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Resumo

A epididimite, inflamacdo do epididimo, € uma das doencas mais prevalentes do trato
urogenital masculino, sendo um fator relevante de infertilidade masculina. Bactérias, como E.
coli e S. aureus, que invadem o epididimo via ascensao uretral retrégrada, constituem os
principais agentes etiolégicos da epididimite. Estudos demonstraram que estimulos
inflamatérios e infecciosos produzem respostas diferentes entre as regides do epididimo
(segmento inicial/cabecga, corpo e cauda), indicando a existéncia de microambientes
inflamatérios e imunoldgicos distintos ao longo do érgao. O disparo da resposta epididimaria
contra infecgbes ocorre pela ativagado de PRRs (pattern recognition receptors), expressos ao
longo do 6rgao, através de PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Dentre os
PRRs, destacamos os receptores do tipo Toll, tal como o TLR4 e TLR2/TLR6, que reconhecem
o lipopolissacarideo (LPS) e o acido lipoteicoico (LTA), componentes da parede celular de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente. Com o intuito de avangar no
entendimento sobre o perfil da resposta regionalizada frente a inflamacéo aguda do epididimo,
testamos a hipdtese de que este 6rgdo modula a sinalizagdo celular associada ao TLR4 e
TLR2/TLR6, de acordo com a regiao do 6rgao e tipo estimulo inflamatério. Portanto,
investigamos a expressao e regulagao de genes chaves associados a via de sinalizagdo TLR4
e TLR2/TLR6 em modelos murinos (in vivo e ex vivo) de epididimite induzida por UPEC
(Escherichia coli uropatogénica), LPS e LTA, seguido de ensaios de ensaios moleculares (RT-
gPCR e Western blot) e de estresse oxidativo (Griess e TBARS). Nossos resultados mostram
que os genes associados a sinalizagdo TLR (TIr2, Tir4, TIr6, Cd14, Ticam1 e Traf6) foram
positivamente regulados na cauda do epididimo, mas ndo no segmento inicial, apdés a
epididimite induzida por UPEC. Além disso, a ativagao seletiva do TLR4, pelo LPS, e do
TLR2/TLRG, pelo LTA levou a modulacao diferencial da expressao dos transcritos Tir2, Tir4,
TIr6, Cd14, Myd88, Ticam1, Traf3 e Traf6é no segmento inicial e cauda do epididimo. A inibicao
farmacologica dos fatores de transcricdo AP1 e de NFKB preveniu diferencialmente as
alteragdes induzidas por LPS e LTA no segmento inicial e na cauda do epididimo,
respectivamente. Além disso, demonstramos o rapido padrao de resposta do epididimo com
0 inicio do aumento da producdo de citocinas apds a ativacdo dos fatores de transcricao.
Adicionalmente demonstramos o perfil basal de enzimas com atividade antioxidantes nas
regidbes do epididimo e apesar da regulagao positiva do transcrito Nos2 frente ao desafio
inflamatério com LPS os niveis de Nox e MDA néao foram alterados. Em conjunto, nossos
resultados sustentam a hipotese de que o epididimo produz um ambiente inflamatério
dindmico de acordo com a regido estimulada, além de fornecer evidéncias de que a regulagao
diferencial da via TLR para diferentes estimulos infecciosos e inflamatérios contribui para as
repercussoes da epididimite da regido proximal e distal do érgao. A marcante regulagao da
sinalizagdo TLR e seus alvos a jusante NFKB e AP1 durante a inflamacgao do epididimo, pode
abrir caminho para novos alvos farmacolégicos para terapias adjuvantes da epididimite, com
0 objetivo de preservar a fungao tecidual e a fertilidade masculina.
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Abstract

Acute bacterial infection of the epididymis, epididymitis, is a common cause of scrotal pain in
men of all ages. Epididymitis is a frequent immunological cause of male subfertility or infertility
in men. Ascending canalicular infections with urogenital pathogens, such as E. coli and S.
aureus, are the most common cause of epididymitis. Bacterial infections trigger immune
responses through multiple mechanisms, including virulence factors and PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns)-mediated PRRs (pattern recognition receptors) activation.
Among the PRRs, we highlight TLR4 and TLR2/TLR6. LPS (lipopolysaccharide) is a major
PAMP of gram-negative bacteria and is recognized by TLR4, while LTA (lipoteichoic acid) is
the major PAMPs of gram-positive bacteria recognized by TLR2/TLRG. In this study, we tested
the hypothesis that the epididymis modulates the TLR-associated signaling pathways
dependent manner of the epididymis-region and type inflammatory stimulus. For that, we
evaluated the expression and regulation of key genes associated with the TLR4 and
TLR2/TLR6 signaling in mice epididymitis models (in vivo and ex vivo), induced by UPEC,
LPS, and LTA, followed by molecular (RT-gPCR and Western blot), and oxidative stress
(Giress and TBARS) assays. Our results show that the UPEC infection up-regulated TLR-
associated signaling pathways genes (TIr2, Tir4, TIr6, Cd14, Ticam1, and Traf6) in the cauda
epididymidis but not in the initial segment. Furthermore, selective activation of TLR4 by LPS
and TLR2/LR6 by LTA led to differential modulation of the transcript levels that TIr2, Tlr4, TIr6,
Cd14, Myd88, Ticam1, Traf3, and Traf6 in the initial segment and cauda epididymidis.
Pharmacological inhibition of transcription factors AP1 and NFKB prevented LPS- and LTA-
induced changes in the initial segment and cauda epididymidis, respectively. In addition, we
show a fast response of the epididymis to the LPS challenge, increasing cytokine expression
profile following transcription factors activation. The epididymis presents basal expression
levels of enzymes with antioxidant activity and despite LPS-induced up-regulation Nos2
transcript, the levels of Nox and MDA were not changed. Our results support the hypothesis
that the epididymis produces a dynamic inflammatory environment depending on the region
stimulated, highlighting differential regulation of the TLR-associated pathway to infectious and
inflammatory stimuli contributes to the outcomes in the proximal and distal epididymis. Given
the tight regulation of TLR signaling and their downstream targets NFKB and AP1 during
epididymal inflammation, they emerge as potential targets for adjuvant epididymitis therapies
intending to preserve tissue function and male fertility.
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Lista de Siglas
ACT: actin (actina)
AP1: activator protein 1 (proteina ativadora 1)
AR: androgen receptor (receptor de androgénios)
CAT: catalase
CD14: cluster differentiation 14 (cluster de diferenciacao 14)
CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (regulador da condutancia
transmembrana na fibrose cistica)
CGN: cingulin (cingulina)
CLDNs: claudins (claudinas)
CTD: C-terminal domain (dominio C-terminal)
CTNNA: catenin alpha (catenina alfa)
CTNNB1: catenin beta 1 (catenina beta 1)
DAMPs: danger-associated molecular patterns (padrées moleculares associados a danos)
DCs: dendritic cells (células dendriticas)
DHT: dihydrotestosterone (di-hidrotestosterona)
ERK: signal-regulated kinase (quinases reguladas por sinais extracelulares)
FHCEN1: fertile human caput epididymal cell line 1
GPX: glutathione peroxidase (glutationa peroxidase)
GST: glutathione-S-transferases (glutationa-S-transferases)
IFN: interferon
IKK: /kB kinase (IkB quinase)
IKKi: /KK epsilon (IKK épsilon)
IL: interleukin (interleucina)
IL-R: /L-1 receptor (receptor de interleucina-1)
IRAK: interleukin 1 receptor associated kinase (quinase associada ao receptor de interleucina
1)

IRF3: interferon-regulatory factor 3 (fator regulador de interferon 3)
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JNK: c-Jun N-terminal kinase (c-Jun N-terminal quinase)

KDO: 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid (acido 3-dedxi-D-mano-oct-2-ulossonico)
LBP: LPS-binding protein (proteina de ligagcao ao LPS)

LPS: lipopolysaccharide (lipopolissacarideo)

LRRs: leucine-rich repeat (repeticdes ricas em leucina)

LTA: lipoteichoic acid (acido lipoteicdico)

MAL: myelin and lymphocyte protein (proteina de mielina e linfécitos)

MAPKSs: mitogen-activated protein kinases (proteinas quinases ativadas por mitdgeno)
MD2: myeloid differentiation factor 2 (fator de diferenciagdo mieldide 2)

MPs: mononuclear phagocytes (fagdcitos mononucleares)

MT: metallothioneins (metalotioneinas)

MYD88: myeloid differentiation primary response gene 88 (gene de resposta primaria a
diferenciacdo mieloide 88)

NFKB: nuclear factor kappa B (fator nuclear kappa B)

NHE3: Na'/H" exchanger type 3

NK: natural killer

NLRS: NOD-like receptors (receptores do tipo NOD)

NOS2: nitric oxide synthase 2 (6xido nitrico sintase 2)

NTD: N-terminal domain (dominio N-terminal)

PAMPs: pathogen-associated molecular patterns (padrdes moleculares associados a
patdgenos)

PCBs: polychlorinated biphenyls (bifenilas policloradas)

PDTC: ammonium pyrrolidine dithiocarbamate

PRDX: peroxiredoxin (peroxirredoxinas)

