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RESUMO

Primordialmente, o epididimo funciona para proteger e realizar a maturagdo de
espermatozoides. A cauda do epididimo (CE), regido que armazena espermatozoides
maduros até a ejaculacao, recebe densa inervagao de fibras pds-ganglionares simpaticas que
liberam noradrenalina para contrair o musculo liso do epididimo via ativagdao de
adrenoceptores alfa-1A (a1a-ARs). As contragcées da musculatura lisa tém papel importante
no transporte dos espermatozoides ao longo do ducto epididimario, bem como na contragao
da CE distal durante a fase de emissdo seminal da ejaculagdo. Recentemente, foi
demonstrado que a epididimite, a condi¢ao inflamatéria do epididimo, induz aceleragao do
tempo de transito espermatico em ratos. Nesta tese, testamos a hipétese de que essa
aceleracao do transito espermatico induzida pela epididimite € resultado de alteragdes na
contratilidade do ducto epididimario. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar a
contragao da CE distal mediada por a1-ARs em um modelo experimental de epididimite aguda
induzida pelo lipopolissacarideo (LPS) de E. coli em ratos. Apés 6 e 24 h da injegao intraductal
de LPS (25 pg) para indugcao da epididimite (in vivo), estudos de contragao indicaram que a
poténcia da noradrenalina aumentou ~6 vezes na CE distal inflamada. As contragdes
induzidas pela noradrenalina foram competitivamente antagonizadas pelo prazosin, um
antagonista ndo-seletivo de a1-ARs, com afinidades semelhantes nos grupos tratados com
LPS e salina (pA2=8,90). No entanto, a poténcia do BMY 7378, um antagonista ap-seletivo,
foi ~50 vezes maior na CE distal tratada com LPS (pAzps = 8,70 vs pA2sa = 6,95), produzindo
inclinagdo de Schild menor do que a unidade tedrica. Além disso, a buspirona, um agonista
seletivo para a.1p-ARs, foi ~3 vezes mais potente no grupo tratado com LPS (pECsops = 4,93
vs pECso sai = 4,36) e as curvas concentracao resposta (CCRs) para este agonista foram
antagonizadas pelo BMY 7378, com uma poténcia estimada de ~8,70, consistente com a
participacao de aip-AR. Como suporte a esses achados, em segmentos da CE distal

incubados com LPS (300 ng/mL) por 4 h in vitro, o BMY 7378 também antagonizou as



contragdes induzidas pela noradrenalina, produzindo pA,=8,50. Além disso, a oximetazolina
(agonista parcial aa) foi ~6 vezes menos potente em segmentos expostos ao LPS em
comparagao controle (pECso Lps = 6,22 vs pECso sai = 7,00). Interessantemente, em tecidos
que foram pré-incubados com PDTC, um inibidor de NFKB, antes do desafio com LPS, o BMY
7378 em baixa concentracao foi ineficaz em deslocar CCRs para noradrenalina. Ensaios de
RT-gPCR indicaram que os niveis relativos de transcritos para oa-, ap- € oi1g-ARs ndo foram
alterados na CE distal com epididimite in vivo. Curvas de inibicdo da ligagdo especifica de
[*H]-Prazosin com ligantes seletivos foram realizadas. Apesar dos resultados comparaveis
para prazosin e BMY 7378, sitios de baixa afinidade para RS 100329 (antagonista oua-
seletivo) foram identificados, sugerindo um aumento na populagao de a1p-ARs na CE distal
inflamada. Em conclusao, a epididimite induzida por LPS alterou o subtipo funcional a.1-AR no
musculo liso da CE distal, resultando em uma populagao heterogénea de receptores (aa- €
a1p-ARSs) envolvidos na resposta contratil durante a inflamacgao aguda. A co-participagado dos
a1p-ARs esta correlacionada com a hipersensibilidade da noradrenalina na CE distal
inflamada, e parece ser dependente do NFKB. Essa alteracdo pode cooperar para um
aumento na contragdo do ducto, evitando, assim, a ascensdo de bactérias para regides
proximais do epididimo. Entretanto, isso pode contribuir para a aceleracdo do transito
espermatico no epididimo, um efeito deletério para a maturagao espermatica.

Palavras-chave: adrenoceptores alfa-1; epididimite; contragcao; musculo liso.



ABSTRACT

The epididymis works primarly to protect and mature the spermatozoon. The cauda epididymis
(CE), which stores mature spermatozoa until ejaculation, is densely innervated by sympathetic
postganglionic fibers that release noradrenaline to contract epididymal smooth muscle via
activation of alpha-1A adrenoceptors (a1a-ARs). The smooth muscle contractions have an
important role for the adequate transport of spermatozoa within the epididymal duct, as well
as for distal CE contraction during the seminal emission phase of ejaculation. It was recently
shown that epididymitis, the inflammatory condition of the epididymis, induces acceleration of
the sperm transit time in the rat epididymis. We hypothesize that this epididymitis-induced
sperm transit time acceleration is due to changes in the contractility of the epididymal duct.
Thus, the aim of this study was to investigate the a--ARs-mediated contraction of the distal CE
in an experimental model of acute epididymitis in rats induced by lipopolysaccharide (LPS)
from E. coli. Contraction studies indicated that the potency of noradrenaline increased ~6-fold
in the inflamed distal CE at 6 h post-intravasal LPS injection. Noradrenaline-induced
contractions were competitively antagonized by prazosin, a non-selective a1-ARs antagonist,
with similar affinities in both LPS- and saline-treated groups (pA>=8.9). However, the potency
of BMY 7378, a selective aip-ARs antagonist, was ~50-fold higher in the distal CE treated with
LPS (pA2ps = 8.70 vs pAz sa= 6.95), yielding a Schild slope less than unity. Furthermore
buspirone, a selective a1p-ARs agonist, was ~3-fold more potent in the LPS-treated group
(PECs0 Lps = 4.93 vs pECso sai = 4.36) and the concentration-response curves (CRCs) for this
agonist was antagonized by BMY 7378, with estimated potency of ~8.70, consistent with a.p-
AR participation. Supporting these findings, in segments of distal CE incubated with LPS (300
ng/ml) for 4 h in vitro, BMY 7378 potentially antagonized the noradrenaline-induced
contractions, yielding a pA2=8.50. Moreover, oxymetazoline (a1a partial agonist) was ~6-fold
less potent in segments exposed to LPS in comparison to its control (pECso Lps = 6.22 vs pECsg

sa = 7.00). Interestingly, in tissues that were pre-incubated with PDTC, an inhibitor of NFKB,



prior to challenge with LPS, low concentration of BMY 7378 was ineffective in displace the
CRCs for noradrenaline. RT-gPCR assays indicated that the relative levels of transcripts for
a1a-, 01p- and ag-ARs were not changed in the distal CE with in vivo epididymitis. Inhibition
curves of the specific binding of [*H]-Prazosin to selective ligands were performed. Despite the
comparable results for prazosin and BMY 7378, low affinity sites for RS 100329 (a selective
a1a ligand) were identified, suggesting an increase of the aip-ARs population in inflamed distal
CE. In conclusion, LPS-induced epididymitis changed the functional o4-AR subtype in the
smooth muscle of the distal CE, resulting in a heterogeneous population of receptors (a1a- and
a1p-ARSs) involved in the contractile response during acute inflammation. The co-participation
of a1p-ARs is correlated with noradrenaline super-sensitivity in inflamed distal CE, and seems
to depend on the NFKB signaling pathway. This change may concur to increase the ductal
constriction, thereby avoiding the ascent of bacteria to proximal regions of the epididymis.
However, it may contribute to the acceleration of sperm transit in the epididymis, an event
associated with poor sperm maturation outcomes.

Keywords: alpha-1 adrenoceptors; epididymitis; contraction; smooth muscle.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

[*H]-Prazosin: ligante prazosin radioativamente marcado com tricio

BMY 7378: 8-(2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyllethyl)-8-azaspiro[4.5]decane-
7,9-dione

CCR: curva concentragao-resposta

CE: cauda do epididimo

CE distal: regiao distal da cauda do epididimo

CR: concentration ratio

Emax: resposta maxima

ERK: kinase regulada por sinal extracelular (extracellular signal-regulated kinase)
GRK: quinase de receptores acoplados a proteina G

HEK cells: células de rim embrionario humano

IL-1B: interleucina 1 beta, uma interleucina pré-inflamatéria

IP3: inositol trisfosfato

IBB: Instituto de Biociéncias de Botucatu

MAPK: proteina kinase ativada por mitégenos (mitogen-activated protein kinase)
NFKB: nuclear factor-kappaB

PDTC: pirrolidina ditiocarbamato

RS 100329: 5-Methyl-3-[3-[3-[4-[2-(2, 2, 2,-trifluroethoxy)phenyl]-1-piperazinyl]
propyl]-2,4-(1H,3H)-pyrimidinedione hydrochloride

TLRs: Receptores do tipo Toll (Toll-like receptors)
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1. INTRODUGAO

1.1 O epididimo

No testiculo, tubulos seminiferos convergem para formar a rete testis, que, por sua
vez, direciona-se aos ductulos eferentes, que recebem os espermatozoides recém-saidos do
testiculo. Dos ductulos eferentes, os espermatozoides sao transportados para o epididimo.
Este é um 6rgao acessorio do sistema reprodutor masculino formado por um ducto longo e
altamente enovelado que liga os ductulos eferentes ao ducto deferente. Com base em
caracteristicas anatdmicas e morfolégicas, o epididimo pode ser dividido em diferentes
regides, conforme a espécie analisada. Em roedores, por exemplo, o epididimo é
classicamente dividido nas regides de segmento inicial, cabeca, corpo e cauda (Figura 1A)
(Robaire et al., 2006).

O epididimo apresenta quatro compartimentos principais: 1) luz tubular, que contém o
fluido luminal e os espermatozoides; 2) epitélio pseudoestratificado composto por diferentes
tipos celulares cuja abundancia varia ao longo do 6rgao; 3) musculo liso, que envolve o epitélio
em toda a extensdo do 6rgéao; e 4) intersticio, que contém vasos sanguineos e linfaticos, além
de diferentes tipos de células de origem imunolégica ou ndo (Robaire et al., 2015). O epitélio
epididimario é formado por diversos tipos celulares, denominadas células principais, células
basais, células apicais, células estreitas, células claras, além de células de origem
imunoldégica, como as células halo e células dendriticas, cuja distribui¢cdo varia ao longo do
orgéao, conferindo ao epididimo grande complexidade estrutural e funcional (Cornwall, 2009;
Da Silva et al., 2011). Contribuindo ainda mais para tal complexidade, cada regidao 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 (Turner et al 2007, Turner, 2008). A analise da expressao génica por
microarray revelou diferengas na expressdao de uma série de genes entre os diferentes

segmentos epididimarios (Jelinsky et al., 2007). Essa observagao sustenta a hipétese de que
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a compartimentalizacdo da expressdo génica entre os segmentos epididimarios promove
variagdes na atividade secretdria e absortiva do epitélio, gerando microambientes luminais
unicos que gradativamente interagem com os espermatozoides, promovendo sua maturagcao
e culminando no seu armazenamento, em estado quiescente, nas porgdes distais desse 6rgao
(Belleannée et al., 2012).

Na idade adulta, o ducto epididimario quando desenovelado atinge aproximadamente
6 m no homem, 3 m no rato e 1 m no camundongo (Robaire et al., 2006). Ao deixar o testiculo,
o espermatozoide funcionalmente imaturo é transportado ao longo do ducto epididimario (10-
14 dias) em um ambiente especializado para tornar-se maduro e adquirir motilidade e
habilidade fértil (Hinton et al., 1995; Turner, 1995; Ricker, 1998; Avellar et al., 2018). Além de
promover a maturagdo do gameta masculino, o epididimo também é essencial para o seu
transporte, concentracdo, armazenamento e protecdo previamente a ejaculacido. Vale
destacar, neste ponto, que os mecanismos moleculares, bioquimicos e celulares pelos quais
o epididimo exerce suas funcdes ainda permanecem pouco conhecidos. A importancia de se
investigar os processos epididimarios responsaveis pela geracdo de espermatozoides
competentes é enfatizada pelo fato de que quase metade dos casos de infertilidade masculina
ainda ndo apresentam causas conhecidas, sendo que muitos podem estar associados a
alteragdes durante a passagem dos espermatozoides pelo epididimo (Turner, 2008; Cornwall,
2009).

Durante esse processo de maturagéo, o transporte de espermatozoides pelo epididimo
depende de contragbes da musculatura lisa ao redor do ducto epididimario (Avellar et al.,
2018), que na maior parte das regides do epididimo, séo ritmicas. Ja na cauda do epididimo
(CE), regiao onde os espermatozoides maduros sao estocados até o momento da ejaculagao
(Robaire et al., 2006), as contragdes sdo esporadicas na auséncia de estimulos, como
aqueles provenientes do sistema nervoso autdnomo (Elfgen et al., 2018). Tanto a espessura
da camada muscular lisa que circunda as células epiteliais do epididimo quanto a densidade
da inervagao autondmica aumentam do epididimo proximal (segmento inicial/cabega) para o

distal (cauda) (Ricker, 1998) (Figura 1B), enfatizando a maior importancia da contracao da
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musculatura lisa epididimaria para o transporte do espermatozoide nas regides mais distais
do 6rgao. Assim, a delicada, precisa e coordenada regulacdo da funcdo do musculo liso

representa um pré-requisito para a maturagao do espermatozoide e, consequentemente, para

a fertilidade masculina (Ricker et al., 1997).
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Figura 1 — Representagido esquematica das estruturas do epididimo. (A) Testiculo, ductulos eferentes,
epididimo e suas principais regides (segmento inicial, cabeca, corpo e cauda proximal e distal).
Adaptado de: (Robaire et al., 2006). (B) ilustragdo do ducto epididimario humano (vermelho) com suas
estruturas vizinhas e a espessura crescente da camada de musculo liso ao longo do ducto (Elfgen et

al., 2018).

Estudos anatémicos determinaram que o epididimo, em especial, suas regides distais,
recebe inervagao pos-ganglionar autondmica oriunda de diferentes glanglios e plexos (Ricker,
1998). Fibras do nervo hipogastrico (NH) emergem da integragéo entre o ganglio mesentérico
inferior (GMI), ganglio pélvico principal (GPP) e ganglio pélvico acessorio (GPA), fornecendo
a inervagao simpatica para as regides distais do epididimo (Figura 2). Do plexo hipogastrico

origina-se uma densa rede de axdnios simpaticos que inervam células musculares (Anton et
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al., 1977; Kolbeck et al., 1993; Ricker, 1998) e controlam a contragdo via liberacdo do
neurotransmissor noradrenalina e do co-transmissor ATP (Ventura et al., 1991). Além das
fibras autondmicas pds-ganglionares simpaticas, o epididimo também ¢é inervado por fibras
parassimpaticas, de natureza colinérgica, e por fibras n&do-colinérgicas e nao-adrenérgicas

(Lamano Carvalho et al., 1986; Kempinas et al., 1998b; Ricker, 1998; Silva et al., 2002).

