RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 04/03/2020.



\/
vy  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ¥ 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - Unesp

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Programa de Pés-Graduagcao em Farmacologia e Biotecnologia

Alexandre Dorth de Andrade

Regulacao da expressao de genes da familia Wfdc (Whey-acidic
protein four disufide core) por estimulo inflamatério no epididimo

de camundongos: potenciais fun¢goées imunoloégicas e reprodutivas

Botucatu-SP
2019



\/
Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nesp ¥ 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - Unesp

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Programa de Pés-Graduacao em Farmacologia e Biotecnologia

Alexandre Dorth de Andrade

Regulacao da expressao de genes da familia Wfdc (Whey-acidic
protein four disufide core) por estimulo inflamatério no epididimo

de camundongos: potenciais fungées imunolégicas e reprodutivas

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa
de Pds-graduagdo em  Farmacologia e
Biotecnologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Candidato: Alexandre Dorth de Andrade

Orientador: Prof. Dr. Erick José Ramo da Silva

Botucatu-SP
2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Andrade, Alexandre Dorth de.

Regulacdo da expressdo de genes da familia Wfdc
(Whey-acidic protein four disufide core) por estimulo
inflamatério no epididimo de camundongos : potenciais funcgdes
imunoldgicas e reprodutivas / Alexandre Dorth de Andrade. -
Botucatu, 2019

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Jtlio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Erick José Ramo da Silva

Capes: 21000000

1. Epididimo - Doencgas. 2. Epididimite. 3. Inflamacéo.
4. Camundongo como animal de laboratdério. 5. Expresséo
génica.

Palavras-chave: Epididimite; Epididimo; Farmacologia; LPS;
wfdc.




Auxilio Financeiro

CAPES - Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

FAPESP - Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(processos 2015/08227-0; 2017/20102-3)



AGRADECIMENTOS

Agradecgo a Deus por guiar meu caminho e por sempre me dar muito mais do que
imaginei.

Agradego a minha mae Diva Dorth de Andrade e meu pai Marcio Alexandre de
Andrade por apoiarem minhas escolhas e sempre estarem do meu lado me acalmando nos

momentos de angustia. Agradeco por fazerem o possivel e o impossivel por mim. Agradego

todos os dias a Deus pela honra de ser filho de vocés.

Agradecgo a todos meus familiares (avéds, tios e primos), em especial agradeco aos
meus avos maternos (Maria Aparecida de Carvalho Dorth e José de Sousa Dorth) e aos meus
avos paternos (Leonor Martos de Andrade e Francisco de Andrade — meu coragao déi todos

os dias pela saudade que sinto de vocés).

Agradeco a minha namorada Thaina Omia Bueno Pereira pela paciéncia, pela
preocupacao e cuidado, pelo apoio, pelo companheirismo e por estar ao meu lado nos

momentos de alegria e nos momentos de tristeza. Muito obrigado meu amor.

Agradecgo aos meus amigos de laboratério Noemia Aparecida Partelli Mariani, Alan
Andrew dos Santos Silva, Priscila Gasperini Camolesi de Almeida, Leonardo Rokita de Rosa,
Renan Minin de Mori, Juliana de Jesus Andrade, Tamiris Rocha Fanti Raimundo e André

Mueller que me ajudaram ao longo do mestrado e me proporcionaram excelentes momentos.

Agradec¢o ao meu orientador Prof. Dr. Erick José Ramo da Silva por acreditar em mim
até mesmo nos momentos em que nem eu mais acreditava, por entender minhas dificuldades
e sempre se propor em me ajudar a supera-las, pelos ensinamentos profissionais e pessoais.
Muito obrigado por mostrar que sempre podemos melhorar e que nunca estamos sozinhos. O

senhor é um profissional e uma pessoa fantastica.

Agradeco ao Prof. Dr. André Luis Filadelpho por todos os ensinamentos e apoio para
o inicio do projeto.
Agradeco a Profa. Dra. Maria Christina Werneck Avellar e sua aluna Geanne Arantes

Freitas pela colaboracao e aprendizado desenvolvido na UNIFESP.

Agradeco a Profa. Dra. Maria Angélica Spadella pela colaboragdo e aprendizado
desenvolvido na FAMEMA.

Agradego aos Prof. Dr. Luiz Gustavo de Almeida Chuffa por permitir o uso do

microscopio para analise dos experimentos de morfologia.