PRRs: pattern recognition receptors (receptores de reconhecimento de padrbes)
PTGS1: prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandina endoperdxido sintase 1)
RNS: reactive nitrogen species (espécies reativas de nitrogénio)

ROS: reactive oxygen species (espécies reativas de oxigénio)
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SOD1: superoxide dismutase 1 (superoxido dismutase 1)

TAMP: tight junction-associated MARVEL proteins (proteinas MARVEL associadas a jungdes
estreitas)

TANK: TRAF family-member-associated NFKB activator

TBK1: TANK binding kinase 1

TGFB: transforming growth factor beta (fator de crescimento transformador beta)

TICAM1: TIR domain containing adaptor molecule 1 (molécula adaptadora contendo dominio
TIR)

TIR: Toll-IL-1 receptor (receptor Toll-1L-1)

TIRAP: TIR domain containing adaptor protein (proteina adaptadora contendo o dominio TIR)
TLO: tertiary lymphoid organs (6rgaos linfoides terciarios)

TLRs: Toll-like receptors (receptores do tipo Toll)

TRAF: TNF-receptor associated factor (fator associado ao receptor de TNF)

TRAM: TRIF-related adaptor molecule (molécula adaptadora relacionada ao TRIF)

UPEC: uropathogenic Escherichia coli (Escherichia coli uropatogénica)

V-ATPase: vacuolar-type H +-ATPase

WFDC: Whey-acidic protein four disulfide core

Z0: zona occludens (zona ocludente)
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Capitulo 1

O epididimo

Essencial para o sistema reprodutor masculino de mamiferos, o epididimo é
responsavel pela maturagdo, transporte, concentragdo, armazenamento e protecao dos
espermatozoides até a ejaculacdo. Esse 6rgado complexo exibe uma morfologia unica, sendo
formado por uma estrutura tubular altamente enovelada e revestida por um epitélio
pseudoestratificado, apresentando de trés a quatro regides, conforme a espécie, interligadas
com propriedades anatdmicas e funcionais distintas (Hinton & Robaire, 2015; Lee et al., 2023;
Sullivan et al., 2019). Cada regiao do epididimo é subdividida em segmentos separados por
tecido conectivo, os quais exibem distintos perfis de expressao que determinam a secreg¢ao
de proteinas especificas do segmento no fluido luminal, estabelecendo compartimentos
fisiolégicos unicos que afetam diretamente a qualidade do espermatozoide (Belleannée et al.,
2012, 2011; Cornwall, 2009; Cornwall et al., 1990; Dubé et al., 2007; Jelinsky et al., 2007;
Johnston et al., 2005; Thimon et al., 2007).

Embriologicamente, o epididimo é derivado do ducto mesonéfrico, também conhecido
como ducto de Wolff, que por sua vez tem origem a partir da camada mesodérmica. Esta é
uma das camadas germinativas primarias, que se diferencia em trés segmentos distintos: o
mesoderme da placa paraxial, intermediaria e lateral (Lee et al., 2023). O sistema urogenital
€ derivado do mesoderma intermediario e, em embrides humanos no Estagio Carnegie 11, os
ductos mesonéfricos passam por transicdes mesenquimais-epiteliais e formam dois ductos
epiteliais canalizados; ja em camundongos, € o resultado de uma interagdo complexa entre o
mesoderma intermediario e paraxial (de Mello Santos & Hinton, 2019; Hinton & Robaire, 2015;
Jacob et al., 2012; Takahashi et al., 2018).

Em camundongos, a formagao de ducto mesonéfrico comega no dia embrionario ~8,5
e é completada ao atingir a cloaca no dia embrionario ~9,5 (Murashima et al., 2015b; Staack
etal., 2003). Posteriormente, no dia embrionario ~14,5 o ducto mesonéfrico esta relativamente
reto, comegando seu dobramento na regido anterior, entre os dias embrionarios ~15,5e ~16,5

(Figura 1A) (Murashima et al., 2015b; Ribeiro et al., 2017; Welsh et al., 2009). No dia
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embrionario ~17,5, o ducto progride seu enovelamento, dando origem a uma estrutura
tridimensional altamente complexa, seguida pela dobradura na regido posterior (cauda) no dia
embrionario ~18,5 (Figura 1 A) (Hirashima, 2014; Joseph et al., 2009). As alteragcbes
morfologicas observadas durante o desenvolvimento embrionario do ducto mesonéfrico
transformam um ducto reto em uma estrutura tridimensionalmente longa, enovelada e
regionalizada. Alteragbes que perturbem os eventos pelos quais o ducto mesonéfrico passa
durante a fase do desenvolvimento embrionario podem resultar em formato e comprimento
anormais do epididimo que mais tarde, na idade adulta, podem comprometer a maturacao
dos espermatozoides e, portanto, a fertilidade masculina (Kumar et al., 2016; Murashima et
al., 2015b; Ribeiro et al., 2017).

Ao nascer, o epididimo sofre enovelamento adicional consideravel nas regides
proximais (segmento inicial ao corpo), enquanto a cauda ainda nado completou o
enovelamento (Figura 1 B) (Hinton & Robaire, 2015; Hinton et al., 2011). No rato, entre os dias
1 & 15 pds-natais, o epididimo apresenta um periodo indiferenciado, seguindo por uma fase
de diferenciacao entre os dias 15 a 44 pdés-natais. Nesse periodo os espermatozoides sao
observados pela primeira vez na luz do ducto, culminando em um periodo de expansao do

dia 44 pos-natal até a idade adulta (Avellar & Hinton, 2019; Hinton & Robaire, 2015).

B

' 5;
E18.5 Jj 200 ym
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Figure 1. Desenvolvimento morfogenéticos do ducto mesonéfrico murino. (A) Processo de
desenvolvimento do ducto mesonéfrico, representado em amarelo, do E ~15,5 ao dia ~18,5. Barra de
escala: 200 uym. Figura tridimensional do quadrado pontilhado laranja em E ~17,5 indicando o processo
de enovelamento (ponta de seta). (B) Ducto mesonéfrico de camundongo hoxb7-GFP no P 1. (Imagens
reproduzidas com adaptagdes de Hinton & Robaire, 2015; Hinton et al., 2011; Hirashima, 2014). E, dia

embrionario; P, dia pds-natal.

Ainda durante a fase de embriogénese, os androgénios produzidos nos testiculos sao
um fator importante que regulam a estabilizagdo do ducto mesonéfrico no trato reprodutor
masculino (Murashima et al., 2015b, 2011; Patrao et al., 2009; Ribeiro et al., 2017; Robaire &
Hamzeh, 2011; Welsh et al., 2009). Apés a diferenciacdo sexual gonadal, os testiculos
comegam a produzir os androgénios aproximadamente no dia embrionario ~12,5 (DeFalco &
Capel, 2009; Shima et al., 2013). A testosterona, mas ndao o seu metabolito DHT
(dihydrotestosterone), desempenha papel dominante nestes processos via ativagdao do AR
(androgen receptor) (Hannema et al., 2006; Imperato-McGinley et al., 1992; Murashima et al.,
2015a, 2011; Ribeiro et al., 2017, 2017; Tsuji et al., 1991; Welsh et al., 2009). O AR, um
membro da superfamilia de receptores nucleares, tem sua expressdao detectada
principalmente no mesénquima que circunda o epitélio do ducto mesonéfrico no dia
embrionario ~13,5 em camundongos (Murashima et al., 2015b, 2015a, 2011).

Dos estagios posteriores do desenvolvimento pos-natal até a idade adulta, a
expressao de AR no epitélio do epididimo é maior do que nas células do estroma (Avellar &
Hinton, 2019; O’Hara et al., 2011; Zhou et al., 2002). No epididimo adulto, os niveis de
androgénios sdo mais elevados nas regides proximais do que nas distais, um dos principais
determinantes do padrao altamente regionalizado de expressao génica ao longo deste tecido
(Avellar & Hinton, 2019; Hinton & Robaire, 2015). Sabe-se que alteragdes na sinalizagéo
androgénios/AR tanto por mudangas nos niveis desses hormbnios quanto na
expressao/sinalizagcdo do AR podem afetar a estrutura, desenvolvimento e funcbdes do
epididimo, resultando em infertilidade ou subfertilidade (Avellar & Hinton, 2019). No epididimo

adulto, tanto a testosterona quanto a DHT s&o os estimuladores primarios de suas fungdes.
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Na auséncia de androgénios, como por exemplo, em modelos experimentais em roedores de
castracao cirurgica, o epididimo sofre uma onda de apoptose, perda da capacidade de
secrecao de proteinas e alteracbes significativas na sua expressao génica, que promovem
reducao do seu tamanho e peso e perda da fungdo (Avellar & Hinton, 2019; Carvelli et al.,

2021; Hinton & Robaire, 2015; Murashima et al., 2011).

