos
que ja foram aplicados em ratos. Griffin et al ainda afirma que a transmissdo sexual ja foi
comprovada em humanos e sugere a realizagdo de estudos em ratos para avaliar possibilidades

de tratamentos e vacinas para prevenir esse tipo de infecgéo.
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Shan et al (2018) desenvolve estudo para avaliar a eficacia de uma vacina com base no
préprio ZIKV atenuado em camundongos e macacos reshus. Os resultados demonstraram que
a vacina protege 6rgdos maternos em camundongos contra a infeccédo, previne a transmissao do
virus para o feto durante os primeiros estagios da gravidez e limita a replicacdo viral nos fetos.
Em camundongos machos, a protege os testiculos e o trato reprodutor da infecgédo pelo ZIKV.
Nos macacos tipo reshus, uma Gnica imunizacgao provocou uma resposta de anticorpos rapida e

robusta, conferindo completa protecéo.

O estudo de Stein et al (2017) avalia o tratamento com anticorpos policlonais humanos
produzidos em bovinos transcromossémicos em ratos. O tratamento foi capaz de proteger ratos
dos danos teciduais do cérebro, testiculos, baco e figado. Também néo foi encontrado virus com
potencial infeccioso nesses tecidos, o que faz dessa vacina uma alternativa terapéutica
promissora para combater o ZIKV. Uma vacina com base em adenovirus recombinantes do
chimpanzé tipo 7 (AdC7) expressando glicoproteinas ZIKV M/E desenvolvida em estudo de
Xu et al (2017) também surge como potencial candidata no combate ao ZIKV. Uma inoculagéo
de dose Unica de AdC7-M / E conferiu imunidade aos ratos para eliminar a viremia e a carga
viral do ZIKV nos tecidos. A vacina protegeu os ratos completamente contra danos testiculares
induzidos pelo ZIKV.

O estudo mais recente Zika Virus in the Male Reproductive Tract de Stassen et al (2018)
resume todo conhecimento atual acerca da patologia do ZIVK no trato reprodutor masculino,
trata dos modelos ja apresentados em animais para estudar a presenca da infecdo neste local e

apresenta as perspectivas de novas vacinas e tratamentos que combatam a persisténcia do virus.

Sé&o apresentados o histdrico do surgimento e as principais caracteristicas do virus, com
alguns dados relevantes: Até o momento, 84 paises ja foram afetados pelo ZIVK, com cerca de
um milhdo de casos e pelo menos 23 paises ja reportaram casos da Sindrome de Guillain-Barré
(OMS, 2017). O estudo ainda trata especificamente da reproducédo sexual do virus e alerta para
os achados que confirmam a persisténcia de alta carga viral no sémen e no esperma. A
capacidade de infecgdo e longevidade do virus no ZIKV no sémen pode variar, 0 que diverge
qguando comparado aos fluidos vaginais, indicando que a replicacdo viral ocorre

predominantemente nos érgdos genitais e células do TRM.
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O autor traz uma secdo onde ele explica o mecanismo de funcionamento do trato
reprodutor masculino e porque ele representa uma area com privilégio imunoldgico.
Basicamente, os espermatozoides em desenvolvimento séo protegidos do ataque autoimune
através da barreira de sangue dos testiculos, formada pela juncdo de células de Sertoli que
previnem a entrada de imunoglobulina no lumen. Os espermatozoides dentro dos testiculos e
regides do epididimo ficam isolados do sistema imune adaptativo que previnem a formacéo de
linfocitos e anticorpos anti-espermatozoides. A possivel destruicdo de células ligadas a
espermatogénese, como células de Sertoli e células de Leydig, através da infeccdo pelo ZIKV
e perda do privilégio autoimune, pode gerar um ataque autoimune ao espermatozoide e
desenvolvimento de anticorpos, comprometendo, assim, a fertilidade. Esse processo esta

ilustrado na figura 9.
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Figura 8. (A) Sistema reprodutor masculino e potenciais reservatorios para o ZIKV. (B) Corte
de uma porcdo dos tabulos seminiferos dentro dos testiculos. FONTE: STASSEN et al., 2018.