Agradego aos professores do Departamento de Farmacologia do Instituto de

Biociéncias da Unesp/Botucatu, Prof. Dr. André Sampaio Pupo, Prof. Dr. Carlos Alan Candido



Dias Junior, Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi, Profa. Dra. Marcia Gallacci e Profa. Dra. Valeria

Cristina Sandrim que contribuiram grandemente para a minha formacgao.

Agradeco aos funcionarios do Departamento de Farmacologia, Janete Camargo, Ana
Cristina Murcia de Souza, Paulo Cesar Mioni, Luis A. de Oliveira e em especial ao Prof. Dr.
Hélio Kushima pela amizade, pelos ensinamentos e pelo auxilio e apoio em todos os

momentos.

Agradeco a todo o suporte dado pelo Instituto de Biociéncias de Botucatu e pelo

Departamento de Farmacologia.

Agradecgo aos professores que fizeram parte da banca de qualificagdo e defesa de

mestrado por toda contribuicdo ao trabalho e discussodes cientificas.

Agradeco a Capes e a Fapesp (processos 2015/08227-0; 2017/20102-3) pelo apoio

da bolsa de estudo e auxilio financeiro para o desenvolvimento desse projeto.



“O temor do Senhor é o principio da sabedoria, e o conhecimento do Santo é
prudéncia. Porque por mim se multiplicam os teus dias, e anos de vida se te acrescentarao.

Se és sabio, para ti mesmo o és; se és escarnecedor, tu s6 o suportaras.”

Biblia Sagrada (Provérbios 9: 10-12)



RESUMO

O epididimo é responsavel por transformar os espermatozoides imaturos em células
funcionalmente competentes, capazes de adquirir motilidade progressiva e de reconhecer e
fertilizar o odcito. Além disso, o epididimo é primordial para proteger e armazenar o gameta
masculino antes da ejaculagdo. Alteracbes da fisiologia epididimaria podem afetar a sua
funcdo, causando infertilidade masculina. A inflamagdo do epididimo, conhecida como
epididimite, € uma das doengas mais prevalentes do trato urogenital masculino, sendo um
fator relevante de infertilidade masculina. Sua principal etiologia envolve a invasao de
bactérias, como Escherichia coli, via ascenséao retrégrada pela uretra. O epididimo expressa
constitutivamente diversos componentes do sistema imunoldgico inato, incluindo os
receptores do tipo Toll (TLRs), como o TLR4, que é ativado pelo lipopolissacarideo (LPS) de
bactérias Gram-negativas, além de proteinas com atividade antimicrobiana, como os
inibidores da protease do tipo WFDC (Whey-acidic protein four disufide core), indicando que
este 6rgao esta em constante estado de alerta para combater infecgdes bacterianas. Além da
acdo antimicrobiana e inibidora de protease, as proteinas WFDC apresentam acgado anti-
inflamatéria, imunomoduladora e sobre a fungao espermatica, sendo proteinas multifuncionais
no trato reprodutor masculino. Neste estudo, testamos a hipotese de que a expressio de
genes Wfdc no epididimo é modificada por estimulos inflamatdrios, como parte da resposta
tecidual a agressao e de mecanismos celulares de defesa. Para tal, caracterizamos dois
modelos de indugéo de epididimite em camundongos induzida pelo LPS ultrapuro de E. coli
via intersticio do segmento inicial e ducto deferente, provocando assim, eventos inflamatérios
nas regides proximal e distal do epididimo. Processamos o segmento inicial, para o primeiro
modelo de epididimite, e a cauda do epididimo, para o segundo modelo de epididimite, para
investigagao dos efeitos do LPS sobre a expresséo de citocinas, por ensaios de RT-qPCR e
multiplex, e para avaliacdo histopatoldgica. Nossos resultados mostram que o epididimo
responde rapidamente ao estimulo inflamatério, mas com padrao e intensidade diferentes
para cada regiao do 6rgao, sendo o segmento inicial mais sensivel ao LPS do que a cauda
do epididimo quanto ao aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias (IL1B, IL6, TNF
e IFNG). Para ainvestigacao do perfil de expressao dos genes Wfdc processamos o segmento
inicial e a cauda do epididimo para os ensaios de RT-PCR e gqPCR. Nossos resultados
mostram que a expressao dos genes Wfdc é alterada frente ao desafio infamatdrio nas
diferentes regides do epididimo, e que sua expressao apresenta perfis diferentes para cada
regidao estimulada. Observamos regulagao negativa dos niveis de Wfdc6a v2, Wfdc7, Wfdc8,
Wifdc11, Wfdc15b_v1-2 e Wfdc16 no segmento inicial 6 h apds a injecao intersticial de LPS, e
de Wfdc6a_v1, Wfdc6a v2, Wfdc6b, Wfdc11, Wfdc15b_v1_v2 e Wfdc16 na cauda do