Epididimo
Sl
Cabeca

Corpo

Figura 2 — Esquema de inervagdo da cauda do epididimo (CE) e ducto deferente (DD). Fibras pré-
ganglionares simpaticas emergem das regides lombares da medula espinhal conectando-se com o
ganglio mesentérico inferior (GMI ou IMG), de onde emerge o nervo hipogastrico (NH) que fornece a
inervacao simpatica predominante na CE. Inervacdo adicional é derivada do ganglio pélvico principal
(GPP ou MPG), de onde emanam fibras para inervar regides proximais do DD antes de continuar para
o epididimo distal. Fibras do ganglio pélvico acessoério (GPA ou PAG) localizadas préximas a base do
ducto deferente (DD), e cursa o DD antes de terminar na cauda do epididimo (Ricker, 1998). Nervos
hipogastricos também se estendem para se conectar com o GPP e, deste, emergem nervos que se
estendem para se conectar ao GPA. (Kolbeck e Steers, 1993; Ricker, 1998). Linhas pontilhadas (---)
representam fibras inervando o epididimo.

A regulagao das fungdes do epididimo ocorre gragas a uma complexa rede de fatores
hormonais, neuronais, lumicrinos e imunolégicos (Robaire et al., 2006). Dentre estes, os
androgénicos, testosterona e seu metabdlito ativo diidrotestosterona (DHT), sdo os mais
relevantes fatores para o desenvolvimento do epididimo e a manutengao de suas fungdes no

individuo adulto para revisédo ver (Patrao et al., 2009). Estudos em ratos demonstraram que
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as concentragdes teciduais de androgénios variam ao longo do epididimo (Turner et al., 1985).
No epididimo de humanos e roedores, receptores de androgénios (AR) sdo encontrados
principalmente nas regides nuclear e perinuclear de células epiteliais, intersticiais e da
musculatura lisa que envolve o epitélio epididimario e vasos sanguineos (para revisdo ver
Patrdo et al. (2009)). A redugao dos niveis plasmaticos e teciduais de androgénios, como
aquela observada na castragéo cirurgica, promove alteragdes na estrutura e no padrao de
expressao génica no epididimo (Robaire et al., 2007). Por exemplo, a expressao de genes
que codificam GPCRs, como o adrenoceptor-aia (a1a-AR) e receptores colinérgicos
muscarinicos, que estdo envolvidos na regulagdo autondmica da funcdo do epididimo é
regulada por androgénios neste 6rgao (Queirdz et al., 2002; Mardstica et al., 2005).

O impacto da interacdo entre o epididimo e os sistemas imunolégicos inato e
adaptativo na fertilidade masculina € um ponto que merece destaque. O estabelecimento da
tolerancia imunoldgica acontece antes da geragdo do gameta maduro que, portanto, é
considerado corpo estranho pelo sistema imunoldgico do individuo. Dessa forma, os
espermatozoides séo células auto-antigénicas, sendo capazes de induzir resposta autoimune
e inflamatéria (Hedger et al., 2006). Apesar desse status imunoldgico, os espermatozoides
sao tolerados durante sua jornada pelo epididimo, o que sugere a existéncia de mecanismos
de tolerancia imunolégica, responsaveis por prevenir que os gametas em maturagdo sejam
atacados pelo sistema imunolégico. Interessantemente, o epididimo expressa de forma
constitutiva um arsenal de defesa variado, composto por diversas proteinas antimicrobianas
e outros elementos do sistema imunolégico que atuam na protecdo dos espermatozoides e
do proprio tecido contra ameacgas infecciosas e inflamatdrias (para revisao ver Hall et al.
(2002) e Hedger (2011)). E reconhecido que qualquer desequilibrio entre os processos pro- e
anti-inflamatdrio no epididimo pode comprometer a sua fungéo e, consequentemente, a
fertilidade. Embora uma proporgéo significativa dos casos de infertilidade masculina seja, de
fato, atribuida a causas inflamatérias ou imunoldgicas (Hedger, 2011), os mecanismos
celulares e moleculares basicos envolvidos na resposta do epididimo em condi¢cdes de

inflamacao ainda sao pouco conhecidos. Nesse ponto, vale destacar que doencgas
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inflamatérias do epididimo sdo altamente prevalentes em homens de todas as idades
(Nicholson et al., 2010; Pilatz et al., 2015), enfatizando a necessidade de se conhecer melhor

aspectos farmacologicos do epididimo em condi¢des de inflamacéo.

1.2 Epididimite

A epididimite (inflamacdo do epididimo), na sua forma aguda, € uma condi¢ao
patolégica predominantemente causada por bactérias que ascendem pelo trato urinario, ducto
deferente até atingir e colonizar o epididimo (Pilatz et al., 2015). Como sintomas, o paciente
apresenta dor, eritema e inchago escrotal. As bactérias Gram-negativas Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e Escherichia coli sdo os agentes etiolégicos mais
comuns (Trojian et al., 2009; Michel et al., 2015). Trata-se do 5° diagndstico urolégico mais
comum em homens com idades entre 18 e 50 anos (Tracy et al., 2008). Em um levantamento
epidemiolégico no Reino Unido, em 2004 a epididimite teve prevaléncia, com 28 casos/10.000
homens-ano, decaindo para 21 casos/10.000 homens-ano em 2007 (Nicholson et al., 2010),
e uma incidéncia de 600.000 casos por ano nos Estados Unidos (Trojian et al., 2009). Apesar
da efetividade do tratamento com antibiéticos e anti-inflamatérios, as sequelas da epididimite
aguda podem prejudicar severamente a fertilidade e induzir astenozoospermia', com
oligozoospermia? ou azoospermia® em até 40% dos casos (Haidl et al., 2008; Michel et al.,
2015).

Na infeccdo, a inflamacéao e a resposta imune inata sdo disparadas no hospedeiro por
reconhecimento de motivos especificos de patégeno, conhecidos como PAMPs (padroes
moleculares associados a patdégenos, pathogen-associated molecular patterns). Sabe-se que
os PAMPs interagem com um grupo de receptores conhecido como PRRs (receptores de
reconhecimento de padrdes, pattern recognition receptors), presentes em células

imunoldgicas e ndo imunoldgicas (Kato et al., 2016). Dentre os PRRs, os mais estudados sao

" Redugdo ou auséncia da mobilidade dos espermatozoides.
2 Redugéo do numero de espermatozoides no ejaculado.
3 Auséncia total de espermatozoides no ejaculado.
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os receptores do tipo-Toll (TLRs), uma familia de receptores transmembranares que
desempenham um papel critico na deteccao e resposta a patdégenos invasores como
bactérias, virus, fungos e parasitas (Kawai et al.,, 2010). Até o momento 13 TLRs foram
clonados em mamiferos, dos quais 11 estdo presentes em humanos. A expressao abundante
e constitutiva de diversos TLRs ja foi observada no epididimo de ratos e camundongos
(Palladino et al., 2007; Hedger, 2011). De modo geral, os TLRs1-9 sdo abundantemente
expressos no epididimo, enquanto para TLR10 e TLR11 s&do menos abundantes (Palladino et
al., 2007; Palladino et al., 2008). No epididimo de roedores, expressao de diferentes TLRs,
incluindo TLR2, TLR3 e TLR4, foi detectada em células epiteliais, intersticiais, da musculatura
lisa e em espermatozoides (Palladino et al., 2008; Rodrigues et al., 2008; Zhu et al., 2015;
Cheng et al., 2016).

O TLR4 foi o primeiro membro descoberto dessa familia de receptores, apresentando
papel essencial na deteccao e disparo de resposta imunoldgica contra infec¢ao por bactérias
Gram-negativas, via interagdo com lipopolissacarideo (LPS), localizado na parede celular
dessas. O LPS é um PAMP bem caracterizado, com uma estrutura composta por trés regiées
(Figura 3A): 1) Lipidio A (endotoxina), que ancora o LPS na membrana externa da bactéria;
2) um nucleo polissacarideo que se liga ao lipidio A pelo KDO (acido 3-deoxi-D-mano-oct-2-
ulosénico); 3) Antigeno-O, que consiste em unidades de repeticdo de oligossacarideos (Figura
3A) (Maeshima et al., 2013). O lipidio A contém duas glicosaminas fosforiladas ligadas a 6
cadeias lipidicas, que consiste no componente responsavel pela atividade antigénica da
endotoxina, ou seja, € o padrao molecular conservado responsavel pela indugao da resposta
ao LPS (Raetz et al., 2002; Park et al., 2009). As 6 cadeias lipidicas promovem forte resposta
inflamatéria, enquanto aqueles com lipidio A com 5 cadeias lipidicas sdo ~100 vezes menos
ativos; ja aqueles com 4 lipidios, como o Eritoran, ndo apresentam atividade e comporta-se
como antagonista, ligando-se competitivamente ao TLR4-MD2 (descrito abaixo) e inibindo o
LPS de iniciar uma resposta inflamatéria (Park et al., 2009). No lipidio A, os dois grupos

fosfatos (diglicosamina 1,4'-bis-fosforilada) também s&o importantes para sua atividade
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agonista, uma vez que a delegdo desses grupamentos reduziu a atividade endotoxica do LPS
(Rietschel et al., 1993; Ohto et al., 2012).

O reconhecimento do LPS pelo TLR4 requer o envolvimento de proteinas acessoérias
(Figura 3B). O LPS interage com a proteina de ligagao do LPS (LBP) soluvel, que € uma
proteina de transporte e que facilita a associagcao do LPS ao CD14. A proteina CD14 facilita
a transferéncia do LPS ao complexo TLR4 / MD-2, modulando o reconhecimento do LPS. A
proteina MD-2 é um co-receptor especializado na interacao lipidica e que interage com TLR4,
provavelmente porque o LPS com suas 6 cadeias lipidicas é grande demais para interagir
diretamente com o TLR4 (Lu et al., 2008; Park et al., 2009; Kawai et al., 2010). A ativagao do
TLR4 (complexo LPS/MD-2/TLR4) leva a dimerizacdo dos dominios extracelulares do
receptor, disparando uma cascata de sinalizacado intracelular. Proteinas adaptadoras no
dominio intracelular, como TIRAP, MyD88, TRAM, TRIF, s&o recrutadas, dando inicio a dois
tipos de sinalizagao, a via dependente da proteina de diferenciacao mieloide 88 (MyD88) e a
via independente de MyD88 (ou TRIF-dependente) (Figura 3B). A via dependente de MyD88
é responsavel pela ativacdo de fatores de transcricdo como o NFKB e AP1, levando a
expressao de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-1p, enquanto a via independente de MyD88
promove ativacao de fatores de transcricdo envolvidos com respostas antivirais, como o IRF3,

e ativagao tardia de NFKB (Lu et al., 2008).



21

Repeating
oligosaccharide

unit Co14 TLR4
- O-antigen
=
o =]
= TIRAP TIRAM
m 4
ay) . ) =)
8 MyDES
= TRIF
2 w
=.
Quter core o
1]
= Core sugars '
MyD&8.dopendent MyOS&8-independant
Inner core - pathway pathway

Proinflammatory Type 1
cytokines interferons

Figura 3 — Esquema ilustrativo da estrutura do LPS e da sinalizagdo TLR4/LPS. A) Estrutura basica do
lipopolissacarideo (LPS). O LPS consiste de trés regibes: i) o lipidio A, contendo 6 cadeias lipidicas (®
indica grupo fosfato); ii) nucleo polissacarideo ligado ao lipidio A por moléculas de KDO; iii) O-antigeno,
que consiste em um polissacarideo de unidades repetidas (denotadas com um “n”). Adaptado de
Maeshima et al. (2013). B) Visédo geral da sinalizagéo do receptor TLR4 apds o reconhecimento do
complexo MD-2/LPS. A sinalizagdo pode ser separada em vias dependentes e independentes de

MyD88 (Lu e al., 2008).

Estudos com modelos experimentais e amostras de epididimo obtidas de homens
submetidos a epididimectomia revelaram que a epididimite induz uma séria de alteracbes
histopatolégicas e funcionais no 6rgédo (Michel et al., 2015; Michel et al., 2016). Em
camundongos com epididimite induzida por injecao retrograda da bactéria uropatogénica E.
coli (UPEC) houve remodelamento fibrético do epididimo acompanhado do aumento da
expressao da citocina pré-fibrética da activina A, sugerindo que o remodelamento fibrético que
ocorre em humanos também dependem do aumento da expressao dessa citocina (Michel et
al., 2016). Adicionalmente, a incubagéo do epididimo com activina A também induziu fibrose
em cultura de cauda do epididimo, a qual foi inibida pela folistatina (proteina de ligacao a
activina que neutraliza as agdes da activina), sugerindo que esse dano fibrético parece ser
em grande parte atribuivel a gravidade da resposta inflamatéria a infecgdo, mais do que a

prépria infecgdo (Michel et al., 2016). A UPEC causou fibrose e obstru¢do do ducto na CE,
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com presenga de espessamento da camada muscular lisa ao redor o ducto (Michel et al.,
2016). Stammler et al. (2015) observaram semelhante alteragédo obstrutiva em humanos com
epididimite crénica, e, em modelo de injecao de UPEC em camundongos, demonstraram um
espessamento e espagamento da camada de musculo liso e uma diminuicao do didmetro da
luz do ducto.

Modelos experimentais de epididimite sdo utilizados com o propdsito de mimetizar e
reproduzir a epididimite infecciosa. Um dos modelos animais utilizados consiste na inje¢ao
retrograda de endotoxinas purificadas derivadas de bactérias, como LPS (agonista TLR4)
diretamente no lumen do ducto deferente (Michel et al., 2015; Fijak et al., 2018; Silva et al.,
2018) ou por via intravenosa (Rodrigues et al., 2008). Para o desenvolvimento desta tese, foi
utilizado o modelo de injecéo retrégrada de LPS no lumen do ducto deferente, levando em
consideracao a capacidade do LPS em ativar seletivamente o TLR4 e, consequentemente,
dispara as cascatas inflamatérias dependentes deste receptor, o que faz deste PAMP uma
ferramenta util para entender a fisiopatologia da epididimite bacteriana.

Em estudo prévio explorando esse modelo de epididimite para estudar as respostas
locais da inflamacao aguda, Silva et al. (2018) revelaram que 1, 7 e 14 dias ap6s o tratamento
com LPS ocorre aceleragcéao do transito espermatico na CE, indicando um efeito drastico e
duradouro, e sugerindo que alteracbes na contratilidade poderiam exercer um papel nessa
aceleracao no transito. Além disso, esse mesmo estudo observou que 6 h apds a injecao
intraductal de LPS, varios mediadores inflamatérios (como //1b, Tnf, 116) estdo elevados.