Prostatite (inflamacé&o da prostata) e hematospermia ja foram identificadas em pacientes
infectados com ZIKV, além da presenca de leucocitos no sémen, que é sugestivo de inflamacgédo
no TRM. O ZIKV pode estar violando a barreira de sangue dos testiculos, rompendo o

privilégio imune dos testiculos e se replicando neste local. Também foram reportados casos de



51

baixa contagem de esperma, indicando que o virus pode estar prejudicando sua producédo. Os
receptores utilizados como porta de entrada do virus no TRM ainda precisam ser investigados,
porém, a AXL é uma forte candidata. A presenca do virus no sémen também pode ser explicada
pela replicacdo viral nas glandulas acessorias, como a prostata. A transmissao sexual do ZIKV
de um homem com vasectomia (método contraceptivo através da ligadura dos canais deferentes
no homem) é um forte indicio de que prdstata e vesiculas seminais funcionam como potenciais

reservatorios do virus.

Stassen et al também resumiu os achados apresentados por modelos desenvolvidos em
ratos e constantes no presente trabalho. Os modelos de transmisséo sexual indicaram a presenca
do virus em aproximadamente 65% das ejaculacfes, enquanto a transmissdo sexual entre macho
e fémea ocorreu em 50% dos casos. Um estudo com rato vasectomizado mostrou que € possivel
a transmissdo sexual do virus, no entanto, o nivel do ZIKV presente no sémen é bem mais baixo.
De maneira geral, todos os estudos detectaram a presenca do ZIKV nos testiculos e epididimo
dos animais no experimento. O virus também foi encontrado dentro do Iimen dos vasos
deferentes e das vesiculas seminais de alguns animais infectados. A presenga do virus na
préstata apresentou contradicdo entre alguns estudos realizados. As diferencas nos resultados
dos experimentos com ratos podem ser explicadas pelo uso de distintas linhagens do virus,
idades dos animais, dose do virus e rota de inoculagdo, entre outros. De maneira geral,
comparando-se os resultados com os apresentados em humanos, se percebe que os danos para

0s ratos sao mais severos € a espermatogénese bem mais comprometida.

Também sdo apresentados os resultados de estudos com macacos dos tipos rhesus,
cynomolgus e cauda de porco, que ndo constam na presente discussdo. A escolha desses
primatas se justifica por uma semelhanca maior com caracteristicas humanas, como sintomas
clinicos e padrdo de resposta imune. Disseminacdo do virus em varios tecidos foi observada,
incluindo o trato urogenital e secre¢cGes de mucosas. A presenca do ZIKV também persistiu nos
testiculos, sémen, células de Sertoli, vesicula seminal e prostata. Supreendentemente, o virus
também foi detectado nos rins, bexiga e urina. Os impactos do ZIKV sdo menos danosos nos

modelos com macacos do que em modelos com ratos.

Com relagdo a disponibilidade de vacinas e tratamentos contra o ZIKV, o antibidtico
azitromicina mostrou reduzir a proliferacdo do virus e teve efeitos in vitro em alguns grupos

celulares, incluindo as células de Sertoli. Anticorpos humanos contra o virus da dengue
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mostram-se eficazes no combate a infeccdo com ZIKV, contudo, o tratamento so surtiu efeitos
desejados até trés dias apos a infeccdo. Outros modelos de vacinas com base em DNA também

se mostraram eficazes, mas ainda ndo foram desenvolvidas vacinas de efeitos comprovados.