epididimo 24 ou 72 h apods a injegéo intraductal de LPS. Por outro lado, observamos regulagéao



positiva da expressao dos transcritos Wfdc2, Wfdc3, Wfdc4, Wfdecb, Wfdc6b, Wfdc10, Widc12,
Wfdc15a e Wfdc15b_v1-2 no segmento inicial 24 e/ou 72 h apds a injecao intersticial de LPS,
enquanto apenas os niveis de Wfdc2 e Wifdc5 foram aumentados na cauda do epididimo apés
a injecao intraductal de LPS no mesmo periodo. O tratamento dos animais como inibidor do
fator de transcricao NFKB PDTC (100 mg/kg, i.p.) 1 h antes da indugao da epididimite pelo
LPS revelou que o aumento da expressdo de alguns transcritos Wfdc, incluindo Wfdc2,
Wifdc6b e Widc10 no segmento inicial e Wfdc5, na cauda do epididimo foram dependentes da
ativacdo deste fator de transcrigdo. Em conjunto, nossos resultados fornecem novas
informagbes sobre como o epididimo expressa os genes Wfdc frente ao desafio inflamatorio
e destacam os possiveis papeis da familia Wfdc no combate da inflamagao e manutencao da
homeostase do epididimo. Nossos resultados sugerem que proteinas WFDC podem ser

exploradas como alvos terapéuticos adjuvantes para o tratamento da epididimite.



ABSTRACT

The epididymis is responsible for transforming immature sperm into functionally competent
cells capable of acquiring progressive motility and recognizing and fertilizing the oocyte. In
addition, the epididymis is paramount for protecting and storing the male gamete before
ejaculation. Changes in epididymal physiology may affect sperm maturation, transport or
storage, causing male infertility. Epididymal inflammation, known as epididymitis, is one of the
most prevalent diseases of the male urogenital tract, being a relevant factor of male infertility.
Its main etiology involves the invasion of bacteria, such as E. coli, through retrograde
ascension through the urethra. The epididymis constitutively expresses several elements of
the innate immune system, including Toll-like receptors (TLRs), like the TLR4, which is
activated by the lipopolysaccharide (LPS) of Gram-negative bacteria, as well as proteins with
antimicrobial activity, like the WFDC (Whey-acidic difulfide core)-type protease inhibitors,
indicating that this organ is constantly alert to fight bacterial infections. In addition to
antimicrobial and protease inhibitory activities, WFDC proteins show anti-inflammatory,
immunomodulatory and reproductive functions, being multifunctional proteins in the male
reproductive tract. In this study, we tested the hypothesis that Wfdc gene expression in the
epididymis is modified by inflammatory stimuli as part of tissue defense mechanisms to
microbial aggression. For that, we characterized two mouse models of epididymitis induction
induced by ultrapure LPS from E. coli via interstitial of the initial segment and vas deferens,
causing inflammatory events in the proximal and distal regions of the epididymis. We
processed the initial segment, for the first epididymitis model, and cauda epididymis, for the
second epididymitis model, to investigate the effects of LPS on cytokine expression by RT-
gPCR and multiplex assays and for histopathological evaluation. Our results show that the
epididymis rapidly responds to inflammatory stimuli, but with different patterns and intensity for
each organ region, and the initial segment is more sensitive to LPS than the cauda epididymis
to increased expression of pro-inflammatory cytokines (IL1B, IL6, TNF e IFNG). In order to
investigate the expression profile of the Wfdc genes, we processed the initial segment and the
cauda epididymis for the RT-PCR and qPCR assays. Our results show that the expression of
Wfdc genes is modified by the inflammatory challenge in the epididymis in a region-specific
fashion. We observed a negative regulation of the levels of Wfdc6a v2, Wfdc7, Wfdc8,
Wifdc11, Wfdc15b_v1-2 and Wfdc16 transcripts in the initial segment 6 h after interstitial LPS
injection, and Wfdc6a_v1, Wfdc6a_v2, Wfdc6b, Wfdc11, Wfdc15b_v1_v2 and Wfdc16 in the
cauda epididymis 24 or 72 h after intravasal LPS injection. On the other hand, we observed a
positive regulation of Wfdc2, Wfdc3, Wfdc4, Wfdch, Wfdc6b, Wfdc10, Wfdc12, Wfdc15a and
Wfdc15b_v1-2 transcripts in the initial segment 24 and/or 72 h after interstitial LPS injection,
while only Wfdc2 and Wfdc5 transcripts were increased in the cauda epididymis after intravasal