Apesar dos avangos no entendimento estrutural e fisiolédgico do epididimo, bem como
dos aspectos fisiopatoldgicos da epididimite, informagdes sobre a contratilidade da camada
muscular lisa do epididimo e suas possiveis altera¢des na epididimite sdo quase ausentes, a
despeito da importancia da contratilidade da musculatura lisa deste 6rgéo para o transporte e
maturagao do espermatozoide e, consequentemente, para a geragdao de um ejaculado fértil.
Uma vez que a contratilidade do epididimo é controlada pelo sistema nervoso auténomo
simpatico, o qual libera noradrenalina que tem como alvo a4-ARs localizados no musculo liso,

estes receptores assumem um papel relevante na fisiologia e fisiopatologia do epididimo.
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1.3 Os adrenoceptores-as (a1-ARs)

Os a1-ARs sao receptores para o neurotransmissor autonémico e central noradrenalina
(NA) e para o horménio adrenalina, pertencentes a grande familia de Receptores Acoplados
a Proteina G (GPCR — G-Protein Coupled Receptors). Os as-ARs encontram-se amplamente
distribuidos pelo organismo. Existem trés subtipos, denominados aia-, dis- € a1p-ARS e
codificados por genes diferentes (Hieble ef al., 1995; Docherty, 1998; Langer, 1999; Docherty,
2010; Akinaga et al., 2019). Um quarto subtipo de a41-AR foi reportado, o a1.-AR, em razéo de
sua baixa afinidade pelo prazosin (antagonista de o1-AR nao seletivo); porém camundongos
knockouts para a1a-ARs sugerem que o a4 -AR é uma variante fenotipica do a1a-AR (Gray et
al., 2008).

Os a4-ARs acoplam-se preferencialmente a proteina Gg11 que, uma vez ativados,
levam a ativagdo da fosfolipase CB (PLCP) e hidrdlise do fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato a
diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). O IP3 liga-se a receptores no reticulo
endoplasmatico, promovendo liberagédo de Ca?* intracelular para o citosol. De modo sinérgico,
o Ca?* atua com o DAG para ativar a proteina kinase C que, por sua vez, leva a ativagéo dos
membros ERK 1/2 da familia MAPK, mediando a divis&o e diferenciac&o celular (Minneman,
1988; Wu et al., 1992; Hu et al., 1999; Zhong et al., 1999; Zhong et al., 2001; Bauer et al.,

2011) (Figura 4).
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Figura 4 — Representacédo esquematica da via de sinalizagao classica de uma proteina Gq ativada
pelos subtipos de a1-ARs. O receptor ativado pelo agonista ativa a proteina Gq heterotrimérica que,
por sua vez, aciona a via fosfolipase C / IPs / Ca2* /| DAG / PKC. Fonte: Akinaga et al. (2019)

No ser humano, os genes que codificam 0s aia-, ais- € ap-ARs (denominados
ADRA1A, ADRA1B e ADRA1D) estao localizados nos cromossomos 8, 5 e 20 (Hieble et al.,
1995; Hawrylyshyn et al., 2004) e codificam proteinas de 466, 519 e 572 aminoacidos,
respectivamente. No rato, os genes que codificam Adrata, Adra1b e Adra1d estao localizados
nos cromossomos 15, 10 e 3 e codificam proteinas de 466, 514 e 561, respectivamente
(guidetopharmacology: alphaia, alpha1ib, alphaid. Disponivel em:
http://www.guidetopharmacology.org).

A frequente co-expressao dos trés subtipos de a1-ARs na maioria dos tecidos confere
certa redundancia em respostas biologicas, e tal redundancia continua um assunto pouco
esclarecido (Akinaga et al., 2019). Em outras palavras, alguns 6rgdos compostos pelo menos
em parte por musculos lisos expressam os trés subtipos de a4-AR, enquanto que a resposta
contratil € mediada predominantemente por apenas um deles. Por exemplo, na CE de rato,

ensaios de binding com [*H]-Prazosin e de RT-PCR indicam a presenca dos 3 subtipos de ou-


http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/ObjectDisplayForward?objectId=22
http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/ObjectDisplayForward?objectId=23&familyId=4&familyType=GPCR
http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/ObjectDisplayForward?objectId=24&familyId=4&familyType=GPCR
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ARs (Queiroz et al., 2002), enquanto que o subtipo responsavel pela contragdo a
noradrenalina € o a1a-ARs (Pacini et al., 2018). Semelhante padrdo também é descrito para
ducto deferente (Burt et al., 1995; Pupo, 1998; Yono et al., 2008), prostata (Faure et al., 1994a3;
Faure et al., 1994b; Forray et al., 1994) e vesicula seminal (Shima, 1993; Yono et al., 2008).
A artéria aorta expressa os 3 subtipos, porém o a1p-AR é responsavel por mediar a contragao
(Piascik et al., 1995; Villalobos-Molina et al., 1996; Pupo et al., 1999; Morais et al., 2002;
Nojimoto et al., 2010), e, similarmente, o bago expressa os 3 subtipos, enquanto a contragéo
€ mediada pelo subtipo as (Aboud et al., 1993; Burt et al., 1995; Eltze, 1996; Mueller et al.,
2005). Neste sentido, a farmacologia tem papel fundamental na identificagdo da participacao
dos subtipos de a1-ARs nas fungdes fisiologicas ao prover as ferramentas e o racional
adequado para tanto; tais ferramentas sao ligantes que se comportam como agonistas ou
antagonistas suficientemente seletivos para discriminar subtipos de a1-ARs. Na Tabela 1,
estdo listados alguns desses ligantes considerando suas seletividades para determinado

subtipo de a.1-ARs.

Tabela 1 — Ligantes seletivos para a4-ARs

Ligante Q1A o1 1D

Agonista Oximetazolina*® Buspirona*
A-61603

Antagonista WB-4101 L-765,314 BMY 7378*
5-metil-urapidil AH11110A
RS 100329*

(Calzada et al., 2001).* indica ligantes utilizados na presente tese.

No contexto do sistema reprodutor masculino, durante a fase de emissao do ejaculado,
0 sistema nervoso simpatico libera noradrenalina e o ATP, produzindo contragbes da
musculatura lisa dos epididimos, ductos deferentes, vesiculas seminais, uretra e prostata,
propelindo o sémen em diregao ao meato da uretra. Conforme mencionado anteriormente, em

muitos desses 6rgaos do sistema geniturinario, contracbes a noradrenalina sao
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primordialmente mediadas pelos a1a-ARs (para revisdo ver Akinaga et al. (2019). No
epididimo, os a4-ARs desempenham importante papel na fertilidade, que sera descrito na

préxima secgao.

1.4 Envolvimento de a1-ARs na fisiologia do epididimo

Durante a fase de emissao da ejaculacao, os espermatozoides maduros estocados na
CE sao propelidos em direcao ao ducto deferente (Hib et al., 1982). A CE recebe densa
inervagao auton6mica (Mitchell, 1935) e é sabido que as respostas contrateis da CE sao
mediadas essencialmente pela noradrenalina e ATP liberados das terminagdées nervosas, e
que os a1-ARs e purinoceptores-P2X estao presentes na poés-sinapse (Ventura et al., 1991;
Ricker et al., 1997). A contracado da CE ¢é determinante para producado de um ejaculado fértil,
uma vez que a alteragédo dessa agao coordenada pode comprometer a fertilidade (Solomon
et al., 1997; Kempinas et al., 1998a). Camundongos nocaute para a1a-ARs apresentam
reducao de 50% na taxa de fertilidade, enquanto que camundongos nocaute para todos os 3
subtipos de a1-ARs séo inférteis devido ao severo comprometimento da ejaculagéo causado
pela perda da contratiidade, sem efeito aparente sobre a motilidade espermatica e
capacidade de fertilizacao do espermatozoide isolado da cauda do epididimo (Sanbe et al.,
2007). Mais ainda, camundongos duplo-nocautes para aia-ARs e purinoceptores P2X1
também sao inférteis (White et al., 2013). Tal infertiidade n&o resulta de prejuizos na
espermatogénese ou na qualidade espermatica, ja que os espermatozoides recuperados das
caudas dos epididimos foram capazes de fertilizar odcito in vitro e estavam em numeros
semelhantes e com motilidade similar aos do animal parental selvagem (wild type). O fenétipo
de infertilidade resultou da falta de contratiidade da musculatura lisa, sugerindo que o
purinoceptor P2X1 e o a1a-AR sdo potenciais alvos para um contraceptivo masculino nao-

hormonal (White et al., 2013).
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E sabido que mudancas hormonais, injurias nervosas quimicas ou mecanicas levam a
alteragdes na expressao de subtipos de a:1-ARs e de outros GPCRs, indicando que ha
importante plasticidade no padrédo de expressao desses receptores, supostamente com papel
adaptativo. Por exemplo, a castragdo cirurgica ou quimica de ratos altera a expressao e
funcdo dos a1-ARs do ducto deferente de ratos (Pupo, 1998; Morais et al., 2002; Campos et
al., 2003), e a simpatectomia quimica com reserpina modula de forma diferencial a expressao
e a funcao dos a1-ARs da artéria caudal de ratos (Kamikihara et al., 2005; Kamikihara et al.,
2007). Interessantemente, a desnervacao quimica com guanetidina afetou a contratilidade do
epididimo, promovendo atraso no transito espermatico na CE (Kempinas et al., 1998b). Vale
destacar nesse contexto que o tempo de transito tem um importante papel na maturagao do
espermatozoide, e alteragcdes na contratilidade podem afetar esse tempo, prejudicando a
maturagao (Fernandez et al., 2008).

Uma das proteinas que modula a responsividade GPCRs € a quinase ligada a
receptores acoplados a proteina G (GRK). As GRKs fosforilam o receptor ocupado pelo
agonista e as arrestinas ligam-se ao receptor fosforilado, promovendo internalizagédo do
receptor ou desacoplando-o da Proteina G (Lefkowitz, 2004). Foi observado que a inflamagéao
diminui a expressdao de GRK2, contribuindo para um aumento na excitabilidade neuronal e,
dessa forma, para alodinia (mudanc¢a no sentido da dor) (Kleibeuker et al., 2007). Por outro
lado, a ativacado de receptor TLR4 em macrofagos de camundongos aumentou a expressao
de GRK2 (Loniewski et al., 2008), mostrando que a relagao entre GPCR e possivel modulagéo
decorrente de inflamatério ainda é controverso.

Nesse contexto, investigar os a1-ARs na epididimite é um passo critico para o melhor
entendimento da fisiopatologia desta doencga e do papel da sinalizagdo simpatica no epididimo
durante uma resposta inflamatéria aguda, bem como para contribuir para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas que minimizem o comprometimento dessa doenga na

fertilidade masculina.
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2. HIPOTESE

Considerando que a epididimite induzida pelo LPS de E. coli induziu aceleragao do
tempo de transito espermatico no epididimo, neste estudo testamos a hipétese de que este
estimulo inflamatério afeta a fungdo dos a1-ARs, causando mudangas na contratilidade da
musculatura lisa do ducto epididimario e aumento de sua capacidade contratil a estimulo

simpatico.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar o impacto da epididimite induzida pela injecao intraductal de LPS de E. coli
sobre a funcéo e expressao dos a4-ARs na cauda de epididimo de ratos para avancar no
entendimento dos efeitos da inflamagao sobre a contratilidade da musculatura lisa

epididimaria.

3.1 Objetivos Especificos

¢ Identificar os subtipos de ai-ARs envolvidos na contragdo da CE distal de ratos com
epididimite;

¢ Quantificar a expressao relativa de transcritos dos 3 subtipos de as-ARs na CE distal
de ratos com epididimite;

¢ Investigar a densidade proteica dos a1-ARs na cauda distal do epididimo de ratos com

epididimite.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Resumo experimental

De maneira resumida, os seguintes ensaios foram adotados para o desenvolvimento

deste trabalho:

(i) Ensaios de contragdo com agonistas e antagonistas seletivos de a1-ARs, a fim de
identificar o(s) subtipo(s) de a1-ARs envolvidos na contragao de segmentos da CE de rato
submetidos ao modelo experimental de epididimite induzida pelo LPS;

(i) Ensaios de RT-gPCR a fim de avaliar a expresséao relativa dos transcritos dos 3
subtipos de a1-ARs e da GRK2 na CE de ratos submetidos ao modelo experimental de
epididimite induzida pelo LPS;

(iii) Ensaios de binding com o radioligante [*H]-Prazosin na presenga de ligantes
seletivos para avaliar a populagdo de as-ARs na CE de ratos submetidos ao modelo
experimental de epididimite induzida pelo LPS;;

(iv) Ensaios de contragcdo com segmentos de CE expostos ao LPS in vitro. A
reproducgéo de resultados (in vivo X in vitro) possibilitou a investigacao do papel do NFKB,
por meio da utilizagao do seu inibidor PDTC, e seu potencial envolvimento na regulagao
da funcionalidade dos a1-ARs.

Um esquema da estratégia experimental é apresentado na Figura 5:
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(A) Epididimite in vivo
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Figura 5 — Representacdo esquematica do delineamento experimental do projeto. A etapa A é referente
aos topicos de “(i)-(iii)” e a etapa B ao tépico “(iv)” do delineamento experimental.

4.2 Animais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do IBB/Unesp sob o protocolo n°® 749/2015.

Ratos Wistar machos adultos com 45 dias de idade, provenientes do Biotério Central
da Unesp/Botucatu foram mantidos no Biotério Local do Departamento de Farmacologia até
atingirem a fase adulta (90-110 dias). Os ratos foram mantidos em ambiente controlado
(temperatura 23-25 °C, ciclo 12 h claro/escuro), com agua e ragao ad libitum, agrupados em
4 animais por gaiola de polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, com tampa de ago inox na forma de

grade, identificadas e forradas com maravalha branca de pinho autoclavada.
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4.3 Epididimite in vivo

Utilizamos o modelo experimental de epididimite induzido pela injecao de LPS na luz
do ducto deferente, conforme descrito por Silva et al. (2018). Resumidamente, os ratos foram
anestesiados com quetamina (60 mg/kg, i.p.) e xilazina (20 mg/kg, i.p.). As porgoes
epididimarias dos ductos deferentes esquerdo e/ou direito foram expostas por incisdo na
regido escrotal. Em seguida, foram injetados 25 pL de solucéo salina estéril ou 25 uL de LPS,
na luz do ducto deferente, utilizando uma micro-seringa Hamilton® de 100 uL. A injeg&o foi
feita em direcao retrograda, o mais proximo possivel da cauda do epididimo. Em seguida, o
6rgao foi devolvido ao escroto e a incisdo suturada.