Estrutura e fungao do epididimo

Apesar de ser formado por um ducto unico e altamente contorcido, o epididimo
apresenta alto nivel de complexidade organizacional e funcional (Battistone et al., 2020;
Browne et al., 2018; Domeniconi et al., 2016; Johnston et al., 2007, 2005; Leir et al., 2020;
Pleuger et al., 2022; Rinaldi et al., 2020). Classicamente em roedores (ratos e camundongos),
o epididimo esta organizado em 4 regides com fungdes chave distintas: o segmento inicial, a
cabecga, o corpo e a cauda do epididimo. Além disso, cada regido 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 A) (Breton et al., 2019; Hinton & Robaire, 2015; Jelinsky et al., 2007; Johnston et al.,
2005; Mendelsohn et al., 2020; Stammler et al., 2015; Turner, 2008; Turner et al., 2003).
Embora estudos apontem a presenca de 5 a10 segmentos no epididimo humano, os septos
sd0 em sua maioria incompletos e apresentam grande variabilidade, com apenas o septo
delimitando a regidao dos ductulos eferentes podendo ser observado consistentemente.
Portanto, o niumero exato de segmentos do epididimo humano ainda carece de estudos mais
aprofundados (Domeniconi et al., 2016; Sullivan et al., 2019).

O epitélio pseudoestratificado do epididimo inclui células principais, estreitas, claras e
basais (Figura 3). Células principais e basais estdo presentes em todo o epididimo, mas
células estreitas estdo localizadas exclusivamente no segmento inicial, enquanto células
claras estao presentes na cabega, corpo e cauda do epididimo (Figura 2 B) (Belleannée et al.,

2012; Cornwall, 2009; Hinton & Robaire, 2015). Além disso, células imunolégicas como
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macrofagos, células dendriticas, linfocitos B e T e células NK (natural killer) também estédo
presentes no epitélio epididimario, conforme abordado posteriormente.

Dependendo da regido examinada, as células principais compreendem
aproximadamente 65-80% da populacao total de células epiteliais do epididimo (Figura 3A).
A contribuicdo das células principais para o estabelecimento de um ambiente luminal no
epididimo é complexa e varia dependendo da sua localizagdo ao longo do érgao (Breton et
al., 2019; Hinton & Robaire, 2015; Rinaldi et al., 2020). Essas células s&o secretoras e
absortivas altamente competentes, responsaveis pela produgcdo de grande parte da
composigao proteica luminal do epididimo, bem como por desempenharem papéis adicionais
na modulagao do pH luminal e na sinalizacao lumicrina (Breton et al., 2019, 2016; Rinaldi et
al., 2020).

No segmento inicial, as células principais reabsorvem o bicarbonato através de
transportadores, tal como NHE3 (Na*/H* exchanger type 3), enquanto na cauda do epididimo
possuem a capacidade de secretar bicarbonato ou prétons, dependendo de sinais fisioldgicos
(Bagnis et al., 2001; Breton et al., 2016; Park et al., 2017; Shum et al., 2011). A secregéo de
bicarbonato pelas células principais € mediada indiretamente pelo canal de K* CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) e induz uma alcalinizagao do ambiente luminal
(Breton et al., 2016; Carlin et al., 2003; Park et al., 2017; Ruan et al., 2012; Sedlacek et al.,
2001; Yefimova et al.,, 2019). Porém, uma elevacao sustentada do pH luminal e da
concentracdo de bicarbonato pode ser considerada prejudicial aos espermatozoides, por

manté-los num estado pré-ativado durante o armazenamento (Breton et al., 2016).
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Figura 2. Morfologia do epididimo de camundongo. (A) Seccgéo longitudinal de um epididimo marcado
pela coloragdo de Azan (marcagao das fibras de colageno). As quatro regides classicas do epididimo
(SI, CB, CO e CD) podem ser subdivididas em segmentos separados por septos intersticiais de tecido
conjuntivo, apontando a presenga de 10 segmentos no epididimo de camundongos. Os segmentos 1 e
2 representam o Sl, o segmento de 3 a 5 representam a CB, os segmentos 6 e 7 representam o CO e
os segmentos de 8 a 10 representam a CD. Na parte distal do segmento 10, o ducto da CD transita
para o ducto deferente. Os septos que representam os limites dos segmentos sdo marcados pelas
pontas de seta laranja. O epitélio é exibido em detalhes para cada segmento. A altura da parte
citoplasmatica do epitélio € indicada por barras em forma de T. (B) A morfologia e distribuigao relativa
das células epiteliais (células principais, células basais, células claras, células apicais, células estreitas
e células imunes - células halo e células mononucleares), o didmetro do compartimento luminal e a
espessura da camada muscular lisa que circundam o epitélio variam ao longo do comprimento do
epididimo. (figuras adaptadas de Spadella et al., 2023; Thong et al., 2014). SI, segmento inicial; CB,
cabega; CO, corpo; CD, cauda; seg, segmento.
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Tanto as células claras quanto as células estreitas secretam prétons ativamente na luz
do ducto, por meio da bomba de prétons V-ATPase (vacuolartype H +-ATPase), esse
processo requer a hidrolise de ATP (Figura 3B,C). Para manter o suporte de ATP, as células
claras e estreitas possuem um numero grande de mitocondrias em comparagao as células
vizinhas (Breton et al., 2016; Breton & Brown, 2013). Além de expressar genes que codificam
subunidades da V-ATPase e proteinas que interagem com V-ATPase, as células claras
também expressam altos niveis de genes envolvidos na produgao de energia metabdlica e de
trafego de membrana (Figura 3C) (Breton & Brown, 2013; Shum et al., 2014). Adicionalmente,
as células claras possuem papel essencial na acidificacdo Iluminal, mantendo o

espermatozoide em estado quiescente (Battistone et al., 2019; Breton et al., 2019; Breton &

Brown, 2013; Rinaldi et al., 2020).

Figura 3. Marcacéo por imunofluorescéncia das células principais, estreitas, claras e basais do epitélio
epididimario. (A) Ampliagdo de uma célula principal (a seta indica a dupla marcagdo para NHE3 em
verde e V-ATPase em vermelho). A barra de escala representa 20 ym (imagem de Park et al., 2017).
(B) Ampliacao de uma célula estreita (a seta indica a marcacao para a subunidade B1 de V-ATPase em
verde) no segmento inicial do epididimo, o nucleo esta localizado na regido apical do epitélio, em
comparagdo com a célula principal adjacente. A barra de escala representa 5 ym (imagem de Breton
et al., 2019). (C) Ampliagdo de uma célula clara (a seta indica a dupla marcagdo para clatrina em
vermelho e V-ATPase em verde) na cauda do epididimo em pH 7,8. A barra de escala representa 2,5
pUm (imagem de Battistone et al., 2019). (D) Ampliacdo de uma célula basal (a seta indica a marcagéo
para claudina 1 em vermelho) formando uma juncao estreita com as células principais adjacentes. A
barra de escala representa 5 ym (imagem de Shum et al., 2008). Os nucleos estdo marcados em azul
(DAPI). NHE3, Na+/H+ exchanger type 3; V-ATPase, vacuolar-type H +-ATPase.
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Residentes em todas as regides do epididimo, as células basais séo identificadas por
seus nucleos redondos localizados na base do epitélio e abaixo das células epiteliais
adjacentes (Figura 3D) (Arrighi, 2014; Hinton & Robaire, 2015; Shum et al., 2014, 2008).
Originalmente, acreditava-se que essas células nunca entravam em contato com a luz do
ducto, porém as células basais exibem caracteristicas morfolégicas especificas de cada
regidao do epididimo, variando de uma célula em forma de cupula localizada abaixo das células
principais, até células que estendem processos corporais longos e estreitos, chamados de
axidépodes, que se projetam até a luz do ducto entre as células epiteliais adjacentes
principalmente na regido proximal da cauda do epididimo no rato e no segmento inicial do
epididimo no camundongo, indicando que sua formagao pode depender de estimulos locais
(Figura 3D) (Breton et al., 2019; Robaire & Viger, 1995; Shum et al., 2014, 2008).

Embora o papel das células basais no epididimo ainda ndo esteja claro, estudos
apontam a presencga de enzimas envolvidas no metabolismo dos radicais livres de oxigénio,
conhecida como SOD1 (superoxide dismutase 1), além de membros da familia de proteinas
GSTs (glutathione-S-transferases), bem como MT (metallothioneins) nas células basais do
epididimo (Cyr et al., 2001; Mandon et al., 2015; Nonogaki et al., 1992; Papp et al., 1995).
Acredita-se que as células basais desempenham papel importante na manutencdo da
integridade estrutural da barreira hemato-epididimaria (Pinel et al., 2019). De fato, as células
basais formam uma rede densa no lado basolateral do epitélio e sdo conectadas entre si por
meio de jungbdes comunicantes (Cyr, 2011; Kim et al., 2015). Adicionalmente, além do seu
papel na regulagdo da fungéo epitelial via crosstalk com outros tipos celulares, as células
basais também tem a capacidade de monitorar o ambiente luminal do epididimo (Liu et al.,
2024; Shum et al., 2009, 2008).