LPS injection at the same time-point. Treatment with PDTC (100 mg/kg, i.p.), an inhibitor of



NFKB transcription factor, 1 h before inducing epididymitis revealed that up-regulation of some
Wfdc transcripts, including Wfdc2, Wfdc6b and Wfdc10 in the initial segment and Wfdc5 in the
cauda epididymis were dependent on the activation of this transcription factor. Altogether, our
results provide new information on how Wfdc gene expression is modulated in the epididymis
during acute inflammation and highlight the possible roles of the Wfdc family in combating
inflammation and restoring epididymis homeostasis. Our results suggest that WFDC proteins

may be exploited as adjuvant therapeutic targets for the treatment of epididymitis.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
DHT: diidrotestosterona
AR: receptor de androgénios
PRRs: pattern recognition receptors, do inglés
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TLRs: toll-like receptors, do inglés
PAMPs: pathogen-associated molecular patterns, do inglés
LPS: lipopolissacarideo
LTA: acido lipoteicoico
KDO: acido 3-deoxi-D-mano-oct-2-ulosdnico
LBP: proteina de ligagdo do LPS
CD14: cluster of differentiation 14, do inglés
MD2: myeloid differentiation protein 2, do inglés
MyD88: Myeloid differentiation protein 88, do inglés
NFKB: nuclear factor kappa B, do inglés
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INTRODUCAO
1. Epididimo

A espermatogénese € um processo continuo de divisao e diferenciagao celular que
leva a produgédo diaria de milhdes de espermatozoides. Em mamiferos, o espermatozoide
testicular recém-liberado na luz do tubulo seminifero, no entanto, é ainda funcionalmente
imaturo, imovel e incapaz de reconhecer e fertilizar o odcito. Essas caracteristicas essenciais
para a reproducao sao adquiridas no processo de maturagado espermatica, que ocorre durante
passagem dos espermatozoides pelo epididimo, 6érgdo acessorio do sistema genital
masculino formado por um ducto longo e altamente enovelado, que liga os ductulos eferentes
ao ducto deferente (Hinton & Robaire, 2015). Além de promover a maturagdo do gameta
masculino, o epididimo também ¢é essencial para o seu transporte, concentracao,
armazenamento e protecao previamente a ejaculacao (Turner, 2008; Cornwall, 2009).

Anatomicamente, o epididimo esta localizado no escroto, aplicado a margem posterior
do testiculo e conecta os ductulos eferentes ao ducto deferente. Na idade adulta, o ducto
epididimario, quando desenovelado, atinge aproximadamente 6 m no homem, 3 m no rato e
1 m no camundongo (Hinton & Robaire, 2015). O epididimo apresenta quatro compartimentos
principais: 1) luz tubular, que contém os espermatozoides banhados pelo fluido epididimario;
2) epitélio do tipo colunar pseudoestratificado, composto por diferentes tipos celulares cuja
abundéancia varia ao longo do 6érgao; 3) camada de musculo liso, que envolve o epitélio e atua
no transporte dos espermatozoides ao longo do 6rgdo e na sua emissdo, durante a
ejaculacao; e 4) intersticio, que contém fibras nervosas, vasos sanguineos e linfaticos, além
de fibroblastos e células imunolégicas (Figura 1) (Robaire & Viger, 1995; Hinton & Robaire,

2015).
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Luz tubular
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Figura 1: Representagdo esquematica de um corte transversal do ducto do epididimo. Os tipos
celulares do epitélio epididimario, bem como os compartimentos epitelial, luminal e muscular liso estao

ilustrados. Adaptado de Belleannée et al. (2012).