Foi selecionado o Lipopolissacarideo ultrapuro de E. coli 055:B5 1 mg/mL (TLRpure®,
Innaxon, #|AX-100-013). Preparagdes ultrapuras de LPS apresentam a vantagem de
promover ativacao potente e seletiva do TLR4 em concentracdes e/ou doses habituais do seu
uso, sem a ativacao de outros receptores dessa familia por contaminantes. De acordo com a
especificagéo do fabricante, estudos in vitro demonstraram que até 50 yg/mL o LPS TLRpure®
apresenta elevada seletividade pelo TLR4. A dosagem de LPS e o tempo de tratamento foram
fundamentadas em estudo prévio por Silva et al. (2018), que mostraram que o pico da
resposta inflamatdria ocorre 6 h apds a exposi¢céo ao LPS, mimetizando a epididimite aguda.

Os animais foram mortos pelo método de decapitagdo em guilhotina 6 h ou 24 h apds
o tratamento, e os grupos que receberam solugédo salina foram denominados Sal_6h ou
Sal_24h, e os que receberam LPS foram denominados LPS25_6h ou LPS25_24h. Animais
que nao passaram por procedimento cirurgico foram denominados grupo controle nao-

operado (C).

4.3.1 Dissecacao da regiao distal da cauda do epididimo

Por meio de uma incisdo do abdémen inferior, os testiculos, epididimos e ductos

deferentes (esquerdo e direito) foram isolados. Apds identificagdo das partes do epididimo, a



33

CE distal (correspondente a regido 19, de acordo com Jelinsky et al. (2007) (Figura 6)) foi
isolada e congelada em N2 e mantida em freezer -80 °C até o ensaio de RT-qPCR.

Para estudo funcional e para ensaio de binding, a mesma regidao da CE distal foi
cuidadosamente desenovelada. O tecido foi limpo dos tecidos aderentes e a luz foi lavada
com o auxilio de uma seringa de 3 mL e uma agulha 13x4,5 introduzida na extremidade distal.
Em seguida, a porcdo distal da cauda do epididimo foi cortada em segmentos para os

procedimentos experimentais descritos a seguir.

> Caput

> Corpus

»- Cauda

Figura 6 — Figura dos segmentos do epididimo de rato. A regido da CE distal de rato utilizada nos
experimentos descritos nesta tese corresponde a regido indicada por 19 (Modificada de Jelinsky et al.
(2007)).

4.3.2 Validagao da epididimite in vivo

Como parte do procedimento de validagao do modelo de epididimite in vivo, realizamos
RT-gPCR para avaliagdo da expresséao relativa do transcrito //1b, marcador inflamatoério
(descrito na préxima subsegao), e avaliagao histolégica. Para este ultimo, epididimos de
animais C, Sal_6h e LPS25 6h foram coletados e fixados em solugado de Bouin (formaldeido
a 25%, solugao saturada a 70% de acido picrico e acido acético glacial a 5%) por 24 h e o

excesso de acido picrico foi lavado em seguidas solugbdes de alcool etilico. Em seguida, as
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pecas foram embebidas em cera de parafina e seccionadas a 5 um (cortes longitudinais). Os
cortes utilizados para avaliagcao histolégica foram corados com hematoxilina e eosina (HE),

examinadas e fotografadas por microscopia de luz.

4.3.3 Ensaios de transcriptase reversa (RT) e reagdo em cadeia da polimerase em

tempo real (QPCR)

Amostras congeladas de CE distais de epididimos de ratos tratados com salina
(Sal_6h) ou com LPS (LPS25_6h) foram pulverizadas em nitrogénio liquido e o RNA total foi
extraido com Trizol® (Invitrogen), segundo especificagbes do fabricante. A transcrigéo reversa
do RNA total (2,5 ug) foi realizada utilizando o Thermoscript® RT-PCR System (Invitrogen). O
gPCR com as amostras de cDNA sintetizadas foi realizada utilizando o kit Luna® Universal
gPCR Master Mix (New Englan Biolabs, #M303L) no sistema de PCR em tempo real
QuantStudio 3 Real-Time PCR System® (ThermoFisher Scientific). As reagdes foram
realizadas em duplicatas e amostras sem cDNA foram usadas como controle negativo. As
amplificagbdes foram realizadas utilizando primers especificos para cada alvo (Tabela 2) sob
as seguintes condig¢des de ciclo: 95 °C (1 min) e 40 ciclos de 95 °C (15 s) e 60 °C (1 min). No
final da reacgao, a curva de melt foi gerada a fim de confirmar a especificidade da amplificagao.

Para cada alvo (Adrala, Adra1b, Adrald, Adrbk1, Il1b e Ppia), os produtos de PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1,5%). O ciclo de threshold (Ct) para
replicata foi determinado usando o software QuantStudio® Design & Analysis v1.4.3. A
eficiéncia de amplificagéo foi determinada para cada par de primers a partir de valores de Ct
gerados por amostras de cDNA diluidas em série (Tabela 2). A expresséao relativa de cada
gene alvo foi normalizada com o gene de referéncia ciclofilina A (Ppia), utilizada como controle
endogeno, e levou em consideragdo a eficiéncia de amplificagdo determinada
experimentalmente (Pfaffl et al.,, 2001). Os dados foram expressos como valores relativos ao

grupo Sal_6h.
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Tabela 2 — Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados em estudos de qPCR, e
seus respectivos numeros de acesso, sequéncia de pares de oligonucleotideos, tamanho dos

amplicons (em pares de bases, pb) e eficiéncia de amplificacéo

Transcrito  N° de Sequéncia (5’ -3’) Tamanho do Eficiéncia
acesso produto (pb) (%)

I11b NM_031512 CCAGGATGAGGACCCAAGCA 510 96
TCCCGACCATTGCTGTTTCC

Adrala NM_017191 GCCTCAAGACGGACAAGTCA 238 90
TCCGGGAAGAAAGACCCAATG

Adra1b NM_016991 CTCAGCAGTACCAAGGCCAA 170 98
GAGAACAGGGAGCCAAGCG

Adrald NM_024483 TACCCATGGCAGTGATCGTG 328 92
AACAGAGAGCCCAGAGGCA

Adrbk1 NM_012776 AGGATCGAGGAGAAGTGACCT 97 103

TTGGCCTCTTCCAGATGGTTC
Ppia NM_017101 AGCACTGGGGAGAAAGGATT 174 90

GATGCCAGGACCTGTATGCT

4.3.4 Experimentos de ligacido do radioligante [*H]-Prazosin em segmentos da cauda

do epididimo

Os experimentos com radioligante em segmentos de tecido intacto foram realizados
conforme previamente descrito (Muramatsu et al., 2005). Os ductos epididimarios isolados da
porgéao distal da cauda do epididimo de rato foram cortados em segmentos de 3-5 mm, e cada
segmento foi incubado com [*H]-Prazosin por 16 a 18h a 4 °C em 250 pL de solugdo tamp&o
Krebs com a seguinte composi¢ao (mM): NaCl 135,7, KCI 5,9, MgCl» 1,0, CaCl; 2,0, NaH2PO4

1,2, NaHCO3 10,5, e glicose 11,5, pH 7,4.
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Nos experimentos de saturagéo da ligagao, foram utilizadas concentragdes crescentes
de [*H]-Prazosin (20 — 2000 pM) e as curvas de competigdo com concentragéo de 400 pM de
[*H]-Prazosin. Apds o periodo de incubagéo, os segmentos de tecidos foram rapidamente
secos em papel de filtro, transferidos para tubos de plasticos contendo 1,5 mL de solucéo
tampéao de Krebs a 4 °C e gentilmente agitados por 1 min a 1200 rpm. Posteriormente, os
segmentos de tecidos foram secos em papel de filtro e solubilizados em 500 uL de solugao
0,3 M de NaOH a 37 °C. Durante o periodo de solubilizagao, os tubos foram frequentemente
agitados. A medigdo da radioatividade foi realizada com aliquotas de 100 uL de cada amostra
dissolvida com a adigdo de 4 mL de liquido de cintilacdo (Optiphase Hi Safe 3, Perkin Elmer),
em um contador de cintilagao liquida.

A abundéncia de a4-ARs foi representada pela ligagdo maxima obtida pelo total de
proteina mensurada no tecido (fmol por mg total de proteina no tecido). A quantidade de
proteina total de cada segmento de tecido foi mensurada pelo método de Bradford, utilizando

albumina sérica bovina como padrao (Bradford, 1976; Ernst et al., 2010).

Curva de saturacéo

Segmentos de 3-5 mm da CE de rato foram incubados com 6 concentragdes

crescentes de [*H]-Prazosin (20 — 2000 pM) na auséncia (ligagdo total) ou na presencga

(ligacdo nao-especifica) de fentolamina 100 uM. A ligacdo especifica foi deduzida pela

subtracdo da [ligacdo total’] — ['ligagdo nao-especifica’l. Os dados foram submetidos a uma

regressao nao-linear no GraphPad Prism 5.01. A partir da curva de ligagao especifica, foi
determinada a densidade de receptores (Bmax) € afinidade (Kp) da ligagdo especifica do [*H]-

Prazosin (atividade especifica = 85,3 Ci/mmol).

Curvas de competicao
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Para determinagcédo dos subtipos de a1-ARs expressos na CE distal de rato, foram
realizados experimentos de inibicao da ligacao especifica. Segmentos de 3-5 mm da CE foram
equilibrados com concentragbes crescentes de prazosin, RS 100329 ou BMY 7378 por 1h a
4 °C. Apos este periodo de incubagéo, foi adicionado [*H]-Prazosin = 350 pM (Kp) em cada
tubo por 14 — 16 h. A ligacéo especifica também foi deduzida do valor obtido na presenca
fentolamina 100 uM. A ligacéo especifica do [*H]-Prazosin atingida na presencga das diferentes
concentragcdes dos antagonistas foi expressa como porcentagem da ligacdo especifica do
[*H]-Prazosin (= 350 pM) na auséncia de droga competidora. Em seguida, a estimativa da
constante de dissociacao em equilibrio da droga competidora (pK)) foi determinada de acordo
com a equacao de Cheng-Prusoff por andlise de regressao nao-linear no GraphPad Prism

5.01.

4.3.5 Experimento funcional farmacolégico

Curvas concentragdo-resposta (CCR)

Apods a dissecagdo da CE distal, as extremidades do érgao foram amarradas, e
montadas na camara muscular a 30 °C, fixando-se uma extremidade na haste de sustentacao
e a outra, por meio de uma linha de algodéo, ligada ao transdutor isométrico com 1 g de
tensdo. Foi utilizada solugdo Tyrode modificada por Picarelli et al. (1962) com a seguinte
composi¢ao (mM): NaCl 138; KCI 5,7; CaCly, 1,8; NaH,PO4 0,36; NaHCOs 15; e glicose 5,5
em agua destilada borbulhada continuamente com uma mistura carbogénica (95% Oz, 5%
CO,). Os experimentos foram realizados apds 30 min da montagem do érgao, que é o tempo
necessario para a estabilizagdo da preparagao.

Foram realizadas CCRs para a determinacgao de parametros farmacolégicos (descritos

a seguir). E importante que a noradrenalina seja utilizada como agonista, pois outras
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substancias (p. ex., fenilefrina, metoxamina) apresentam diferentes eficacias nos diferentes
subtipos de ai-ARs recombinantes (Minneman et al., 1994).

O método utilizado nas constru¢des das CCRs foi o descrito por Van Rossum (1963),
que consiste em adicionar na camara muscular quantidades cumulativas do agonista,
utilizando a sequéncia 1+2+7+20+70+...etc., de maneira que a concentracdo do agonista
aumente na razdo 1,3,10,30,100,...etc. Inicialmente, foi adicionada ao banho uma
concentracao que nao produz um efeito mensuravel e a seguir foi adicionada uma quantidade
da droga que somada a anterior resulte o valor seguinte da série. As adi¢cdes foram repetidas
até que seja atingida uma concentragdo que ndo mais produza aumento do efeito. Apds
atingido o efeito maximo, a preparacgao foi lavada e depois de, pelo menos 30 minutos, a CCR
seguinte foi realizada.

Procurando satisfazer algumas condicbes consideradas “ideais” (Black et al., 1972;
Kenakin, 1982), todas as CCRs a noradrenalina na CE distal foram realizadas na presenca
de desipramina (100 nM), corticosterona (10 uM), propranolol (100 nM) e ioimbina (100 nM)
para bloquear a captagdo neuronal, a captagdo extraneuronal, adrenoceptores-f e

adrenoceptores-o., respectivamente.

Curvas concentragdo-resposta (CCRs) a agonistas na presencga de antagonistas competitivos

de a:-ARs

Estes experimentos foram realizados para a determinacdo da poténcia dos
antagonistas (ver a descricao de pAz a seguir) para a posterior identificagdo dos subtipos de
a1-ARs envolvidos nas a¢des da noradrenalina na CE distal com epididimite.

Nos experimentos de contragao, os antagonistas foram incubados por 45 min, ao fim
dos quais foi repetida a CCR a noradrenalina na presenga do antagonista. Sempre que
possivel, foram utilizadas por experimento pelo menos trés concentragdes de antagonista,

proporcionando a construgcado de graficos de Schild com pelo menos trés pontos. Além do
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agonista noradrenalina, agonistas como buspirona (ap-seletivo) e oximetazolina (oua-
seletivo) foram utilizados.

Como antagonistas seletivos de subtipos de a1-ARs, foram selecionados o RS 100329
(a4a-seletivo) e 0 BMY 7378 (a1p-seletivo), em razdo de suas seletividades. Como antagonista

nao seletivo, foi utilizado o prazosin.

4.4 Parametros farmacolégicos avaliados

Poténcia do agonista (pECso)

O pardmetro pECso por definicdo, representa o valor negativo do logaritmo da
concentragao molar do agonista que produz 50% do efeito maximo. Ele reflete a poténcia do
agonista em promover certo efeito farmacolégico, ao mesmo tempo, a sensibilidade do érgao
ao agonista. A pECs foi calculada pela regressao nao-linear seguindo o modelo logistico de
3 parédmetros no GraphPad Prism 5.01. O valor negativo do logaritmo desta concentragcéo
representa a pECso em cada experiéncia, sendo, a seguir, determinados a média e o erro

padrao de todos os experimentos.

Resposta maxima (Emax)

Nos experimentos de contracdo, a tensdo maxima desenvolvida (em g) pelos

agonistas foi tomada como 100% para as CCRs seguintes realizadas na presenga de

antagonistas foram utilizadas como % das CCRs seguintes.