Conforme ocorre na luz de varios outros 6rgaos tubulares, as células epiteliais
estabelecem um ambiente luminal Unico, executando o transporte de ions, nutrientes, solutos
e agua. Este importante processo muitas vezes envolve crosstalk intimo e colaboragdo com

células vizinhas, tanto epiteliais quanto nao epiteliais (Breton et al., 2019; Breton & Brown,
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2013; Hinton & Robaire, 2015). No geral, o crosstalk entre células epiteliais no epididimo é
necessario para regular e manter o ambiente para a maturagdao e armazenamento dos
espermatozoides (Breton et al., 2016; Jeong et al., 2020). Estudos demonstram que células
do epididimo liberam ATP na luz do ducto, apresentando consideravel crosstalk envolvendo
ATP entre as células do epididimo e o espermatozoide em maturagao (Cyr et al., 2018; Ruan
et al., 2014). Portanto, essas observacdes destacam a necessidade do desenvolvimento de
estudos que busquem compreender como diferentes cenarios, tais como estimulos
inflamatérios, modificam os diferentes mecanismos de comunicagao célula-célula evolvidos

no estabelecimento do ambiente luminal do epididimo.

Integridade e defesa do epididimo

As células epiteliais estdo ligadas umas as outras através de jungdes estreitas, que
sao componentes da barreira hemato-epididimaria e contribuem para o estabelecimento e
manutencado do ambiente luminal Unico no qual os espermatozoides do epididimo transitam
(Breton et al., 2019; Gregory & Cyr, 2014; Kim & Breton, 2016; Mital et al., 2011). A formagéao
das juncdes estreitas envolve as interagdes de moléculas de adesao celular entre células
adjacentes, seguidas pela adicdo de proteinas juncionais que se agrupam em jungdes
estreitas e comunicantes (Citi, 1993; Cyr et al., 2007; Mége et al., 2006). Essas jun¢des sao
formadas por complexos multiproteicos, incluindo CLDNs (claudins), ocludinas e moléculas
de adesdo juncional, bem como proteinas zona ocludentes intracelulares que interagem com
o citoesqueleto de actina (Figura 4) (Cyr et al., 2018; Saitou et al., 2000).

As juncdes aderentes sdo formadas por caderinas, uma grande familia de moléculas
de adeséo celular dependentes de calcio, que medeiam interagdes homotipicas dependentes
de calcio entre células adjacentes (Figura 4) (Cyr et al., 2007; Takeichi, 2007). Adicionalmente,
a ocludina, identificada como a primeira proteina transmembranar presente em jungdes
estreitas, caracteriza-se por apresentar uma regidao C-terminal extracelular extensa e N-

terminal intracelular reduzida, além de possuir duas algas extracelulares (Figura 4). A
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interacdo entre as moléculas de ocludina de células adjacentes evidencia sua funcionalidade
como componente das juncdes estreitas (Cyr et al., 2018, 2007; Saitou et al., 2000, 1998).

A identificacdo de uma segunda familia de proteinas transmembrana das juncbes
estreitas, conhecidas como CLDNs, revela a complexidade dessas estruturas. Foram
identificadas 20 CLDNSs, cuja distribuicao nos tecidos é extensa e variada. No epididimo, as
CLDNs podem colocalizar com a ocludina; entretanto, na auséncia da ocludina, ainda séo
recrutadas para as jungdes estreitas, indicando um papel crucial na sua formacgéao (Cyr et al.,
2007; Saitou et al., 2000). Neste contexto, a perda de uma unica claudina, tal como CLDN1,
CLDN3, CLDN4 ou CLDN7, em cultura de células da cabeca do epididimo humano (FHCE1 -
fertile human caput epididymal cell line 1), foi suficiente para desestabilizar as juncbes
estreitas (Cyr et al., 2018; Dubé et al., 2010). Adicionalmente, uma linhagem celular
desenvolvida a partir de um paciente com azoospermia obstrutiva, na qual a expressao de
CLDNs foi drasticamente reduzida, as junc¢des estreitas ndo se formaram in vitro (Cyr et al.,
2018; Dube et al., 2010).

Além disso, a integridade da barreira hemato-epididimaria é reduzida com o
envelhecimento e é modulada pelos androgénios e pela via do TGFB (transforming growth
factor beta) (Gregory & Cyr, 2014; Stammler et al., 2013). Toxinas do ambiente, tais como as
PCBs (polychlorinated biphenyls), também tém a capacidade de alterar a funcéo das juncgdes
estreitas do epididimo, comprometendo a fertilidade masculina (Cai et al., 2013; Cyr et al.,
2018). Alteragdes na barreira hemato-epididimaria podem ser responsaveis pela formagao de
condigbes inflamatdrias, como granulomas espermaticos. A ocorréncia de granulomas esta
associada ao aumento da inflamagao, que demonstrou inibir a expressao de proteinas de
jungao estreita em muitos tecidos, como no epididimo, o que tornaria os espermatozoides em
maturagao vulneraveis ao ataque do sistema imunoldgico (Gregory & Cyr, 2014). Estudos
apontam que no processo inflamatoério o aumento de citocinas, como I1L4 e IL13 (interleukin 4
e 13, respectivamente) alteram a expressao de CLDNSs, ocludinas e caderinas, aumentando

a permeabilidade da barreira epitelial nasossinusal (Gregory & Cyr, 2014; Wise et al., 2014).
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Adicionalmente ao papel na manutengcdo da barreira hemato-epididimaria, as junc¢des
estreitas também controlam a proliferagcéo e diferenciagao celular durante o desenvolvimento
embrionario e a reparacgao tecidual (Breton et al., 2019; Lima et al., 2010; Sourisseau et al.,

2006).

CADERINA OCLUDINA CLAUDINA
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Figura 4. Representagdo esquematica das jungdes estreitas. Caderina, uma proteina transmembrana
de passagem uUnica, com a regido extracelular e regiao intracelular, onde proteinas, como CTNNBH1,
CTNNA e familia catenina p120 (P120 CTNN), desempenhando um papel na ligagdo de caderina ao
citoesqueleto, implicando na sinalizacao intracelular. A ocludina, um membro da familia TAMP, contém
duas algas extracelulares de tamanho semelhante. O terminal intracelular interage com as proteinas
Z01, Z0O2 e Z03, que liga a ocludina ao filamento de ACT do citoesqueleto. As claudinas também
possuem duas algas extracelulares, porém de tamanhos diferentes. A alga pequena contém moléculas
de cisteina (circulo azul) que estabilizam a proteina. A porgéo intracelular da proteina liga-se a proteina
Z0, bem como a CGN, que liga a proteina aos filamentos de ACT do citoesqueleto (figura de Cyr et
al., 2018). ACT, actin; CGN, cingulin; CTNNA, catenin alpha; CTNNB1, catenin beta 1; TAMP, tight

junction-associated MARVEL proteins; ZO, zona occludens.

Adicional a sua fungao de barreira, o epitélio epididimario representa a primeira linha
de defesa contra infecgdes. Em alguns epitélios, como o do epididimo, a resposta imunolégica

contra entidades nao patogénicas deve ser equilibrada com tolerancia imunolégica afim de
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evitar lesdes excessivas no 6rgao (Battistone et al., 2023; Glinther & Seyfert, 2018; Hedger,
2015; Voisin et al., 2019). Em particular, o epididimo deve garantir a prevencéo de respostas
autoimunes contra espermatozoides autoantigénicos, ao mesmo tempo que fornece protecao
contra patdogenos ascendentes e sanguineos (Schagdarsurengin et al., 2016; Fijak et al.,
2018; Pleuger et al., 2020). Interessantemente estudo anteriores em roedores revelaram
diferengas notaveis nas reagdes imunolédgicas das extremidades opostas do epididimo em
relacdo a infeccdo bacteriana ascendente e outros estimulos locais e sistémicos (Figura 5)
(Andrade et al., 2021; Klein et al., 2019, 2020; Michel et al., 2016; Silva et al., 2018; Wang et

al., 2019; Wijayarathna et al., 2020).

' Defesa imunolégica

Figure 5. Visdo geral esquematica das regides do epididimo de camundongo. Com base na estrutura
e fungdo o epididimo é classicamente dividido em 4 regides: SICBCO e CA. O epitélio do epididimo
consiste em diversos tipos de células (células principais, basais, halo, claras e estreitas), em que a
composigao do epitélio e diametro do limen mudam ao logo do comprimento do ducto. Para cumprir
as principais fungbes imunolégicas — tolerdncia imunoldgica nas regides proximais e defesa

imunoldgica nas regides distais — os fagécitos mononucleares estéo estrategicamente posicionados
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entre células epiteliais adjacentes, apresentando longas proje¢des no segmento inicial, que vao
diminuindo gradativamente em diregédo as regides distais (figura adaptada de Pleuger et al., 2020). SI,

segmento inicial; CB, cabecga; CO, corpo; CD, cauda do epididimo.