Todos os estudos apresentados nesta discussdo parecem convergir para o fato que mais
estudos epidemioldgicos de longo prazo e estudos prospectivos em homens infectados precisam
ser realizados visando responder questionamentos que seguem em aberto acerca da correlagdo
entre 0 ZIKV e o TRM: Quais 0s mecanismos celulares e moleculares que garantem a
persisténcia do virus no TRM? Qual a origem do virus no sémen? Qual o receptor de entrada
do virus no TRM? Que fatores influenciam o potencial infeccioso do virus do ZIKV e sua
longevidade no sémen? S6 depois de esclarecidos esses questionamentos podera se afirmar com
clareza se o virus resulta em infertilidade masculina, bem como desenvolver vacinas e
tratamentos eficazes conta este virus que resulta em diversos efeitos danosos para 0s seres

humanos.

Os resultados do nosso estudo mostraram que ainda nao se pode afirmar que a infeccao
pelo ZIKV em homens resulta em comprometimento do sistema reprodutor, tampouco
infertilidade. Contudo, estudos realizados em seres humanos e em animais apontam que ha
fortes indicios desse possivel comprometimento, visto que ficou comprovado que o RNA viral

pode ser encontrado no sémen humano por varios meses apds contraida a infec¢ao.
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7 CONCLUSAO

Apesar dos avancos terapéuticos na busca por uma vacina e tratamentos eficientes contra
0 virus da Zika, a infeccdo representa uma doenca cujo principal tratamento é a prevencéo, tanto
para evitar o contigio, quanto para evitar sua transmissdo também que pode ocorrer

sexualmente.

Estudos experimentais em roedores demonstraram que ha diversas vacinas (por
exemplo, vacina com base em DNA, vacina com anticorpos policlonais humanos, vacina em
adenovirus recombinantes do chimpanzé tipo 7 e vacina com o préprio ZIKV atenuado) em
desenvolvimento que se mostraram muito efetivas para inibir a infeccdo em animais e prevenir
danos associados ao trato reprodutor. Os autores sugerem que seja viabilizada investigacédo

sobre a eficacia na aplicacdo dessas vacinas em serem humanos.

Os resultados da presente revisao sistematica mostraram que 0 RNA do ZIKV pode ser
detectado no sémen dos homens por até 188 dias apds o surgimento dos sintomas, contudo, a
essa presenca no sémen ndo necessariamente reflete infectividade (potencial de gerar infec¢édo)
ou resulta em infertilidade nos homens. Foi detectado que a transmissdo sexual do virus pode
ocorrer, mesmo ap06s o desaparecimento dos sintomas, devido a sua persisténcia no sémen
humano (ja foi documentado caso de transmissdo ocorrido 44 dias ap6s 0 surgimento dos
sintomas). Os estudos também mostraram o comprometimento de 6rgaos do sistema reprodutor
em animais machos, contudo, ndo foram encontrados estudos em humanos que comprovassem
a deterioracdo de parte do sistema reprodutor e seus efeitos na fungédo reprodutiva. Alguns
estudos reportaram que pacientes com ZIKV apresentaram quadro de prostatite (inflamacéo na
préstata), hematoespermia (sangue no esperma) e a presenca de leucocitos no sémen, indicando

processo inflamatério no TRM.

A persisténcia do RNA do ZIKV no sémen é mais longa (34 dias em média) do que no
trato genital feminino (12 dias em média), isso justifica a transmisséo sexual do virus ser mais
comum do homem para a mulher. Nao foram encontradas evidéncias de transmissdo sexual para
quaisquer outros flavivirus transmitidos por artropodes. Usando a infeccéo ex vivo de culturas

organotipicas, estudos demonstraram que o ZIKV se replica no tecido testicular humano e
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infecta uma ampla gama de células, incluindo células germinativas, identificadas no sémen de

doadores infectados pelo ZIKV.

Considera-se que mais pesquisas observacionais e prospectivas em seres humanos
devem ser realizadas para detectar os mecanismos de adaptacdo, replicacdo e persisténcia do
virus no TRM, o comprometimento de cada 6rgdo do sistema reprodutor masculino ap6s
infecgdo pelo ZIKV, como também estudos que visem mensurar a fertilidade de homens apds
detectada a doenga, comparando, por exemplo, os niveis de producao de esperma em pacientes

infectados com pacientes ndo infectados pelo virus.
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