Poténcia do antagonista (pA>)
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Os valores de pA: foram determinados através da analise de regresséo linear a partir
dos dados locados em grafico proposto por Arunlakshana et al. (1959) com a utilizacdo da

equacao:

-log Ks = log [B] - log (CR-1) , onde:

e CR é arelagao de concentragdes do agonista encontrada para a obtencao de efeitos
iguais na auséncia e na presenga do antagonista;
[B] é a concentragdo molar do antagonista;

e Kg é a constante de afinidade do antagonista pelo receptor em estudo.

A concentracido do antagonista que promove um deslocamento a direita na CCR do
agonista em 2 vezes (i.e. CR = 2) corresponde ao pA2. Em um grafico cartesiano, quando os
valores de log (CR - 1) sdo locados na ordenada e o -log [B] na abscissa, os pontos devem
estar distribuidos ao longo de uma reta cuja inclinagdo devera ser 1, caso o antagonismo seja
do tipo competitivo classico. O prolongamento da reta, na intersec¢gao com o eixo da abscissa,
fornece o valor do pA2 que por sua vez corresponde ao valor do pKg (Arunlakshana and Schild,
1959). O parémetro CR reflete uma diferenga entre dois valores de pECsp obtidos antes e
ap6s um determinado tratamento. Valores negativos de CR expressam deslocamentos a

esquerda nas curvas concentragdo-resposta e valores positivos mostram deslocamentos a

direita. O CR foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

CR = pECsp antes do tratamento - pECsy apos tratamento

Em situagdes nas quais a inclinagéo da regressao linear no grafico de Schild tenha
diferido de 1 ou o antagonismo tenha sido do tipo insuperavel (intransponivel), o pA; foi
estimado a partir do CR da menor concentragéo efetiva do antagonista com a seguinte
férmula: pAz = log (CR-1) — log [B], onde [B] é a concentracdo do antagonista e CR a

“concentration ratio” como descrito anteriormente.

Bmax, KD e ,OK/
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O Bmax corresponde a ligagdo maxima do radioligante, e representa o numero de sitio
de ligacéo, ou seja, a densidade de receptores.

Kb é a constante de dissociacao de equilibrio do complexo radioligante-receptor, e é
uma representacao da afinidade.

pKi é logaritmo negativo do K,, a constante de dissociacdao de equilibrio de um
complexo competidor-receptor medido em um estudo bioquimico. Basicamente, é o Kg para

um antagonista, mas medido especificamente em um estudo de ligagido bioquimica.

4.5 Exposicao da CE distal ao LPS in vitro

Segmentos da CE distal de ratos foram incubados com LPS 300 ng/mL (ou com
solugdo salina estéril - controle) durante 4 h, na auséncia ou presenca de 100 uM de pirrolidina
ditiocarbamato (PDTC) um inibidor de NFKB, que foi pré-incubado por 1 h. Foram decididas
a concentragao e o periodo de incubagao do PDTC de acordo com estudos anteriores (Zhang
et al., 2010; Cianchetti et al., 2018). Durante todo o periodo, os tecidos foram mantidos em
solugdo nutriente (descrita anteriormente) constantemente aerada. Em seguida, os
segmentos da CE foram usados em experimentos funcionais farmacoldgicos, como descrito

no item 4.3.5.

4.6 Drogas e reagentes

As drogas utilizadas foram as seguintes (fornecedor): loimbina: Yohimbine
hydrochloride; Desipramine hydrochloride e RS 100329 (Tocris, U.K); Corticosterona:
Corticosterone; Buspirona: buspirone Noradrenalina: (l)-Norepinephrine hydrochloride;
Prazosin: Prazosin Hydrochloride; Propranolol: (dl)-Propranolol hydrochloride; BMY 7378;

PDTC (Sigma-Aldrich, E.U.A); [*H]-Prazosin ([7-Methoxy-*H]-prazosin], atividade especifica =
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85,3 Ci/mmol, #NET-823, PerkinElmer, E.U.A.); LPS de E. coli TRLpure (Innaxon, U.K.); CaCl,
(Merck do Brasil); KCI (Merck do Brasil); MgSOs4 (Merck do Brasil); NaCl (Merck do Brasil);

NaH2PO4 (Merck do Brasil); NaHCO3; (Merck do Brasil).

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (epm) de pelo menos
4 experimentos independentes para cada grupo. As diferencgas estatisticas entre duas médias
foram analisadas pelo teste t de Student, enquanto entre trés ou mais médias foram
analisadas através de analise de variancia (ANOVA) e quando detectadas diferencgas, a
analise estatistica sera seguida do teste de Bonferroni. Foram consideradas significativas as
diferencgas associadas a probabilidade p<0,05. O software utilizado para tratamento dos dados

foi o GraphPad Prism 5.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Validagao do modelo de epididimite in vivo induzida pela injegao intraductal de

LPS de E. coli

A analise histoldgica do epididimo evidenciou sinais classicos de inflamagao aguda na
cauda do epididimo de ratos submetidos a injecdo intraductal de LPS, incluindo infiltracdo de
neutrdfilos e edema intersticial (Figura 7A). Em contraste, o epididimo dos animais tratados
com salina apresentou padréo histolégico de acordo com a normalidade (Figura 7A). Visando
confirmar o processo inflamatério agudo no epididimo apds o desafio intraductal com LPS,
quantificamos por RT-qgPCR os niveis relativos do transcrito da citocina pré-inflamatéria //1b
(interleucina-1B). Apds 6 h da injeg&o intraductal de LPS, os niveis relativos do transcrito //1b
aumentaram cerca de 30 vezes em comparagdo com o grupo controle (Figura 7B). Esses
resultados confirmaram a inducéo da epididimite utilizando o modelo experimental proposto,

estando de acordo com a literatura (Silva et al. (2018).
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Figura 7 — Efeito da injegao intraductal de 25 ug de LPS na morfologia da cauda do epididimo (CE)
distal (A) e na expresséo relativa do marcador pro-inflamatério 1/7b (B). Fotos representativas da CE
distal de ratos Sal_6h (a esquerda) e LPS25_6h (a direita). Sal_6h mostrou uma morfologia normal,
enquanto que o LPS25_6h mostrou infiltragdo de neutrdfilos (seta) e sinais de edema intersticial. Ep:
epitélio, Is: espaco intersticial, Mu: cama de musculo liso, Lu: lmen. Cortes de epididimo foram corados
com hematoxilina/eosina e as fotos tiradas em aumento de 10x. Resultados sdo representativos de
experimentos realizados com 3 animais. Escala = 100 um. Valores em (B) expressos como média +
epm, n=7 e 9 ratos / grupo / em duplicada. Asterisco indica diferenga estatisticamente significante em
comparagao ao grupo Sal_6h (teste t de Student, p<0,05).
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5.2 Avaliacao do subtipo de a1-ARs funcional na contragdo a noradrenalina exégena

em CE distal de rato com epididimite in vivo

A Figura 8A mostra curvas concentracao-resposta (CCRs) para a noradrenalina na CE
distal de ratos que foram tratados com LPS ou ndo. As CCRs para a noradrenalina
determinadas nas CE distais de ratos LPS25 6h apresentaram-se deslocadas a esquerda
daquelas determinadas na CE distal do grupo que recebeu salina (Sal_6h). Os valores médios
da pECso para a noradrenalina em LPS25 6h e Sal_6h (barra horizontal), bem como cada
valor individual sdo apresentados no grafico de dispersdo (Figura 8B), mostrando que a
epididimite induzida por LPS aumentou a poténcia da noradrenalina em cerca de 6 vezes
(PECs0 Lps_6h = 7,44+0,13 vs pECs sa_sn =6,6210,09). Interessantemente, essa alteragdo da
sensibilidade a noradrenalina nao foi observada em CE distal apds 24 h do tratamento com a
endotoxina. A poténcia para a noradrenalina no grupo LPS25 24h foi semelhante aos grupos
controle, Sal_6h e Sal_24h (Figura 8A-B). No entanto, a poténcia para a noradrenalina no
grupo LPS25 24h foi cerca de 5 vezes menor em comparagdo ao LPS_6h (pECso Lps 6n =
7,4410,13 vs pECso Lps_24n = 6,72%0,16) (Figura 8B). Isso indica que a alteragao da poténcia
da noradrenalina coincidiu com a vigéncia do evento inflamatério agudo, e essa contragao do
musculo liso mediada pelos a4-ARS na CE distal, especialmente durante essa fase aguda da

epididimite induzida por LPS, foi investigada na presente tese.
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Figura 8 — Curvas concentracao-resposta (CCRs) a noradrenalina em ductos da CE distal dos grupos
Sal_6h e LPS25_6h (A). Os valores de pECso extraidos das CCRs a noradrenalina comparados em
grafico de dispersédo (B), representando o efeito da epididimite induzida por LPS na poténcia da

noradrenalina apdés 6 h da inje¢do intraductal. Cada simbolo representa a média

<+

epm de 5-9

experimentos diferentes. * e # indicam diferengas estatisticamente significantes em comparagao aos
grupos Sal_6h e LPS25_6h, respectivamente (ANOVA, seguido de pés-teste de Bonferroni, p<0,05).
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A Figura 9 mostra CCRs para a noradrenalina determinadas na auséncia e presenca
de concentragdes crescentes de prazosin, um antagonista que apresenta afinidades

semelhantes pelos trés subtipos de a4-ARs, mas afinidade cerca de 1000 vezes menor por

a2-ARs (Doxey et al., 1984; Bylund et al., 1992) (quidetopharmacology/prazosin). O prazosin

(de 3 — 100 nM) antagonizou competitivamente as contragdes induzidas pela noradrenalina
(Figura 9) na CE distal, de maneira semelhante nos grupos controle (Figura 9A), Sal_6h
(Figura 9B) e LPS25_6h (Figura 9C). A partir desse antagonismo, as regressdes lineares no
grafico de Schild (Figura 9D) produziram valores de pA: similares (29,0, ver Tabela 3), com
inclinacbes nao diferentes da unidade tedrica. A afinidade encontrada para o prazosin foi
consistente com a participacao de a4-ARs, indicando que mesmo no epididimo inflamado, os

a1-ARs estado envolvidos nas contragdes induzidas pela noradrenalina.
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Figura 9 — Curvas concentragédo-resposta (CCRs) a noradrenalina na auséncia e presenga de concentragdes crescentes de prazosin (3 — 100 nM) em ductos
da CE distal dos grupos de grupos Controle (A), Sal_6h (B), LPS25_6h (C). As regressbes de Schild para este antagonismo s&o apresentadas em D. Cada
simbolo representa a média £ epm de 4-9 experimentos diferentes.
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Concentragoes crescentes de RS 100329 (de 1 — 30 nM), um antagonista a1a-seletivo

(quidetopharmacology/rs-100329, disponivel em: <http://www.guidetopharmacology.org>),

produziu deslocamento a direita nas CCRs a noradrenalina (Figura 10). Um antagonismo
insuperavel foi observado nas concentragdes de 10 e 30 nM, que reduziram a Emax a
noradrenalina nos grupos controle (Figura 10A), Sal_6h (Figura 10B) e LPS25 6h (Figura
10C).

No grafico de Schild (Figura 10D) as inclinagdes n&o foram diferentes da unidade
tedrica em todos os grupos. Apesar disso, a poténcia estimada para o RS 100329, a partir do
primeiro “log (CR-1)” positivo, em CE distal de ratos tratados com LPS foi estatisticamente
menor (~2 vezes) daquela de ratos tratados com salina (pA2 sa_sn = 9,12 + 0,22 vs pAz Lps25_6h
= 8,76 £ 0,09, p<0,05) (Figura 10E; Tabela 3), sugerindo uma diminuigdo da participagéo dos
a1a-ARs na contragdo da CE distal e o envolvimento de outro(s) subtipos(s) na contracao
induzida pela noradrenalina. Ja as poténcias do antagonista na CE distal de ratos controle e
salina foram semelhantes (pA2 controle = 9,35 £ 0,05 vs pA2 sai 6h = 9,12 £ 0,22, p<0,05) (Figura
10E; Tabela 3), indicando que valores de pA; obtidos para o RS 100329 na CE distal dos
grupos Controle e Sal_6h s&o consistentes com a ativagao de aia-ARs nas contragbes
induzidas pela noradrenalina (Tabela 3) e que o resultado observado no LPS25 6h n&o foi

decorrente do procedimento cirurgico de indugao da epididimite.
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Figura 10 — Curvas concentragdo-resposta (CCRs) a noradrenalina na auséncia de presenca de concentragbes crescentes de RS 100329 (1 — 30 nM) em
ductos da CE distal dos grupos Controle (A), Sal_6h (B), LPS25_6h (C). As regressdes de Schild para este antagonismo sao apresentadas em D, e os valores
de pAz no grafico de dispersdo em E. Cada simbolo representa a média + epm de 5-8 experimentos diferentes. * significa Emax estatisticamente diferente
(p<0,05, ANOVA, pés-teste de Bonferroni). # Estatisticamente diferente do grupo Sal_6h (p<0,05, ANOVA, poés-teste de Bonferroni).
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A Figura 11 mostra o efeito do antagonista aip-seletivo BMY 7378

(quidetopharmacology/bmy-7378, disponivel em: <http://www.guidetopharmacology.org>)

nas contragdes induzidas pela noradrenalina. Nos grupos controle (Figura 11A) e Sal_6h
(Figura 11B), as CCRs a noradrenalina foram competitivamente antagonizadas pelo BMY
7378, gerando regressdes no grafico de Schild (Figura 11D) nao diferentes de 1,0, e
produzindo valores de pA. semelhantes (27,0, ver Tabela 3), consistentes com a participagéo
de a1a-ARs nas contracbes mediadas pela noradrenalina na CE distal desses grupos
experimentais, uma vez que valores de pA; maiores s&o esperados caso haja participacéo de
a1p-ARs.

Por outro lado, na CE distal de ratos tratados com LPS, baixas concentracdes de BMY
7378 (3 — 300 nM) promoveram deslocamento a direita nas CCRs a noradrenalina (Figura
11C). No grafico de Schild (Figura 11D), a inclinagdo da reta na regressdo para este
antagonismo foi menor que a unidade tedrica (Tabela 3), indicando o envolvimento de uma
populagédo heterogénea de a1-ARs mediando as contragdes da noradrenalina. Mais ainda, a
alta poténcia estimada para o BMY 7378 (pA2 = 8,7, ver Tabela 3) foi consistente com o
envolvimento de a1p-ARs nas contragdes mediadas pela noradrenalina na CE distal

inflamada.
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Figura 11 — Curvas concentragdo-resposta (CCRs) a noradrenalina na auséncia de presenga de concentragdes crescentes de BMY 7378 (3 — 3000 nM) em
ductos da CE distal dos grupos Controle (A), Sal_6h (B), LPS25_6h (C). As regressdes de Schild para este antagonismo sao apresentadas em D. Cada simbolo
representa a média + epm de 5-8 experimentos diferentes.
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Tabela 3 — Estimativas de poténcia (pA2) ou afinidade (pKs) dos antagonistas seletivos contra as contra¢des induzidas pela noradrenalina na CE distal de rato.