No contexto imunolégico, em relagdo as células epiteliais, varios mecanismos de
defesa foram descritos. E importante ressaltar que a barreira imunolégica é formada nao
apenas por celulas imunolégicas, mas também por células epiteliais que desenvolveram
sistemas de defesa. Neste contexto, estudos apontam uma rede diversificada de células
imunolégicas residentes no epididimo, incluindo macréfagos, células dendriticas , linfocitos B
e T e células NK, que estdo presentes no compartimento epitelial, intersticial e luminal do
epididimo, apresentando diferengas em sua distribuicao (Battistone et al., 2020; Da Silva et
al., 2011; Da Silva & Smith, 2015; Mendelsohn et al., 2020; Pierucci-Alves et al., 2018; Shum
et al., 2014; Smith et al., 2014; Voisin et al., 2018). Dentre estes, um subconjunto de fagocitos
mononucleares constituem a maioria das células imunolégicas residentes no epididimo
(Barrachina et al., 2022; Battistone et al., 2020; Da Silva et al., 2011; Mendelsohn et al., 2020;
Voisin et al., 2018), sendo responsaveis pela manutencdo homeostatica dos tecidos e
auxiliando a orquestrar a resposta imunoldgica inata apds infeccao ou lesdo no epididimo
(Barrachina et al., 2022; Battistone et al., 2020; Pleuger et al., 2020; Wang et al., 2021). Na
regido proximal (segmento inicial e cabega) do epididimo, os fagécitos mononucleares
apresentam projegdes alongadas entre as células do epitélio em dire¢cdo ao lumen, enquanto
na regido distal (corpo e cauda do epididimo) essas células ocupam a base do epitélio (Figura
6) (Barrachina et al., 2022; Da Silva et al., 2011; Mendelsohn et al., 2020; Smith et al., 2014;

Voisin et al., 2018).
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proximal RN distal . = . CD11c

Figure 6. Localizagdo dos fagécitos mononucleares na regido proximal e distal do epididimo.
Fotografias de microscopia confocal mostrando dos fagécitos mononucleares CD11c+ (verde) e células
MHCII+ (vermelho). Fagdcitos mononucleares duplo positivo sdo mostrados em amarelo (cabeca de
setas), enquanto os fagocitos mononucleares positivos apenas para CD11c sdo mostrados em verde
(setas). Os nucleos sdo mostrados em azul (DAPI). Barra de escala de baixa ampliagédo = 100 um;

barras de escala inseridas = 20 uym (figura de Battistone et al., 2023; Mendelsohn et al., 2020).

Os fagécitos mononucleares residentes nos tecidos regulam o equilibrio entre resposta
imunolégica efetora e a tolerancia imunoldgica. De fato, estudos em imunologia reprodutiva
se concentrando na elucidagdo dos papéis unicos dos fagécitos mononucleares na protecao
dos espermatozoides e na compreensao de como o epididimo enfrenta seus desafios
imunolégicos. Estudos recentes revelaram que as células imunolégicas que povoam o
epididimo proximal e distal apresentam caracteristicas funcionais e morfoldgicas distintas
(Barrachina et al., 2022; Battistone et al., 2020; Mendelsohn et al., 2020; Pleuger et al., 2022;
Voisin et al., 2018). Neste contexto, os fagdcitos mononucleares apresentam especializagao
imunofuncional, com conjuntos de genes relacionados a atividade fagocitica e ao
processamento e apresentagao de antigenos, variando dependendo de sua localizagdo no

epididimo (Battistone et al., 2020; Mendelsohn et al., 2020; Pleuger et al., 2022). Estudo
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recente, utilizando single-cell RNAseq, identificou subgrupos de fagocitos mononucleares no
epididimo murino, organizados em diferentes nichos de acordo com suas propriedades
homeostaticas, reparadoras e inflamatérias (Pleuger et al., 2022).

Adicionalmente as células imunolégicas, o sistema imunolégico inato fornece um
mecanismo de defesa imediato apds dano ou invasido de patdégenos. Acredita-se que esse
sistema esteja em constante estado de alerta para proteger os espermatozoides e o proprio
tecido contra estimulos infecciosos e inflamatérios (Fijak et al., 2018). De fato, o epididimo
possui um vasto arsenal imunoldgico, com expressdo abundante e constitutiva de diversos
elementos do sistema imunolégico inato, como PRRs (pattern recognition receptors),
citocinas, quimiocinas e proteinas antimicrobianas, incluindo membros da familia da (-
defensinas e dos inibidores de protease do tipo WFDC (Whey-acidic protein four disulfide
core) (Hedger, 2011; Silva et al., 2011; Ribeiro et al., 2015; Andrade et al., 2021).

A ativacdo de curto prazo do sistema imunoldgico inato é benéfica e fornece
mecanismos citoprotetores para reparo tecidual (EI-Zayat et al., 2019). No entanto, a ativagéo
sustentada ou excessiva do sistema imunoldgico € prejudicial e pode levar a alteragbes
irreversiveis na estrutura e fungdo dos érgdos (Voisin et al., 2019; Wang et al., 2016). E
reconhecido que desequilibrios entre eventos pro- e anti-inflamatérios no epididimo podem
prejudicar a sua fungdo e, consequentemente, a fertilidade. Investigar esse aspecto se torna
ainda mais relevante visto que aproximadamente 15% dos casos de infertilidade masculina
sdo de origem imunoldgica, associados a eventos autoimunes ou a quadros
inflamatérios/infecciosos do trato reprodutor masculino (Schuppe et al., 2017; Fijak et al.,
2018). Portanto, estudos que aprofundem o conhecimento sobre os mecanismos de disparo
das respostas inflamatérias no epididimo s&o importantes para elucidar as interagdes iniciais
do sistema imunoldgico inato com o objetivo de prevenir a sustentagdo da resposta danosa e

preservar a fertilidade masculina.

36



Capitulo 1

Imunidade inata do epididimo: os receptores do tipo Toll (TLRs)

Como apresentado anteriormente, uma importante caracteristica do epididimo é seu
numero excepcionalmente elevado de componentes do sistema imunoldgico inato associado
a detecgdo de patdégenos, expressos abundantemente ao longo do tecido, na auséncia de
lesdo ou infecgao tecidual (Andrade et al., 2021; Hedger, 2011; Ribeiro et al., 2012, 2016).
Assim como os NLRS (NOD-like receptors), os TLRs (Toll-like receptors) pertencem a familia
dos PRRs, ja apresentados anteriormente, sendo receptores evolutivamente conservados,
que desempenham um papel vital nas respostas imunoldgicas (Browne et al., 2018; Chapman
et al., 2007; Cheng et al., 2016; Palladino et al., 2008, 2007; Rodrigues et al., 2008; Zhao et
al., 2008; Zhu et al., 2015). Desempenhando um papel chave na imunidade inata, os TLRs
detectam o agente patogénico e iniciam uma cascata de sinalizagdo intracelular para a
eventual eliminagao do patdgeno e das células infectadas (Takeda & Akira, 2015; Takeuchi &
Akira, 2010). Para isto, os TLRs interagem com PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) derivados de virus, bactérias, fungos e protozoarios, além dos DAMPs (danger-
associated molecular patterns), liberados durante os danos teciduais, atuando como a
primeira barreira na defesa contra uma vasta gama de desafios (Sameer & Nissar, 2021;
Takeda & Akira, 2015; Zindel & Kubes, 2020).

Os TLRs foram inicialmente identificados e caracterizados como um receptor essencial
no embrido em desenvolvimento da Drosophila, sendo posteriormente descoberto seu
envolvimento em respostas antifungicas na mosca adulta (Anderson et al., 1985; Lemaitre et
al., 1996). O primeiro homologo de mamifero do receptor Toll da Drosophila foi identificado
em 1997 como hToll, agora denominado como TLR4 (Medzhitov et al., 1997; Takeda & Akira,
2015). Categorizados como uma proteina transmembrana integral do tipo I, os TLRs possuem
trés dominios, sendo o primeiro um dominio de ligacao ao ligante extracelular NTD (N-terminal
domain), um segundo dominio transmembrana atravessando a membrana e um terceiro
dominio intracelular CTD (C-terminal domain), dominio de homologia do receptor TIR (Toll-IL-

1 receptor) (Figura 7) (Bell et al., 2003; Brennan & Gilmore, 2018; Gay et al., 2014; Sameer &
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Nissar, 2021; Takeda & Akira, 2015, 2004). O dominio NTD apresenta uma estrutura solenoide
dobrada, semelhante a uma ferradura, com cerca de 19-25 motivos curtos de LRRs (leucine-
rich repeat), altamente conservadas, fornecendo a especificidade e capacidade de
reconhecimento aos TLRs (Bell et al., 2003; Chang, 2010; Watters et al., 2007). A
caracteristica desses LRRs €é o motivo da sequéncia de consenso -
L(X2)LXL(X2)NXL(X2)L(X7)L(X2) - em que X pode ser qualquer aminoacido (Behzadi et al.,
2021; Chang, 2010). A regido LRR nos TLRs é separada da regido transmembrana por um
chamado “LRR carboxy-terminal domain”, que é caracterizado pelo motivo de consenso

CXC(Xa23)C(X47)C (Medzhitov, 2001).

Ectodominio
(NTD)

TLR

transmembrana

________ ‘ Dominio

Dominio TIR
(CTD)

Figure 7. Representacdo comparativa entre a estrutura do receptor TLR e IL-R. Os TLRs sé&o
receptores transmembrana tipo 1 que contém um dominio extracelular NTD de LRRs, uma regido
transmembrana e um dominio CTD. O dominio citoplasmatico do TLR compartilha um alto grau de
homologia com o IL-R e é, portanto, denominado dominio TIR (figura de Sameer & Nissar, 2021). CTD,
C-terminal domain; IL-R, IL-1 receptor; LRRs, leucine-rich repeat; NTD, N-terminal domain; TIR, Toll-IL-

1 receptor; TLR, Toll-like receptor.