O epididimo pode ser dividido em diferentes regides a partir de critérios anatdmicos e
morfolégicos. Em roedores (ratos e camundongos), o epididimo é dividido, da regido proximal
para distal, em segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. Além disso, cada regiao do epididimo
pode ser subdividida em segmentos separados por septos intersticiais de tecido conjuntivo,
apontando a presenca de 10 e 19 segmentos no epididimo de camundongos e ratos,
respectivamente (Figura 2) (Jelinsky et al., 2007; Turner, 2008). A analise da expressao génica
por microarray revelou diferengas na expressdo de uma série de genes entre os diferentes
segmentos epididimarios, fazendo com que a expressao de muitos genes apresente padrao
diferencial de acordo com o segmento, ou ainda, seja restrita a alguns deles (Johnston et al.,
2005; Jelinsky et al., 2007; Sipila & Bjorkgren, 2016). Esse controle preciso e segmentado da
expressao génica no epididimo influencia a atividade secretéria e absortiva do epitélio,

gerando microambientes luminais distintos entre seus diferentes segmentos, os quais
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gradativamente interagem com os espermatozoides, promovendo sua maturagcdo e
culminando no seu armazenamento em estado quiescente nas porgdes distais desse érgao

(Belleannée et al., 2012; Sipila & Bjorkgren, 2016).

Cauda

1mm

Figura 2: Anatomia do epididimo de camundongo. (A) Representagao esquematica do epididimo de
camundongo, indicando as principais regides do epididimo (segmento inicial, cabega, corpo e cauda),
e os 10 segmentos epididimarios separados por septos de tecido conjuntivo. (B) Corte longitudinal do

epididimo corado com hematoxilina/eosina. Adaptado de Jelinsky et al. (2007) e Sullivan & Mieusset

(2016).

O epitélio epididimario é formado por diversos tipos celulares, a saber: células
principais e células basais, presentes em todas regides epididimarias, células apicais e células
estreitas, restritas ao segmento inicial e a zona intermediaria (regido de transi¢do entre o
segmento inicial e a cabeca do epididimo), células claras, presentes na cabecga, corpo e cauda
do epididimo, além de células de origem imunoldgica, como as células halo e células

dendriticas, cuja distribuicdo varia ao longo do 6rgao (Hinton & Robaire, 2015). A presenca
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de jungbes estreitas na porgao luminal de células principais adjacentes forma a barreira
hemato-epididimaria, que é fundamental para a manutencdo do microambiente luminal e
protecdo do espermatozoide em maturacao (Hinton & Palladino, 1995; Mital et al., 2011;
Avellar & Hinton, 2019). Essa distribui¢cao diferencial das células epiteliais entre as regides do
epididimo juntamente com o perfil segmentado de expressdo génica conferem grande
complexidade estrutural e funcional a este 6rgao (Cornwall, 2009; Da Silva et al., 2011; Hinton
& Robaire, 2015).

Vale destacar que os mecanismos moleculares, bioquimicos e celulares pelos quais o
epididimo exerce suas fungdes ainda permanecem pouco conhecidos. A importancia de se
investigar os processos epididimarios responsaveis pela geracao de espermatozoides
competentes é enfatizada pelo fato de que quase metade dos casos de infertilidade masculina
ainda n&o apresentam causas conhecidas, sendo que muitos podem estar associados a
alteragdes durante a passagem dos espermatozoides pelo epididimo (Turner, 2008; Cornwall,
2009).

Os gametas chegam ao epididimo impulsionados pelo fluido testicular, pelo
movimento ciliar dos ductulos eferentes, que gera uma turbuléncia fluidica, e pela atividade
contratil da musculatura lisa, servindo como forga motriz para impulsionar os espermatozoides
para frente (Yuan et al.,, 2019). Durante o processo de maturacdo, o transporte de
espermatozoides pelo epididimo depende, sobretudo, das contragdes da musculatura lisa ao
redor do ducto epididimario (Avellar et al., 2019). Na maior parte das regides do epididimo
essas contragdes sao ritmicas, com excec¢ao da cauda do epididimo, onde sao esporadicas
na auséncia de estimulos especificos, como aqueles oriundos do sistema nervoso autbnomo
(Elfgen et al., 2018). Vale ressaltar, ainda, que tanto a espessura da camada muscular lisa
que circunda as células epiteliais do epididimo quanto a densidade da inervagao autonémica