As estimativas de afinidade e inclinagao foram derivadas do grafico de Schild

Prazosin
Controle
Grupo | Sal_6h
LPS25 6h
RS 100329
Controle
Grupo | Sal_6h
LPS25_6h
BMY 7378
Controle
Grupo | Sal_6h
LPS25 6h

pK; PAz/ pKs*
pKs / pA2 Inclinagao oA  O4B 04D Ref OUA ouB oD Ref
9,63 997 9,77 ab,c 9,01 9,38 9,61 a,c
8,92 £ 0,06 1,10 £ 0,10 (0,88 — 1,33)
8,90 + 0,10 1,23 £ 0,17 (0,86 — 1,60)
8,94 + 0,14 146 +0,23 (0,97 — 1,95)
9,60 7,50 7,90 a 9,60 7,80 7,90 a
9,33+ 0,04 1,06 + 0,07 (0,92 —1,21)
9,04 £ 0,05 1,03+ 0,11 (0,80 — 1,26)
8,73 +0,08* 1,09 + 0,21 (0,64 — 1,54)
7,04 6,92 8,59 c 7,03 6,53 8,50 c
7,09 + 0,05 0,87 + 0,07 (0,73 — 1,01)
6,95 + 0,03 0,98 + 0,07 (0,85 -1,12)
8,70 £ 0,07 0,67 £0.12 (0.42 - 0.93)

Dados representam a média = epm (pKs e pAz) ou média e intervalo com 95% de confianga de 4-9 experimentos diferentes. * significa diferenca estatisticamente
significante vs grupo Sal_6h (p <0,05, teste t de Student). #Valores médios de pKi ou pAz / pKs retirados da literatura: @Williams et al. (1999); PBremner et al.

(2000); °Nojimoto et al. (2010).
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5.2.1 Avaliagao da participagao dos a.1p-ARs na contragao da CE distal inflamada

pela buspirona

Para melhor investigar esse envolvimento do a1p-ARs nas contracées da CE distal
com epididimite, foram realizadas CCRs a buspirona, a qual ativa seletivamente a1p-ARs
(Eltze et al., 1999), na auséncia e presenca de BMY 7378 30 nM (Figura 12). Na CE distal
tratada com LPS, a buspirona foi 3 vezes mais potente em relagdo ao tratado com salina
(Figura 12A, 12D; Tabela 4). Além disso, o BMY 7378 30 nM deslocou cerca de 15 vezes a
CCR a buspirona na CE distal de epididimo inflamado (Figura 12C; Tabela 4), produzindo um
pA: estimado de 8,67+0,15. Este valor é consistente com a ativagao de a1p-ARs e fornece
suporte experimental ao envolvimento dos a.1p-ARs na contragdo do musculo liso da CE distal
inflamada. Na CE distal tratada com salina, o antagonista BMY 7378 nao foi capaz de deslocar

a CCR a buspirona (Figura 12B; Tabela 4).

Tabela 4 — Valores da poténcia (pECso) a buspirona na auséncia e presenga de BMY 7378 em animais

Sal_6h e com epididimite

pECso a buspirona (média + epm)

[BMY 7378], nM Sal_6h LPS25_6h
0 4,3620,15 4.93+0,15*
30 4,130,14 3,7240 14*

# significa estatisticamente diferente de Sal_6h na auséncia de BMY 7378. * significa estatisticamente
diferente de LPS25 6h na auséncia de BMY 7378. ANOVA, pds-teste de Bonferroni, p<0,05.
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Figura 12 — Curvas concentragéo-resposta (CCRs) a buspirona na auséncia (A) e presenca de BMY 7378 30 nM em ducto de CE distal grupos Sal_6h (B) e
LPS25_6h (C). Os valores de pECso sdo comparados no grafico de dispersao (D). Cada simbolo representa a média e a linha vertical, quando maior que o
simbolo, o epm de 4 diferentes experimentos. Os valores de pECso € Emax para buspirona foram baseados no ajuste de Emax pela regressdo néo-linear do
GraphPad Prism 5.01. * Significa estatisticamente diferente da pECso obtida para a buspirona na auséncia de BMY 7378 no grupo LPS25_6h (p <0,05, teste ¢
de Student).
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5.3 Avaliacao da contragdo mediada por a41-ARs ap6s a exposi¢ao in vitro de segmento

da CE distal ao LPS

Uma vez identificada a co-participacédo dos a1p-ARs na contragdo do musculo liso da
CE distal inflamada, perguntou-se: poderia a ativagdo do NFKB, como parte da sinalizagao do
TLR4, ter algum papel nessa alteragcao a1a/a1p-ARs? Para buscar responder a essa pergunta,
utilizou-se um modelo de inflamagao induzido por exposi¢ao ao LPS in vitro.

Na Figura 13, é apresentado o efeito da exposicao in vitro ao LPS em CE distal sobre
CCRs para a noradrenalina. Em segmentos expostos ao LPS, as CCRs a noradrenalina foram
deslocadas a direita pelo BMY 7378 30 nM (Figura 13A), produzindo um pA: = 8,44+0,06,
consistente com participacao de a1p-ARs. Como o resultado observado foi semelhante ao
tratamento com LPS in vivo, possivelmente a participacdo aip-ARs induzida por LPS é
independente de fatores sistémicos. Em ductos expostos a solugdo salina (Figura 13B), o
antagonista BMY 7378 nao deslocou as CCRs a noradrenalina.

A fim de investigar o envolvimento da via inflamatéria dependente de NFKB nesse
processo, o PDTC 100 uM, um inibidor desse fator de transcrigao, foi utilizado no ensaio.
Interessantemente, em tecidos que foram incubados com PDTC previamente ao desafio com
LPS (Figura 13C), o BMY 7378 nao foi capaz de deslocar as CCRs a noradrenalina, indicando
que PDTC impediu a co-participagdo de aip-ARs em CE distal exposta ao LPS, e que o fator
NFKB pode estar envolvido neste processo. Em tecidos que foram incubados com PDTC
previamente a solugéo salina, o BMY 7378 também n&o deslocou as CCRs a noradrenalina

(Figura 13D).
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Figura 13 — Efeito da exposigao in vitro ao LPS, pré-incubado ou ndo com PDTC, em curvas concentragdo-resposta (CCRs) a noradrenalina na auséncia e
presenga de BMY 7378 30 nM em ducto da CE distal dos grupos experimentais LPS300_4h (A), Sal_4h (B), PDTC.100 uM+LPS300_4h (C) e PDTC.100 uM
(D). Cada simbolo representa a media + epm de 3 diferentes experimentos.
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Adicionalmente, neste modelo de epididimite in vitro analisamos a ag¢ao da
oximetazolina (Figura 14A), um agonista seletivo de a1a-ARs (Minneman et al., 1994). No
segmento exposto ao LPS, a oximetazolina apresentou uma poténcia ~6 vezes menor (Figura
14B) em relagéo ao segmento exposto a salina (pECso sai an = 7,00 £ 0,12 vs pECso Lps300_4h =
6,22 + 0,25, p<0,05, teste t de Student), indicando diminuigdo da participagao contratil dos
a1a-ARs na contracao.

Considerando que os resultados funcionais apontaram para essa a heterogeneidade
funcional o1a-/oip-ARs na CE distal inflamada, perguntou-se: poderia essa a alteracao
funcional a1a-/a1p-ARs na CE distal inflamada ser consequéncia de mudangas na expressao
dos subtipos do receptor em niveis de transcrito e/ou proteina? Para responder a esse

questionamento, foram realizados ensaios de binding e RT-PCR em tempo real.
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Figura 14 — Curvas concentragdo-resposta (CCRs) para a oximetazolina em ducto de CE distal grupos Sal_4h (O) e LPS300_4h (®) (A). Os valores de pECso
extraidos das CCRs sdo comparados em grafico de dispersao (B), representando o efeito da exposigao in vitro ao LPS sobre a poténcia da oximetazolina. Nas
CCRs, a Emax para a oximetazolina foi normalizada para a Emax para a noradrenalina. Cada simbolo representa a média £ epm de 4 experimentos diferentes. *
indica diferenca estatisticamente significante em comparagéo aos grupos Sal_4h (teste t de Student, p<0,05).
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5.4 Avaliacao da expressao relativa de transcritos de a1-ARs na CE distal de rato com

epididimite in vivo

Utilizando PCR em tempo real, avaliamos a expressao relativa dos transcritos para os

a1a-ARs (Figura 15A), a1s-ARs (Figura 15B), a.ip-ARs (Figura 15C) e para GRK2 (Figura 15D).

A epididimite induzida por LPS nao alterou a expressao relativa desses transcritos na CE distal

6 h ap6s o estimulo (Figura 15).
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Figura 15 — Expressao relativa dos adrenoceptores-a1a, Adrata (A), as, Adra1b (B) e aip, Adra1d (C)
em CE distal de ratos Sal_6h e LPS25 6h. Os dados foram normalizados para seu controle interno
(Ppia) e expressos como valores relativos de seu grupo de controle de solugdo salina (Sal_6h). Os
resultados sdo expressos como média = epm de 7-9 diferentes experimentos realizados em duplicata.
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5.5 Avaliacao da expressao de a1-ARs na CE distal por experimento de binding

A expressao dos a1-ARs na CE distal com epididimite foi investigada por experimentos
de binding utilizando o [*H]-Prazosin em segmentos intactos da CE de rato. A ligagdo
especifica do [*H]-Prazosin foi determinada em curvas de saturagdo (Figura 16), produzindo
uma constante de dissociacdo em equilibrio (Kp) de ~300, ~320 e ~380 pM nos grupos
Controle, Sal_6h e LPS25_6h, respectivamente. Todos valores de Kp estimados para o [°H]-

Prazosin foram consistentes com a interacdo com a.1-ARs (Tabela 5).

O Controle
B Sal 6h

30

{ A LPS25 6h

Ligacéo especifica %
(fmol/mg de proteina)

0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

[3H] Prazosin, pM

Figura 16 — Binding do [®H]-Prazosin em segmentos intactos da CE distal de rato controle ou tratados
com salina ou LPS. Curvas de saturagdo da ligagédo especifica do [3H]-Prazosin. Dados representam
média + epm de 3 — 5 animais por grupo.



62

Tabela 5 — Densidade de receptores (Bmax) € afinidade (Kp) da ligacdo especifica do [3H]-Prazosin em

segmentos da CE distal intactos de rato nos diferentes grupos experimentais

Controle Sal_6h LPS25_6h
Bmax 11,69 + 2,41 21,08 + 4,60 17,30 £ 5,07
(fmol/mg de proteina)
Kb (pM) 320,1 £244,0 300,3£124,3 382,0 + 231,3

Dados representam média £ epm de 3 — 5 animais por grupo.

A ligacdo especifica do [*H]-Prazosin 350 pM foi completamente inibida pelos
competidores prazosin, RS 100329 e BMY 7378 na CE distal tratada com salina e LPS. Os
dados sdo apresentados de duas maneiras: na Figura 17, as curvas de inibicdo sdo
apresentadas por grupo experimental, enquanto na Figura 18 sdo apresentadas para cada
um dos competidores utilizados. As curvas de inibigdo da ligagéo especifica do [*H]-Prazosin
pelo ligante prazosin foi melhor ajustada para uma competicdo com um Unico sitio, com uma
estimativa de afinidade consistente com interagdo com a4-AR nos grupos controle, Sal_6h e
LPS25_6h (Figuras 17 e 18A).

De modo complexo, o RS 100329 apresentou perfis diferentes entre os grupos
experimentais. Nos grupos controle e salina, a curvas de inibicao pelo RS 100329 foram
monofasicas, enquanto que no grupo LPS a curva foi bifasica (p<0.05, teste F), discriminando
um sitio de alta afinidade (pKiHigh = 9,72) e um de baixa afinidade (pKiLow = 8,13) (Figuras 17
e 18B). O sitio de alta afinidade observado pelo RS 100329 no grupo LPS25_6h (=9,72) é
consistente com a interagdo com a1a-ARs, enquanto que o de baixa afinidade (=8,13) é
compativel com interacdo com as- ou aip-ARS.

Semelhantemente, a inibicdo da ligagao especifica pelo BMY 7378 foi melhor ajustada
por uma curva bifasica (p<0.05, teste F), discriminando um sitio de alta afinidade (pKi nign) €
um sitio de baixa afinidade (pKiLow) €m todos os grupos experimentais (Figuras 17 e 18C; ver
Tabela 6). Os valores de pK nigh obtidos para o BMY 7378 (=8,70) em todos os grupos

experimentais estdo de acordo com a interagdo de ap-ARs, enquanto os valores de pK Low
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(=6,80) sao consistentes com aia- ou a1s-ARs. Entretanto, a alta afinidade encontrada para o
RS 100329 indica que esse sitio de baixa afinidade seja possivelmente o a1a-ARs (Tabela 6).

Na Tabela 6, sdo apresentadas as constantes de dissociacdo em equilibrio dos
competidores prazosin, RS 100329 e BMY 7378, obtidas das curvas de inibicdo da ligacao

especifica do [*H]-Prazosin em segmentos da CE distal de rato.
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Figura 17 — Curvas de inibi¢do da ligagdo especifica ao [*H]-Prazosin 350 pM em segmentos intactos da CE distal de rato com os ligantes prazosin (seletivo
para a1), RS 100329 (seletivo para a1a) e BMY 7378 (seletivo para a.1p) em animais controle (A), salina (B) e LPS (C). Dados representam média + epm obtidos
com segmentos da CE distal de 3-6 ratos diferentes.
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Figura 18 — Curvas de inibigédo da ligacéo especifica ao [*H]-Prazosin 350 pM em segmentos intactos da CE distal de rato de animais controle (O), Sal_6h (H)
e LPS_6h (a) com os ligantes prazosin (A), RS 100329 (B) e BMY 7378 (C). Dados representam média £ epm obtidos com segmentos da CE distal de 3-6
ratos diferentes. Seta (<) representa o sitio de baixa afinidade ao RS 100329 identificado no grupo LPS25_6h.