Os mamiferos abrangem no maximo 13 subtipos de TLR, incluindo humanos (TLR1-
10) e roedores - ratos e camundongos - (TLR1-13) (Behzadi & Behzadi, 2016; Fitzgerald &
Kagan, 2020; Kawai & Akira, 2010; Kumar et al., 2009; Takeda & Akira, 2015). Em roedores

a expressao diferencial de TLRs (TLR1 ao TLR11) foi observada em células imunolédgicas
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(macréfagos e células dendriticas) e ndo-imunoldgicas (células epiteliais, intersticiais e da
musculatura lisa) em diferentes tecidos do trato reprodutor masculino de roedores, incluindo
testiculo, epididimo e prostata (Tabela 1) (Bhushan et al., 2008; Hedger, 2011; Palladino et al.,

2007; Quintar et al., 2006; Rodrigues et al., 2008).

Tabela 1. Resumo da expressao dos TLRs no epididimo de camundongos

Receptor Ligante Resposta Epididimo
TLR1/TLR2 Triacil lipoproteinas Superficie ++
celular
Diacil lipoproteinas,
Zymosan, Superficie
TLR2/TLR6 Glicolipidios, P lar ++
Ancora GPI,
Fosfolipomanano
TLR3 dsRNA Endossomas +++
Lipopolissacarideos,
Mannan, Superficie
UERS GIicoingsitolfosfolipidios, celular o
Ancora GPI
TLR5 Flagelina Superficie +++
celular
TLR7 . SSRNA’ - Endossomas +
Derivados de imidazoquinolina
TLR8 SSRNA Endossomas +/-
Derivados de imidazoquinolina,
TLR9 DNA CpG, Endossomas ++
Hemozoina
TLR10 Desconhecido Superficie +
(humano) celular
Proteina profilina do Toxoplasma gondii, Superficie
TLR11 Escherichia coli uropatogénica, P st
: celular
Salmonella flagellin
TLR12 Proteina profilina do Toxoplasma gondii ND ND
TLR13 Bacterial23SribosomalRNA ND ND

Tabela adaptada de Hedger (2011) e Hutcheon et al., (2016). Os valores da tabela sdo subjetivos e

baseados em dados apresentados em: (Bhushan et al., 2008; Palladino et al., 2008, 2007; Riccioli et
al., 2006; Rodrigues et al., 2008; Zhao et al., 2008).
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Os TLR sao capazes de diferenciar moléculas microbianas de substancias
hospedeiras que compartiiham semelhanga estrutural substancial, o que é alcangado
parcialmente por suas localizagdes celulares definidas e oligomerizagdes dinamicas (Chang,
2010; Watters et al., 2007). A interacdo com ligantes, iniciado no dominio NTD, dispara um
processo de multimerizagdo (homo ou heterodimerizagdo com ou sem correceptores) do TLR
de membrana, recrutando adaptadores de sinalizacdo, como MYD88 (myeloid differentiation
primary response gene 88) e TICAM1 (TIR domain containing adaptor molecule 1), via
interacbes do dominio CTD (TIR-TIR) (Chang, 2010; Fitzgerald & Kagan, 2020; Takeda &
Akira, 2015). Dentre os TLRs, destacamos o TLR2, TLR4 e TLR6, devido aos seus papeis na
deteccao e disparo de respostas imunolégicas contra infecgdes por Bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas, além de terem sua expressdo descrita em células imunolégicas
(intersticiais) e ndo imunoldgicas (células epiteliais e da musculatura lisa) ao longo do
epididimo de ratos e camundongos (Cheng et al., 2016; Palladino et al., 2008; Rodrigues et
al., 2008; Zhao et al., 2008).

O reconhecimento do LPS (lipopolysaccharide) de bactérias Gram-negativas pelo
TLR4 requer um complexo multireceptor que consiste na interagao do LPS com o LBP (LPS-
binding protein) soluvel, que € uma proteina de transporte e que facilita a associagéo do LPS
ao CD14 (cluster differentiation 14) (Akashi-Takamura & Miyake, 2008; Eckert et al., 2013;
Qian & Cao, 2013; Schumann et al., 1990). Por sua vez, a proteina CD14 facilita a
transferéncia do LPS ao complexo TLR4/MD2 (myeloid differentiation factor 2) modulando o
reconhecimento do LPS (Akashi-Takamura & Miyake, 2008; da Silva Correia et al., 2001;
Gioannini & Weiss, 2007; Lu et al., 2008; Miyake, 2004). A cascata de transferéncia LPS-LBP-
CD14-MD2-TLR4 permite que a dimerizagao de TLR4 ocorra em concentragdes de picomolar
de LPS; além disso, milhares de moléculas de LPS podem ser extraidas de uma Unica bactéria
Gram-negativa (Figura 8A,B) (Fitzgerald & Kagan, 2020; Gioannini & Weiss, 2007; Nagai et

al., 2002; Park et al., 2009). Esse complexo ligante-receptor promove a ativagéo de vias de
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sinalizagdo mediadas por moléculas adaptadoras MYD88 (via candnica) e TICAM1 (via ndo-
candnica), culminando na ativacdo de MAPKs (mitogen-activated protein kinases), como p38,
ERK (signal-regulated kinase) e JNK (c-Jun N-terminal kinase) e dos fatores de transcricdo
como o NFKB (nuclear factor kappa B), AP1 (activator protein 1) e IRF3 (interferon-regulatory
factor 3), com consequente aumento da transcricdo de genes envolvidos na resposta
inflamatoria e imunoldgica (El-Zayat et al., 2019; Qian & Cao, 2013).

Encontrado na membrana externa da maioria das bactérias Gram-negativas, o LPS é
um PAMP bem caracterizado, com estrutura composta por trés regides. A primeira regiao &
composta pelo Lipideo A (endotoxina), que ancora o LPS na membrana externa da bactéria.
A segunda regido consiste em um nucleo central polissacarideo que se liga ao lipidio A pelo
KDO (3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid). Por fim, a terceira regido compreende o lipidio
A contém duas glicosaminas fosforiladas ligadas a 6 cadeias lipidicas, que consiste no
componente responsavel pela atividade antigénica da endotoxina, ou seja, é o padréo
molecular conservado responsavel pela indu¢ao da resposta ao LPS (Maeshima & Fernandez,
2013; Park et al., 2009; Raetz & Whitfield, 2002).

Por sua vez, o TLR2 esta envolvido no reconhecimento de uma ampla gama de PAMPs
derivados de bactérias, fungos, parasitas e virus (Akira et al., 2006). O TLR2 é capaz de
formar heterodimero com outros TLRs, como o TLR1 e TLR6 (Fitzgerald & Kagan, 2020; Gay
et al., 2014; Jin et al., 2007; Kang et al., 2009). O heterodimero TLR2/TLR6 interage com
lipoproteinas da parede de bactérias Gram-positivas, como o LTA (lipoteichoic acid),
resultando no recrutamento das proteinas acessérias CD14 ou CD36 e na ativagcédo da via
dependente de MYD88, mas nao de TICAM1 (Figura 8 C,D) (Kang et al., 2009; Qian & Cao,
2013).

O LTA é um glicolipideo de membrana de bactérias Gram-positivas que possui um
grupo glicerol diacilado ligado a uma estrutura polissacaridica. Os grupos principais da sua
estrutura podem variar; porém, a maioria dos patégenos Gram-positivos, incluindo

Estreptococos dos grupos A e B, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
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anthracis e Listeria monocytogenes, produzem LTA do mesmo tipo presente em S. aureus (Lu
et al., 2009). Uma unica cadeia de poli (glicerofosfato) ndo ramificada esta covalentemente
ligada a um glicolipidio, que também ocorre entre os lipidios de membrana livres. A cadeia
tem em média 25 residuos de glicerofosfato de comprimento (Fischer, 1994; Kang et al., 2009;

Lu et al., 2009).