aumentam do epididimo proximal para o distal (Ricker, 1998).
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As fungdes do epididimo séo reguladas por uma complexa rede de fatores hormonais,
neuronais, testiculares e imunoldgicos. Os androgénios, sobretudo a testosterona e seu
metabdlito ativo diidrotestosterona (DHT), membros da familia dos hormonios esteroides, sdo
os principais promotores da diferenciagdo, morfologia e fungdo do epididimo (Patrao et al.,
2009; Hamzeh & Robaire, 2010). Eles promovem seus efeitos a partir da interagao com o
receptor de androgénios (AR), membro da superfamilia de receptores acoplados a fatores de
transcricdo, expresso pelas células epiteliais, intersticiais e da musculatura lisa ao longo do
epididimo (Patrao et al., 2009; O’'Hara et al., 2011; Sipila et al., 2011). Sabe-se que alteragdes
na sinalizagdo androgénios/AR tanto por mudangas nos niveis desses horménios quanto na
expressao/sinalizacdo do AR podem afetar a estrutura, desenvolvimento e fungdes do
epididimo, resultando em infertilidade ou subfertilidade (Avellar & Hinton, 2019).

O impacto da interagdo entre o epididimo e o sistema imunoldgico na fertilidade
masculina tem atraido diversas pesquisas nas ultimas décadas. O estabelecimento da
tolerancia imunoldgica acontece antes da geracdo do gameta maduro que, portanto, &
considerado corpo estranho pelo sistema imunoldgico do individuo. Dessa forma, os
espermatozoides sado células autoantigénicas, capazes de induzir resposta autoimune e
inflamatdria se expostos ao ambiente extraluminal testicular e epididimario (Hedger & Hales,
2006). Entretanto, na luz dos tubulos seminiferos e do ducto epididimario os gametas
masculinos sdo bem tolerados tanto durante a espermatogénese quanto na maturagao
epididimaria, o que indica a existéncia de mecanismos de tolerdncia imunoldgica no testiculo
e epididimo, protegendo o espermatozoide de ataques imunolégicos (Hedger, 2011). O
ambiente imunolégico no testiculo € relativamente bem estudado; do contrario, pouco se
conhece sobre os mecanismos pelos quais o epididimo protege o espermatozoide de um
ataque autoimunitario (para revisao ver Hedger, 2011; Schagdarsurengin et al., 2016).

Paradoxalmente ao ambiente de tolerdncia imunoldgica do 6rgao, o epididimo possui
um vasto arsenal imunolégico, composto por células imunitarias encontradas no epitélio,
intersticio, e algumas vezes na luz tubular, e pela expressdo abundante e constitutiva de

diversos elementos do sistema imunolégico inato, como receptores de reconhecimento de
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padrdes (PRRs), citocinas, quimiocinas e proteinas antimicrobianas, incluindo membros da
familia da B-defensinas e dos inibidores de protease do tipo WFDC (Whey-acidic protein four
disulfide core) (Clauss et al., 2002; O’rand et al., 2011; Ribeiro et al., 2016). Acredita-se que
esse sistema esteja em constante estado de alerta para proteger os espermatozoides e o
préprio tecido contra estimulos infecciosos e inflamatérios (Fijak et al., 2018).

E reconhecido que qualquer desequilibrio entre eventos pré- e anti-inflamatérios no
epididimo pode comprometer a sua fungao e, consequentemente, a fertilidade. Embora uma
proporg¢ao significativa dos casos de infertilidade masculina seja, de fato, atribuida a causas
inflamatdrias ou imunoldgicas (Hedger, 2011), os mecanismos celulares e moleculares
basicos envolvidos na resposta do epididimo em condigbes de inflamagao ainda sdo pouco
conhecidos (Avellar et al., 2019). Nesse ponto, vale destacar que doengas inflamatdrias do
epididimo sao altamente prevalentes em homens de todas as idades e importante fator

etioldgico de infertilidade masculina (Nicholson et al., 2010; Pilatz et al., 2015).