66

Tabela 6 — Constantes de dissociagdo em equilibrio (pKi) do prazosin, RS 100329 e BMY 7378 derivadas das curvas de inibicdo da ligagdo especifica do

[3H]-Prazosin em segmentos intactos da CE distal de rato tratado com LPS

Controle Sal_6h LPS25 6h pK/#*
PKi High PKi Low PKi High PKi Low PKi High PKi Low o1a o4p g Ref
Prazosin 9,58 £ 0,08 -- 9,50 £ 0,05 -- 9,65 + 0,09 -- 9,53 9,97 9,77 a,b,c
RS 100329 9,63 + 0,05 -- 9,56 + 0,05 -- 9,95+£0,33 8,23+0,60 9,60 7,50 7,90 a

BMY 7378 8,87+0,15 6,92+0,35 8,99+0,14 6,49+0,37 8,99+0,27 7,03+0,38 7,04 6,92 8,59 c

Dados representam média + epm de 3-6 diferentes ratos. #Valores médios de pKi retirados da literatura: 2Williams et al. (1999); °Bremner et al. (2000); °Nojimoto
et al. (2010).
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6. DISCUSSAO

A epididimite aguda, causada por ascensao retrégrada de bactéria pelo trato
urogenital, & a causa mais comum de dor intraescrotal, de maneira que a condicao e sintomas
da epididimite resultam em impacto negativo no bem-estar do homem e na fertilidade
masculina (Trojian et al.,, 2009). O agente patogénico predominante dessa infecgcao
epididimaria é a Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa (Pilatz et al., 2015). Analise
ultrassonografica de pacientes com epididimite aguda detectou que o inchaco foi
predominantemente na cauda do epididimo (CE) (Pilatz et al., 2013), regidao onde tem sido
sugerido que as respostas imunoldgicas e inflamatérias sdo mais intensas (Michel et al.,
2015). Pesquisas usando modelos experimentais de epididimite tém focado em aspectos
morfoldgicos, imunolégicos e inflamatérios, enquanto alteragdes funcionais contrateis tém
sido apenas marginalmente consideradas. Considerando isso, € sabendo da importancia da
contracdo orquestrada pelo sistema simpatico no epididimo, utilizamos dois modelos
experimentais de epididimite em ratos, um in vivo e outro in vitro, para estudar o efeito da
resposta inflamatéria aguda induzida por LPS ultrapuro de E. coli na contragao mediada pelos
a:-ARs na CE.

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que a contragdo mediada pelos ou-
ARs no musculo liso da CE é mediada predominantemente pelo subtipo a1a (Pacini et al.,
2018). Nossos experimentos de contragdo iniciais indicaram uma maior poténcia a
noradrenalina em CE distal apds 6 h de tratamento intraductal com LPS, mostrando uma maior
sensibilidade ao agonista na CE distal com epididimite. Esse efeito rapido do LPS ja foi
observado em outros sistemas. Por exemplo, a endotoxemia induzida por LPS administrado
por via intravenosa (iv) produziu deslocamento a esquerda nas CCRs a fenilefrina e aumento
do Emax em artéria mesentérica superior de coelho 30 min apés o tratamento (Liang et al.,
2014). Considerando que estudos anteriores relacionaram a hipersensibilidade da
noradrenalina ou fenilefrina em situacbes envolvendo maior participagdo dos o1p-ARs

(Minneman et al., 1994; Taki et al., 2004) motivamo-nos a investigar a possivel participagcao
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desse receptor na contragao induzida pela noradrenalina na CE distal com epididimite
induzida por LPS.

O prazosin, um ligante com afinidades semelhantes entre os subtipos de a1-ARs, ou
seja, que nao faz distincao entre os subtipos de a1-ARs, antagonizou competitivamente as
CCRs para a noradrenalina em todos os grupos, com uma afinidade consistente com a.-ARs,
indicando que, mesmo na CE distal inflamada, as contragdes a noradrenalina sdo mediadas
por a1-ARs. O ligante BMY 7378, que apresenta uma seletividade de ~30 vezes para a1p-ARs
sobre 0s a1a- € as-ARs (Goetz et al., 1995), antagonizou as contragdes da CE distal inflamada
com alta poténcia, identificando o envolvimento dos a1p-ARs na contragdo do musculo liso
deste tecido. Interessantemente, esse antagonismo ocorreu de maneira nao-proporcional,
produzindo uma regressao de Schild menor que a unidade teérica e apontando para uma
populagéo heterogénea de a4-ARs (Kenakin, 1982) mediando a contragédo a noradrenalina no
musculo liso da CE distal inflamada. Estudo prévio demonstrou que os a1a-ARs s&o o subtipo
funcional na CE (Pacini et al., 2018), apesar dos a1p-ARs terem sido encontrados em nivel de
transcrito e/ou proteina na cauda do epididimo de rato adulto (Queiroz et al., 2002; Pacini et
al., 2018). Tomando isso em consideragao, nossos resultados indicam que os aip-ARS,
naturalmente quiescentes na funcao contratil, passam a participar da contragcdo do musculo
liso da CE distal inflamada por injecéo intraductal de LPS.

Conforme esperado, na CE distal de ratos nao-tratados e Sal 6h, o RS 100329, um
antagonista competitivo com seletividade a1a de ~50 vezes em relagdo a ap (Williams et al.,
1999) apresentou poténcia consistente com a participagdo funcional de o1a-ARs.
Contrariamente, o RS 100329 indicou uma participagdo mitigada dos a1a-ARs na resposta
contratil do musculo liso da CE distal inflamada, uma vez que a poténcia estimada para esse
antagonista diminuiu quando comparada a obtida em CE distal controle. Dessa forma, é
razoavel considerar que o antagonismo do RS 100329 complementa a evidéncia suscitada

pelo antagonismo do BMY 7378, sustentando a hipétese de uma populagao heterogénea oua-
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/ a1p-ARs mediando as contragdes induzidas pela noradrenalina no musculo liso da CE distal
com epididimite.

Apesar de inesperado para um antagonista competitivo classico, para o qual deve ser
observado diminuigcdo de poténcia do agonista com preservagdo do Emax, 0 RS 100329
apresentou um antagonismo insuperavel (intransponivel). Isso pode ser resultado de uma
situagdo de hemi-equilibrio (Kenakin et al., 2006), onde ha uma lenta dissociagdo do
antagonista do receptor e o curto periodo de tempo necessario para o registro da contragao
é insuficiente para a reocupacdo do receptor pela noradrenalina, produzindo como
consequéncia a redugao na resposta maxima.

Adicionalmente, os resultados com a oximetazolina, um derivado imidazdlico com
atividade agonista de moderada seletividade para a1a-ARs (Minneman et al., 1994), e com a
buspirona, uma azaspirona que é agonista parcial dos receptores 5-HT1a € que demonstrou
agonismo seletivo no a1p-ARs (Eltze et al., 1999), suportam o envolvimento dos a1p-ARs nas
contracdes induzidas pela noradrenalina no musculo liso da CE distal com epididimite. Além
da CE distal tratada com LPS ter sido mais sensivel (~3 vezes) a buspirona, suas contragées
foram potentemente antagonizadas pelo antagonista BMY 7378, possivelmente devido a
maior participagao funcional do subtipo de a1p-ARs. De modo semelhante, Kamikihara et al.
(2007) também observaram um aumento na poténcia da buspirona (~4 vezes), detectando
um aumento do componente oip-ARs em artéria caudal de ratos reserpinizados. Na
epididimite in vitro, um modelo que se correlacionou bem com a epididimite in vivo, a CE distal
exposta ao LPS foi menos sensivel a oximetazolina, indicando menor participagdo dos a.a-
ARs na contragdo do musculo liso deste tecido. Em conjunto, esses efeitos observados
apontam para um aumento da participacéo de a1p-ARs, em detrimento do envolvimento de
a1a-ARs na CE distal inflamada. Em seguida, perguntamos se essas alteragdes funcionais
poderiam ser consequéncia de modificacdes da expressdo em nivel de transcrito e/ou de

proteinas dos a1-ARs?
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Em ensaios de RT-qPCR observamos aumento na expressao de //1b, confirmando a
epididimite in vivo, de acordo com o previamente relatado (Silva et al., 2018). Em linha com
esse dado, IL-1p foi dosada pulméo, figado e rim de ratos com endotoxemia sistémica
induzida por LPS (iv), e a maior concentragéo dessa citocina foi encontrada 6 h apos a injegéao
do LPS, em comparagdo com 12 h e 24 h (Bucher et al., 2003). A expressao relativa dos
transcritos para os subtipos de a1-ARs (Adrala, Adralb e Adra1d) nao foram alterados
durante a epididimite, pelo menos considerando 6 h apdés o tratamento com LPS,
diferentemente de alguns estudos anteriores que abordaram a expressdo dos a-ARs em
condigbes de injurias em outros sistemas. Por exemplo, a desnervag¢ao quimica com reserpina
induziu um aumento do transcrito Adrald em artéria caudal de rato (Taki et al., 2004;
Kamikihara et al., 2007), enquanto a vasoplegia causada por choque séptico diminuiu os
transcritos Adrald na aorta de camundongo (Kandasamy et al., 2015). Apesar de nao
detectarmos alteracdes na expressdo de mRNA para os subtipos de a-ARs, estudos futuros
devem investigar se ha ou ndo regulagéo na transcrigdo dos genes que codificam os a4-ARs
em periodos de tempo diferentes daquele utilizado neste estudo (6 h). Isso porque diferentes
expressoes de a1-ARs foram encontradas de acordo com o tempo em artéria mesentérica
superior de coelho, em um modelo de endotoxemia induzida por LPS (Liang et al., 2014).

Além disso, Kandasamy et al. (2015) também observaram aumento na expressao de
mMRNA da GRK2 (Adrbk1), em anéis de aorta de camundongos sépticos, 7 dias apds a indugao
da sepse por ligadura e pungéo do ceco. A proteina fosforiladora GRK2, conhecida pela sua
relagdo com a dessensibilizagéo e internalizagdo de GPCR apés a ativagéo do receptor pelo
agonista (Ferguson, 2001), tem sido considerada um importante modulador de respostas
inflamatérias, condicdo onde a expressao ou funcdo dessa proteina estd aumentada,
sugerindo a GRK2 como potencial alvo para tratamento de algumas doencas (Han et al.,
2018). Nossos resultados indicaram que a epididimite induzida por LPS nao modificou a
expressao de GRK2, entretanto vale destacar que outros periodos, bem como a fungao desta

proteina devem ser investigados em estudos futuros. Portanto, considerando os resultados
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de RT-gPCR, optamos por investigar se potenciais mudangas nos niveis proteicos dos ou-
ARs poderiam estar ocorrendo de maneira independente dos niveis de mRNA para esses
alvos.

Curvas de saturagdo mostraram densidade de o4-ARs e afinidade ao [*H]-Prazosin
semelhantes entre os grupos experimentais. Curvas de competicdo em resposta ao
radioligante [*H]-Prazosin quando utilizado o ligante ndo-marcado prazosin foram
monofasicas e produziram valores de pK, consistentes com a interagcdo com a4-ARs na CE
distal de rato controle e tratado com salina e LPS. Curvas de competicdo para o BMY 7378
foram melhor ajustadas para curvas bifasicas; o sitio de alta afinidade indica uma interagéo
desse ligante com aip-ARs € o de baixa afinidade com a1a- ou aiis- ARS, nos grupos controle,
conforme ja observado por Pacini et al. (2018), salina e LPS.

Na CE de ratos, estudos anteriores utilizaram como ligantes oia-seletivos nao-
marcados o 5-metil-urapidil (Queirdz et al., 2002) e RS 100329 (Pacini et al., 2018), revelaram
que aa- € ap-ARs sao expressos em densidade similares (Pacini et al., 2018). No presente
trabalho usamos o RS 100329, que identificou sitios de alta e baixa afinidade no grupo LPS,
mas nao nos grupos controle e salina. As afinidades calculadas das curvas monoféasicas de
sitio unico para o0 RS 100329 nos grupos controle e salina foram consistentes com a interacao
com a1a-ARs, indicando, também, que o sitio de baixa afinidade observado para o BMY 7378
nesses grupos é provavelmente o a1a-ARs. Por outro lado, no grupo LPS a curva bifasica para
o RS 100329 identificou uma populagao heterogénea de a1-ARs; o sitio de alta afinidade foi
consistente com a interagcdo com a1a-ARs € 0 de baixa afinidade com ag- ou aip- ARs. De
maneira similar, estudo prévio realizou curvas de inibigao com o RS 100329 em ducto
deferente de ratos submetidos a simpatectomia quimica pela 6-OH-dopamina, sendo que em
umas das curvas foi identificado um perfil bifasico com dois sitios de ligagao, apesar do total
de experimentos ter melhor se ajustado ao modelo monofasico (Cleary et al., 2004). Assim,
essa discriminacao de uma populagao heterogénea no grupo LPS, mas ndo nos grupos

controle e salina, é possivelmente uma caracteristica do tecido em questédo, e ndo do RS
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100329. Em artéria caudal de ratos apds a desnervagao quimica com reserpina, uma indugao
de a1p-ARs foi identificada, pois a curva de competicdo para o BMY 7378 produziu um
componente de alta afinidade quando comparada com a curva monofasica para ratos nao
desnervados; além disso, foi também detectada uma reducdo de aa-ARs devido a uma
diminuig¢ao do sitio de alta afinidade do KMD-3213 (competidor a1a-seletivo) em ratos tratados
(Taki et al., 2004). Portanto, as curvas de competicao na CE distal com o BMY 7378 indicaram
populacdes semelhantes de a1p-ARs em todos os grupos experimentais, entretanto curvas
com o RS 100329 com CE distal inflamada identificaram um sitio de alta afinidade (a1a-ARS)
e um de baixa afinidade (mais provavelmente a1p-ARS).

A alta poténcia do BMY 7378 foi também observada no modelo de exposicdo de
segmentos de CE distal ao LPS durante 4 h in vitro. Portanto, a co-participagdo de a1p-ARs
induzida por LPS foi comparavel em ambos os modelos (in vivo x in vitro) e, além disso, indicou
que a heterogeneidade funcional de a1-ARs induzida por LPS foi independente de resposta
sistémica, pelo menos no contexto de avaliagdo da contragdo. Assim, dispostos a elucidar se
a ativacdo do NKFB, como parte da sinalizacdo do TLR4, esta relacionada com essa
plasticidade dos a1-ARs, o modelo in vitro foi explorado. De fato, a inibicdo do fator de
transcricao NFKB pelo PDTC impediu a co-participacao dos a1p-ARs na CE distal exposta ao
LPS, uma vez que em segmentos pré-incubados com PDTC as contragdes para a
noradrenalina nao foram antagonizadas pelo BMY 7378 em baixa concentragdo. Isso revelou
que a co-participacado de ap-ARs induzida por LPS na contragdo da CE distal depende do
NFKB e, provavelmente, de outros genes cuja transcrigdo depende deste fator de transcrigéo,
como citocinas e outros mediadores inflamatdrios. Entretanto, a seletividade desse inibidor
farmacoldgico deve ser também questionada, uma vez que o PDTC pode ter diferentes alvos
como protedlise dependente de proteassoma IkB-ubiquitina ligase (Hayakawa et al., 2003) e
ERK (Chung et al., 2000). Pelo menos ao nosso conhecimento, informacdes sobre sua
seletividade ainda sdo ausentes. Assim, as concentracdes escolhidas normalmente baseiam-

se em estudos anteriores que reportam a efetividade do PDTC em inibir o NFKB, ja que a
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janela de seletividade do ligante com outro(s) alvo(s) ainda é elusiva. Como suporte, estudos
futuros com outros inibidores (QNZ, por exemplo) ou estratégias de silenciar o NFKB sao
importantes. Outra abordagem que merece ser mencionada é remoc¢ao do epitélio da CE distal
(utilizando Triton X-100, por exemplo) (Mewe et al., 2007), a fim de elucidar uma possivel
dependéncia entre os eventos observados no musculo liso com mediadores oriundos do
epitélio na circunstancia inflamatéria.