Figure 8. Estrutura geral dos complexos TLR4-LPS e TLR2/6-LTA. (A) Diagrama de fita de LPS
(roxo) de ligagao TLR4 (verde), MD2 (azul). (B) Segao transversal através da superficie molecular do
complexo MD2-LPS. (C) Diagrama de fita de Pam2CSK4 (roxo), mimético ao LTA, de ligagdo ao
TLR2/TLR6. (D) Segéao transversal através da superficie molecular do complexo TLR2-LTA (laranja)
(figuras adaptadas de Botos et al., 2011; Kang et al., 2009; Park et al., 2009). LPS, lipopolysaccharide;

LTA, lipoteichoic acid; MD2, myeloid differentiation factor 2; TLR, Toll-like receptor.
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Transdugéo de sinal da via TLR: ativagdo da via candnica (MYD88) e da via ndo-candnica
(TICAM1)

MYD@88 foi descrito pela primeira vez em 1990 como um gene positivamente regulado
durante a diferenciacdo mieloide induzida por IL6, sendo posteriormente implicado na
sinalizacdo a jusante de IL1R e TLRs de mamiferos (Lord et al., 1990; Medzhitov et al., 1998;
Muzio et al., 1997; Wesche et al., 1997). Utilizado por quase todos os TLRs, exceto pelo TLR3,
MYD88 tem seu recrutamento para o dominio C-terminal do receptor TLR por duas
importantes moléculas adaptadoras conhecidas como MAL (myelin and lymphocyte protein) e
TIRAP (TIR domain containing adaptor protein). A MAL é utilizada por todos os tipos de
receptores TLR para recrutar MYD88. Por outro lado, TLR1, TLR2 e TLR6 requerem a
associacao com a TIRAP para facilitar o contato com MYD88, resultando em uma cascata ao
longo da via de sinalizagado, ativando a quinase IRAK4 (interleukin 1 receptor associated
kinase 4), facilitando a fosforilagdo de IRAK1 (interleukin 1 receptor associated kinases)
(Figura 9 A) (El-Zayat et al., 2019; Horng et al., 2002; Kumar et al., 2009; Qian & Cao, 2013).
Em seguida, IRAK1 ativado associa-se ao TRAF6 (TNF-receptor associated factor 6), levando
a ativagdo do complexo IKK (/kB kinase) e do JNK (Chang, 2010; Sameer & Nissar, 2021;
Takeda & Akira, 2015). Resultando no aumento da atividade de fatores de transcrigdo, como
NFKB e AP1 (Chang, 2010; Fujioka et al., 2004; Horng et al., 2002; Medzhitov et al., 1998;
Qian & Cao, 2013; Takeda & Akira, 2015; Zhang et al., 2000).

A via nao canénica TICAM1 é uma importante proteina adaptadora que medeia a
sinalizagdo independente de MYDS88. Estudos utilizando camundongos nocautes para
TICAM1 demostraram um importante papel na ativagdo do fator de transcrigdo IRF3, e na
ativacao tardia de NFKB e AP1 (Figura 9B) (Covert et al., 2005; Lu et al., 2008; Yamamoto et
al., 2003). TICAM1 recruta outro complexo de sinalizagdo composto por TRAF3/TBK1/IKKi
(TNF receptor associated factor 3/ITANK binding kinase 1/IKK epsilon) para fosforilar IRF3,

induzindo a expressao de IFN (interferon) tipo | (Kawai & Akira, 2010; Qian & Cao, 2013).
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Infeccdo com UPEC (uropathogenic Escherichia coli) em tecidos urogenitais, como
testiculo e bexiga, pode suprimir ativamente a sinalizacdo dependente de MYD88 em
diferentes niveis para prevenir a secre¢cdo de citocinas pro-inflamatérias pelas células
testiculares, sendo a defesa imunolégica inata mediada pela via ndo canénica (Bhushan et
al., 2008; Hunstad David A. et al., 2005). O epididimo de camundongos nocautes para MYD88,
7 dias apos infeccdo por UPEC, apresentou resisténcia a fibrose tecidual em relagdo aos
animais selvagens, destacando a importancia da via MYD88 para a resposta do hospedeiro a
UPEC (Michel et al., 2016; Shum et al., 2014). Estudos apontam que a UPEC possui
mecanismos para prevenir a regulagao positiva de Myd88 (Rodrigues et al., 2008). Esses
estudos apontam para uma regulacdo dindamica da via de sinalizagdo TLR, com caminhos
alternativos que necessitam de elucidag&o para o melhor entendimento da fisiopatologia da

epididimite.
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Figure 9. Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo TLR4 e TLR2/TLR6. Quando estimulado
por LPS, o homodimero TLR4/TLR4 ativa a via de sinalizagéo canénica, mediada por MYD88, que ativa
o TRAF6. Paralelamente, a ativagdo da via ndo candnica € mediada pelo TICAM1 levando a ativagao
do TRAF3. O LTA liga-se ao heterodimero TLR2/TLR6, causando a ativagao apenas da via candnica.
Este processo resulta na ativagéo dos fatores de transcricdo NFKB, AP1 e IRF3. (Adaptado de Andrade
et al., 2024; Fitzgerald & Kagan, 2020; Lu et al., 2008). AP1, activator protein 1; IKK, IkB kinase; IKKi,
IKK épsilon; IRF3, interferon-regulatory factor 3; JNK, c-Jun N-terminal kinase; MAL, myelin and
lymphocyte protein; MYD88, myeloid differentiation primary response gene 88; NFKB, nuclear factor
kappa B; TANK, TRAF family-member-associated NFKB activator; TBK1, TANK binding kinase 1,
TICAM1, TIR domain containing adaptor molecule 1; TIRAP, TIR domain containing adaptor protein;
TLR, Toll-like receptor;, TRAF3, TNF-receptor associated factor; TRAM, TRIF-related adaptor molecule.

A epididimite
E reconhecido que qualquer desequilibrio entre eventos pro- e anti-inflamatérios no
epididimo pode comprometer a sua funcido e, consequentemente, a fertilidade masculina.

Embora uma proporgao significativa dos casos de infertilidade masculina seja, de fato,
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atribuida a causas inflamatérias ou imunolégicas, os mecanismos celulares e moleculares
basicos envolvidos na resposta do epididimo em condi¢cdes de inflamacao ainda s&o pouco
conhecidos (Avellar & Hinton, 2019; Hedger, 2011). Nesse ponto, vale destacar que doengas
inflamatérias do epididimo sdo altamente prevalentes em homens de todas as idades e
importante fator etiolégico de infertilidade masculina (Michel et al., 2015; Nicholson et al.,
2010; Pilatz et al., 2015; Tracy et al., 2008).

A epididimite € uma condigdo comum, com dados epidemioldgicos relatando uma
incidéncia entre 250 a 650 por 100.000 homens/ano no Reino Unido e 600.000 casos/ano nos
EUA (Cek et al., 2017; Fijak et al., 2018; Nicholson et al., 2010; Nickel et al., 2005). Até o
momento, ndo existem dados epidemiologicos sobre a epididimite no Brasil. A maioria dos
dados da doencga é derivada da investigagdo de populagdes muito diferentes, onde a
epididimite aguda, cronica e recorrente nem sempre estao estritamente separadas (Cek et al.,
2017). Adicionalmente a inflamagéo pode propagar-se para o testiculo, resultando em uma
condicao conhecida como "epididimo-orquite", especialmente quando a terapia apropriada é
postergada (Fijak et al., 2018). Em pacientes com epididimite isolada, a palpagéo do escroto
é suficiente para o diagndstico. Adicionalmente, ultrassonografia é recomendada em casos
complicados, para investigagbes de acompanhamento, bem como para excluir torgao
testicular em homens jovens (Eickhoff et al., 1999; Fijak et al., 2018; Pilatz et al., 2013; Smith
et al., 2013).

Usando métodos modernos de biologia molecular, os patdégenos causadores da
epididimite podem ser evidenciados em 87% dos pacientes que nao receberam antibidticos e
em 51% dos pacientes pré-tratados (Figura 10) (Dittmar et al., 2023; Pilatz et al., 2015). Como
a ascensao retrograda via uretra de patdégenos, como E. coli, S. aureus e E. faecalis, ou
doengas sexualmente transmissiveis, como Chlamydia trachomatis, € a principal via de
infecgdo, a analise bacteriana na urina/uretra € de extrema importancia. As atuais diretrizes

internacionais recomendam o diagndstico de infecgbes sexualmente transmissiveis, bem
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como a cultura de urina para uropatégenos classicos (Fijak et al., 2018; Workowski et al.,
2021).

Com alta prevaléncia em pacientes em idade reprodutiva, a epididimite pode causar
profunda deterioracdo da qualidade dos parametros seminais (concentracdo, motilidade e
morfologia espermatica), juntamente com leucocitospermia pronunciada na fase aguda da
doenga (Fijak et al., 2018; Michel et al., 2015; Pilatz et al., 2015). De fato, cerca de 40% dos
pacientes diagnosticados com epididimite bacteriana apresentam alteracgdes persistentes de
parametros espermaticos, como oligospermia ou azoospermia, mesmo meses apos O
tratamento adequado da doenca com antibiéticos e anti-inflamatorios 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 remocao cirurgica do epididimo (Nickel et al., 2002).