2. Epididimite

A inflamagdo € uma resposta bioldgica do tecido vascularizado contra estimulos
nocivos de naturezas diversas, a qual envolve a producdo e recrutamento de inumeros
mediadores humorais e celulares, que atuam de forma orquestrada visando combater o
estimulo e restaurar a homeostasia do sistema. Nesse contexto, a inflamacao do epididimo,
conhecida como epididimite, € um fator relevante para a perda de bem-estar e produtividade
em homens de todas as idades (Tracy et al.,, 2008; Pilatz et al., 2015). Estudos
epidemiologicos indicaram que a epididimite apresenta incidéncia anual de 250-650
casos/100000 homens no Reino Unido, sendo a condi¢ao inflamatéria mais frequente do trato
reprodutor masculino (Nickel et al., 2005; Nicholson et al., 2010). Trata-se do quinto
diagnéstico urolégico mais comum em homens com idades entre 18 e 50 anos, atingindo
aproximadamente 600.000 casos por ano nos EUA (Tracy et al., 2008).

Fatores de risco para epididimite na maioria dos homens incluem: histéria de infecgbes

do trato urinario ou infecgcbes sexualmente transmissiveis, anormalidades anatdmicas
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(obstrugao da saida da bexiga), além de cirurgias de prostata ou do trato urinario ou outros
traumas escrotais (Taylor, 2015; McConaghy & Panchal, 2016). Dentre esses, infec¢des por
bactérias, como Chlamydia trachomatis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus, compdem a etiologia mais comum de epididimite (Pilatz et al., 2015).
Acredita-se que a principal rota de invasdo bacteriana no epididimo seja pela ascenséo
retrograda via uretra/ducto deferente (Michel et al., 2015).

As lesdes teciduais induzidas pela epididimite bacteriana, tipicamente observadas na
cauda do epididimo de homens e em modelos experimentais em roedores e lagomorfos,
incluem infiltrado inflamatério intersticial, edema, destruicdo do epitélio, fibrose intersticial e
obstrugao do ducto epididimario (Hackett et al., 1988; Tanaka et al., 1995; Turner et al., 2011;
Stammler et al., 2015; Michel et al., 2016; Silva et al., 2018). Além disso, observa-se mudanga
no perfil de expressao génica ao longo do epididimo, incluindo aumento ou diminuicao da
expressao de genes relacionados a resposta inflamatéria (citocinas, quimiocinas,
cicloxigenases, NO sintases, etc.), variando de acordo com o tipo de estimulo inflamatdrio
(Turner et al., 2011; Lang et al., 2014; Michel et al., 2016; Silva et al., 2018).

As alteragdes morfologicas e funcionais no epididimo induzidas pela epididimite
podem causar quadros de infertilidade ou subfertilidade temporaria ou permanente (Michel et
al., 2015). De fato, cerca de 40% dos pacientes diagnosticados com epididimite bacteriana
apresentam alteragcbes persistentes de parametros espermaticos, como oligospermia ou
azospermia, mesmo meses apos o tratamento adequado da doenca com antibiéticos e anti-
inflamatérios e supressao dos sintomas (Eickhoff et al., 1999; Rusz et al., 2012). Além disso,
20% dos pacientes evoluem para quadros de epididimite recorrente ou crbnica, associada a
dor escrotal crénica, podendo exigir a remogao cirurgica do epididimo (Nickel et al., 2002).
Dessa forma, o melhor conhecimento da fisiopatologia da epididimite contribuira para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas visando a reversao dos seus efeitos

nocivos e a preservacgao da fertilidade e bem-estar do homem.



Capitulo 4
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CONCLUSAO

No presente trabalho, demonstramos que o desafio inflamatério intersticial e intravasal
com LPS induziu reacao inflamatdria aguda no segmento inicial e na cauda do epididimo,
caracterizada pela regulacao diferencial da expressdo de mediadores inflamatérios entre as
regides do epididimo. Descobrimos uma resposta diferencial da expressao dos genes Wfdc
nas diferentes regides epididimarias frente ao desafio inflamatério, sendo esta parcialmente
dependente da ativacao do NFKB. Essas alteragbes induzidas pelo LPS foram acompanhadas
por um efeito negativo sobre a motilidade e parametros cinematicos dos espermatozoides,
conforme a via de injecdo do LPS. Esses resultados sustentam nossa hipétese inicial e
sugerem que os membros da familia Wfdc podem exercer fungcdes no epididimo buscando
combater o estimulo nocivo e restaurar a homeostasia do 6rgéo.

Nossos dados também incitam novos estudos que busquem o melhor entendimento
do papeis das proteinas WFDC na fisiopatologia da epididimite bactéria, bem como a
correlacédo entre seus niveis de expressao e a manutencio dos parametros de motilidade e

de cinematica espermatica.
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