Escherichia coli
Enterococcus spp.
Pseudomonas spp.
Haemophilus spp.
Klebsiella spp.
Staphylococcus aureus
Citrobacter spp.
Serratia marcescens
Lactobacillus spp.
Proteus spp.
Morganella spp.
Staphylococcus epidermidis
Aerococcus spp.
Proprionibacterium spp.
Haemophilus spp.
Bacteroides spp.
Eubacterium spp.
Chlamydia trachomatis
Mycoplasma spp.
Neisseria gonorrhoeae
No pathogen

N

S 000000 O0OC0OES

Figura 10. Espectro de patégenos em pacientes com epididimite aguda. A) Em pacientes sem pré-
tratamento antimicrobiano (n = 157) patégenos bacterianos podem ser identificados em 87% dos casos.
(B) Em pacientes com pré-tratamento antimicrobiano (n = 90) a detec¢ao de patégenos sé é possivel
em 51% dos casos (Fijak et al., 2018; Pleuger et al., 2020).
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A realizacao de biopsias de epididimite bacteriana aguda é contraindicada para evitar

o risco de disseminacao descontrolada dos patdgenos pela pung¢ao e danos irreversiveis ao

orgao. Portanto, amostras de epididimite humana, as quais podem ser empregadas para

investigar uma avaliacao detalhada de alteragcdes morfoldgicas e respostas inflamatodrias, sdo

escassas e a maioria ja em estado avangado da doencga (Fijak et al., 2018). Neste contexto,

modelos animais de epididimite bacteriana aguda sdo os que mais se aproximam da situagao

clinica, sendo extremamente valiosos para a avaliagdo das respostas inflamatérias aguda e

evolugao natural da epididimite. Patdégenos relevantes, vias de infec¢ao, evolugédo temporal,

danos observados e consequéncias para a fertilidade podem ser facilmente mimetizados in

vivo ou mesmo em modelos de cultura de epididimo (ex vivo) (Tabela 2) (Fijak et al., 2018;

Michel et al., 2015).

Tabela 2. Modelos murinos de indugao de epididimite

Rato

Rato

Rato

Rato

Rato

Camundongo

Agente indutor

E. coli

E. coli (0:6)/(E-19)/

(25922)/ (CFT073)

E. coli (MTCC 729)

LPS

LPS/LTA

E. coli (DH50a)

Local dainjecao

Cauda do epididimo
unilateral

Ducto deferente,
unilateral

Ducto deferente
bilateral

Cabeca do epididimo
unilateral

Ducto deferente
bilateral

Epididimo bilateral

Referéncia

(Lucchetta et al.,
1983)

(Bhushan et al.,
2011, 2008; Pilatz et
al., 2015; Tanaka
Kazushi et al., 1995;
Turner et al., 2011)

(Biswas et al., 2015)

(Cao et al., 2010)

(Silva et al., 2018)

(Fei et al. 2012)
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(Andrade et al.,
2024; Klein et al.,

Camundonao E. coli/E. coli Ducto deferente, 2019; Lang et al.,
9 (CFT073) bilateral 2014, 2013; Michel
et al., 2016; Pleuger
et al., 2022)
Intersticio segmento (Andrade et al.,
SR e S inicial bilateral 2024, 2021)
(Andrade et al.,
Ducto deferente 2024, 2021;
Camundongo LPS bilateral Barrachina et al.,
2022)
Cultura de célula (Mihlbauer et al.,
CENMUTEETEgE LES epitelial 2008)
. - (Lang et al., 2014;
Camundongo E.coli Cultura organotipica Michel et al., 2016)
(Andrade et al.,
Camundongo LPS Cultura organotipica AU [T S el

2014; Pleuger et al.,
2022)

Tabela adaptada de Michel et al. (2015)
E. coli: Escherichia coli; LPS: lipopolissacarideo; LTA: acido lipoteicoico

A injecdo intravasal retrégrada no ducto deferente em dire¢cao a cauda do epididimo é

considerada o modelo “padrao ouro” de epididimite, mimetizando o principal modo de infec¢ao
em homens (ou seja, a ascensao retrograda de patdégenos via uretra) e reproduz varias
caracteristicas observadas em cenarios clinicos (Fijak et al., 2018; Michel et al., 2015). As
lesdes teciduais induzidas pela epididimite bacteriana, tipicamente observadas no epididimo
de homens e em modelos experimentais em roedores e lagomorfos, incluem infiltrado
inflamatério intersticial, edema, destruicdo do epitélio e da musculatura lisa, fibrose intersticial
e obstrucao do ducto epididimario (Hackett et al., 1988; Michel et al., 2016; Silva et al., 2018;
Stammler et al., 2015, 2015; Tanaka Kazushi et al., 1995; Turner et al., 2011). Entretanto, a
literatura mostra uma diferenga na responsividade da regido proximal e distal do epididimo
apos a injecao intravasal retrégrada de UPEC (Klein et al., 2020, 2019; Michel et al., 2016;

Pleuger et al., 2022, 2020). Resposta diferenciais entre as regiées do epididimo também foram
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observadas em modelo de epididimo-orquite autoimune em camundongos, demonstrando
que a regiao proximal do epididimo mantém nao apenas a histologia relativamente integra,
bem como a expressao génica normal, ao contrario da regiao distal do epididimo, que
apresentou reagao inflamatoria e fibrética grave (Wijayarathna et al., 2020).

Uma possivel explicacdo para as diferengas das respostas imunolégicas regionais do
epididimo esta relacionada as exigéncias unicas do ambiente imunologico de cada segmento
(Pleuger et al., 2020). Neste contexto, o estudo contemporaneo da resposta regionalizada do
epididimo frente a desafios infecciosos/inflamatérios ganha destaque. De fato, a estimulagao
direta do segmento inicial via inje¢ao intersticial com LPS ultrapuro de E. coli, provoca uma
resposta dependente da dose associada a regulagcao positiva de citocinas e ao recrutamento
de células imunes (Andrade et al., 2021).

Padrées moleculares bacterianos purificados utilizados como indutores de epididimite
em modelos de roedores representam ferramentas Uteis para investigar a fisiopatologia da
doenca, uma vez que desencadeiam inflamagcdo através da ativacao seletiva de PRRs, tal
como os TLRs (Andrade et al., 2021; Cheng et al., 2016; Rodrigues et al., 2008; Silva et al.,
2018). A primeira demonstragdo de que a ativacdo do TLR4 pelo LPS foi suficiente para
provocar epididimite veio através de um modelo de endotoxemia sistémica induzida em rato
(Rodrigues et al., 2008). Recentemente, demonstramos que a ativacdo do homodimero
TLR4/TLR4 e do heterodimero TLR2/TLR6 pelo LPS de E. coli e LTA de E. faecalis,
respectivamente, na cauda do epididimo de ratos induziu aumento da expressao (RNAm e
proteina) de um conjunto distinto de mediadores inflamatdrios, sendo o LPS capaz de induzir
resposta inflamatéria mais robusta do que o LTA (Silva et al., 2018). Dentre os genes que
tiveram expressao aumentada em resposta ao LPS, destacamos aqueles controlados pelo
fator de transcricao NFKB, como citocinas pré-inflamatdrias, incluindo //1b (interleukin 1 beta)
e 1l6 (interleukin 6), e Nos2 (nitric oxide synthase 2), sugerindo o envolvimento do éxido nitrico
no processo inflamatoério agudo no epididimo (Silva et al., 2018). Curiosamente, o LTA nao foi

capaz de estimular a producao e secrecao de IL1B e IL6 no epididimo. No entanto, o LTA,
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mas ndo o LPS, induziu a expressdo do gene que codifica a enzima Ptgs1 (prostaglandin-
endoperoxide synthase 1, também conhecida como Cox17) (Silva et al., 2018). Esse perfil
diferencial de modulacédo de genes que codificam mediadores inflamatérios pelo LPS e LTA
teve reflexo nos pardmetros espermaticos epididimarios, visto que a contagem e tempo de
transito espermatico foram diferencialmente afetados pela resposta inflamatéria a esses
PAMPs (Silva et al.,, 2018). Além disso, o estimulo inflamatorio com LPS regulou
diferencialmente a expressao do locus Wfdc, importante familia com papéis putativos na
imunidade inata e fertilidade, no epididimo proximal e distal de camundongos (Andrade et al.,
2021). O estimulo inflamatorio com LPS também diminui a expressdo de membros da familia
das B-defensinas no epididimo de ratos, tal como a SPAG11E, uma membro da familia das
B-defensinas especificamente expresso na regido da cabecga do epididimo, desempenhando
papéis duplos na motilidade espermatica e na imunidade inata do epididimo sob condigdes
fisiolégicas (Cao et al., 2010). Em conjunto, esses dados indicam que o perfil de resposta
celular e de expresséo génica varia de acordo com o TLR ativado, tempo e regido, gerando
eventos iniciais da resposta inflamatéria do epididimo que podem impactar na funcédo do
orgao. Entretanto, a sinalizagao celular disparada apés a ativacao seletiva de diferentes TLRs,
em especial aqueles capazes de reconhecer produtos de origem bacteriana, no epididimo
ainda carece de elucidacao.

Dados do nosso grupo e da literatura apontam para a importancia da magnitude da
resposta inflamatéria no epididimo contra estimulos inflamatérios/infecciosos para a indugao
de danos teciduais associados a infertilidade. Portanto, investigar a resposta inflamatéria no
epididimo frente a ativagéo diferencial dos receptores TLR4/TLR4 e TLR2/TLR6 pelos seus
respectivos agonistas de origem bacteriana, faz-se importante para compreender como o
epididimo modula seu “arsenal de defesa” de acordo com o estimulo inflamatério e regiao,
buscando combater de forma efetiva a agressédo sofrida e ao mesmo tempo proteger suas

funcdes para assegurar a viabilidade de sua preciosa carga, o espermatozoide.
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