Sumarizando, em estudos de contracdo, agonistas e antagonistas seletivos
identificaram um componente funcional de a1ip-ARs com envolvimento diminuido de a1a-ARs
na CE distal com epididimite induzida por LPS, porém sem alteracédo dos transcritos para os
subtipos de a1-ARs e para GRK2, conforme demonstrados nos ensaios de RT-gPCR. Em
paralelo ao achado em estudos funcionais, no contexto de andlise da proteina, ensaios de
binding indicaram um aumento da populacdo do subtipo aip na CE distal inflamada.
Interessantemente, nossos estudos de contragdo com segmento de CE distal incubada com
LPS (epididimite in vitro) indicaram que a resposta de co-participagdo dos a1p-ARs foi local e
que parece ser dependente do NFKB. Esses achados sugerem uma complexa regulagao dos

a1-ARs na CE distal em um contexto de perturbagéo inflamatéria (Figura 19).
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Figura 19 — Modelo de trabalho proposto demonstrando os efeitos fisiopatoldgicos da epididimite
induzida por LPS sobre os a1-ARs. No epididimo normal (esquerda), o subtipo a1a € funcionalmente
responsavel pela contragcdo do musculo liso da CE. Na CE distal apos o tratamento com LPS (direita),
uma populagao heterogénea de a1-ARs foi identificada, de modo que a co-participagdo a1p-ARs foi
NFKB-dependente.

Em circunstancias inflamatodrias e estressoras, ha um aumento de noradrenalina e/ou
adrenalina (Roupe van der Voort et al., 2000; Kandasamy et al., 2015), e o estimulo agonista
pode ocasionar internalizacao de GPCRs. Alternativamente, é proposto que receptores em
compartimentos intracelulares podem ser transferidos para a membrana, contribuindo para
uma rapida upregulation em condi¢des fisiolégicas e fisiopatolégicas (von Zastrow et al., 1993;
Hirasawa et al., 1997). Em células HEK-293, a maior parcela de aip-AR é expressa em
compartimentos intracelulares, embora exista alguma expressdo do aip-AR na superficie
celular (Chalothorn et al., 2002; Hague et al., 2004), diferentemente dos outros subtipos,
atribuindo ao a1p-AR uma caracteristica atipica. Mais ainda, a internalizacido mediada por
agonista foi detectada para os aa- € as-ARS, mas nao para os a1p-ARs (Chalothorn et al.,
2002; Perez-Aso et al., 2013). Além disso, houve diminuigdo da proteina a1a-AR em artéria
mesentérica superior de coelho apds 4 h da infuséo intravenosa de LPS; interessantemente,

o antagonismo de IL-13 com IL-1ra atenuou esse decréscimo dos a1a-ARs induzido pela
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endotoxemia, contribuindo para o entendimento da vasoplegia na sepse (Liang et al., 2014).
Em nossos estudos, na CE distal tratada com LPS observamos diminuicdo da participagao
funcional dos a.1a-ARSs, mas ndo de sua expressao ou densidade. Isso pode ser decorrente de
algum outro tipo de regulacao do a1a-AR, da escala de tempo investigada ou da limitacédo e/ou
variabilidade da técnica (binding) que utilizamos para essa finalidade. Diferentemente dos
nossos resultados, outros estudos demonstraram que citocinas proé-inflamatérias em resposta
ao NFKB promoveram diminuigdo na expressao dos trés subtipos de a4-ARs, e a inibicdo do
fator de transcricao atenuou consideravelmente essa downregulation dos a1-ARs mensurada
em varios orgaos, como rim, figado, pulmao e coracao (Bucher et al., 2003; Schmidt et al.,
2009). Em contrapartida, ao considerar a perturbacdo de uma desnervagédo, o método de
binding com segmento de tecido apontou uma indugéo de a1p-ARs e uma reducao de aua-
ARs em artéria caudal de rato reserpinizada (Taki et al., 2004).

Notavelmente, as expressdes e populacdes de o1-ARs variam de acordo com as
circunstancias, métodos e tecidos e, ndao muito incomum, com resultados conflitantes.
Entretanto, langam possibilidades para compreensao da sinalizagdo dos a.1-ARs e do efeito
da epididimite induzida por LPS sobre a contracido do musculo liso da CE distal de rato. Dessa
forma, propomos que nessa condicado inflamatéria da CE distal, a noradrenalina estaria
aumentada e, somada a agao de citocinas cuja expressao € aumentada de forma dependente
de NFKB, levaria a uma inativacao / internalizacdo de a1a-ARs que ndo fomos capazes de
detectar na escala de 6 h ou por causa de alguma limitacdo da técnica de binding, mas
detectamos a diminui¢cao da participagao funcional deste subtipo na CE distal inflamada. Por
outro lado, os a1p-ARs, suposta e majoritariamente em espacgo subcelular, seriam recrutados
para a membrana por um mediador dependente de NFKB (ou que pelo menos € inibido pelo
PDTC), explicando o envolvimento desse subtipo na contragéo da CE distal inflamada.

Considerando o importante papel da testosterona para o desenvolvimento do
epididimo e o impacto de andrégenos na expressédo e fungdo dos a4-ARs (Pupo, 1998;

Mendes et al., 2004), poderiamos questionar se a heterogeneidade de aia/aip-ARs na CE
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distal inflamada é resultado de alguma alteragdo do nivel de testosterona potencialmente
causada pelo LPS. Contudo, estudo prévio com epididimite induzida por injecao intraductal de
LPS demonstrou que os niveis plasmaticos de testosterona nao estavam alterados 1, 7 e 15
dias apos o tratamento com a endotoxina (Silva et al., 2018), indicando que a plasticidade de
a1-ARs possivelmente nao foi dependente desse horménio.

Presumivelmente, os a1g-ARs poderiam ser investigados em nossos ensaios. Um dos
possiveis antagonistas que poderia ser utilizado seria a cloroetilclonidina (CEC), um ligante
que alquila a1g-ARs, mas também a1p-ARs, com cinética maior em relagédo ao a.1a-ARs (Xiao
et al., 1998). No entanto, em razao do tempo de incubacgao do ligante requerido para ensaio
de binding, a CEC poderia alquilar todos os subtipos de adrenoceptores acessiveis
independente do subtipo (Hirasawa et al., 1997). O L-765,314, um ligante com razoavel
seletividade para o1-ARs em relagdo a wia-ARs (aus/oia), também poderia ser
alternativamente utilizado para investigar os a.1s-ARs na CE distal inflamada, porém apresenta
uma baixa relacdo de afinidade aus/aip (~10 vezes) (Patane et al., 1998). Em conjunto, o
limitado numero de ligantes a1g-seletivos ndo permitiria uma discriminagdo decisiva deste
subtipo nos sistemas e circunstancias aqui estudados.

E sabido que fibras simpaticas fornecem inervacéo para todas as regides do epididimo,
e que a CE € mais densamente inervada em relagcao as regides proximais (Ricker, 1998),
controlando as contragdes do musculo liso do ducto epididimario principalmente por a1-ARs
(Ventura et al., 1991). Consistentemente, alteragdes no sistema simpatico podem interferir no
tempo de transito de espermatozoide. Por exemplo, a simpatectomia quimica induzida por
guanetidina (6,25 mg/kg) provocou um atraso no transito espermatico (Kempinas et al.,
1998b), enquanto que a sibutramina (10 mg/kg), um inibidor nao-seletivo da recaptacao de
noradrenalina e serotonina com efeito simpatomimético, acelerou o transito (Bellentani et al.,
2011), sugerindo que, além de regular a emissdo seminal, neurotransmissores simpaticos
estdo envolvidos no transito espermatico. Silva et al. (2018) reportaram que a epididimite

aguda induzida por LPS diminuiu o tempo de transito na cabega/corpo 7 dias apds a injegao
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intraductal da endotoxina, enquanto que na CE a aceleracio foi detectada 1, 7 e 14 dias apds
o tratamento com LPS. Considerando o exposto acima, essas observagdes poderiam estar
relacionadas a sinalizagdo simpatica pos-sinaptica na CE?

Usando o mesmo método de indugao de epididimite, nossos resultados indicaram uma
populagdo heterogénea de a1-ARs, composta de aia- € aip-ARS, envolvidas na contragéo da
CE distal. Apesar de termos selecionado uma escala de 6 h apds o tratamento com LPS,
propomos que as fases iniciais da inflamacao induz essa plasticidade de a1-ARs, contribuindo
para elevacgao do tonus da CE e, em paralelo, explicando a aceleragcao duradoura e intensa
observada na CE por (Silva et al., 2018). Em um outro modelo de epididimite em camundongo,
trés dias apos a injecao intraductal de bactéria E. coli uropatogénica a camada de musculo
liso na CE distal ficou mais espessa, e regides contiguas demonstraram uma diminui¢cao do
ducto epididimario, provavelmente restringindo a ascensdo de bactérias para regides
proximais (Stammler et al., 2015). Consonante a isso, sugerimos que a heterogeneidade de
a1-ARs durante a fase inicial da inflamagao induzida por LPS de E. coli possivelmente contribui

para a contracdo do ducto, evitando a ascensdo ou até mesmo expulsar da ameacga do 6rgéo.
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7. CONCLUSAO

Em conclusao, nossos resultados mostram que na fase aguda da epididimite induzida
por LPS ha alteracdo dos subtipos de a4-ARs funcionais na CE distal, correlacionando-se
com: i) a hipersensibilidade noradrenérgica; ii) um efeito independente de respostas
sistémicas, porém iii) dependente da sinalizacdo de NFKB.

Em conjunto, propomos que essa populagao heterogénea de a4-ARs pode levar ao
aumento da constricdo do ducto epididimario e, dessa forma, prover um mecanismo de
resposta protetora da CE para evitar a ascensao bacteriana para regides proximais do
epididimo e com a aceleragao do transito de espermatozoides, previamente descritas.

Este trabalho contribui para entendimento da complexa rede de sinalizagao ativada
pelos a1-ARs e para o entendimento do impacto de eventos das fases iniciais da inflamagao

durante a epididimite e na fertilidade masculina.
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ABSTRACT

Serotonin [5-hydroxytryptamine (5-HT)] exerts multiple central
and peripheral functions. High concentrations of 5-HT have
been found in the epididymis, a ductal organ that plays piv-
otal roles in sperm transport and maturation. The contraction
of the epididymal smooth muscle is essential for sperm trans-
port and emission during ejaculation. The contributions of
the epididymal 5-HT system to these events are poorly under-
stood. Here, we assessed the contractile function of 5-HT in
the rat cauda epididymis (CE), pharmacologically targeting
the receptor(s) and the reuptake mechanism involved in this
system. Segments of CE duct from adult Wistar rats were set up
in an organ bath system for isometric tension recordings, and
concentration-response curves to 5-HT and norepinephrine
were obtained. 5-HT elicited concentration-dependent contrac-
tions of the CE duct (pECso = 6.5 + 0.1) that were potentiated

with high potency by the norepinephrine transporter (NET)
inhibitor desipramine and with low potency by the highly
selective serotonin transporter inhibitor paroxetine, indicating
that the NET is the major mediator of 5-HT reuptake in vitro. CE
contractions to 5-HT were antagonized by the «4-adrenoceptor
(@1-AR) antagonist prazosin (pA, = 8.9), 5-HT»a/0c antagonists
ketanserin (pA, =~ 9.4) and fluoxetine (pA, = 7.4), and 5-HT4a
ligands WAY 100635 (pA, =~ 8.9) and buspirone (pA, = 7.3).
Reverse transcriptase polymerase chain reaction analysis dem-
onstrated that 5-HT,5 and 5-HT,a transcripts are highly abun-
dant in the cauda epididymis, whereas 5-HT ¢ transcript was not
found. Altogether, our results reveal that contractions of the CE
duct to 5-HT encompasses at least activation of «1-ARs and
5-HT4a and 5-HT,a receptors, providing new insights into the
roles of 5-HT on the epididymal function.

Introduction

Serotonin [5-hydroxytryptamine (5-HT)] is a largely distrib-
uted biogenic monoamine exerting several effects in both
neuronal and non-neuronal tissues. In the central nervous
system 5-HT controls behavioral processes and other func-
tions such as emesis, body temperature, ejaculation, and
circadian rhythms (Berger et al., 2009). Outside the central
nervous system 5-HT is involved in a number of functions,
such as vasoconstriction, nociception, intestinal motility and
secretion, platelet aggregation, uterine smooth muscle con-
traction, among others (Hoyer et al., 1994; Berger et al., 2009).
This myriad of actions of 5-HT are mediated by interactions
with 14 different 5-HT receptors, which are classified into
seven families (5-HT;_7). All 5-HT receptors are metabotropic
seven transmembrane domain receptors (or G protein-coupled
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receptors) (Alexander et al., 2017a), with the exception of
5-HT3, which is an ionotropic (cation-permeable) receptor
(Alexander et al., 2017b). The variety of 5-HT receptor sub-
types reflects the extraordinary biologic relevance of 5-HT as a
neurotransmitter, as well as a paracrine and autocrine signal-
ing molecule.

Concerning the metabotropic 5-HT receptors, the 5-HT; and
5-HT, classes are comprised of five (5-HT:a, 18, 1D, 1E, 1F)
and three (5-HT2, g, 2c) subtypes, respectively (Hannon and
Hoyer, 2008; Alexander et al.,, 2017a). In agreement with
the widespread distribution of 5-HT receptors, the 5-HT4,
5-HT g, and 5-HT5, subtypes have been described in male
reproductive tissues. 5-HT is known to regulate testicular
blood flow and testosterone secretion (Kinson et al., 1973), and
to contract the smooth muscle of male reproductive organs,
such as the seminal vesicle (Kim and Paick, 2004), vas
deferens (Hay and Wadsworth, 1982; Campos et al., 1999;
Pedroso et al., 2017), and prostate (Steidle et al., 1989),
through activation of the 5-HT; and/or 5-HT, receptor sub-
types. Interestingly, high concentrations of 5-HT have been
found in the epididymis, a ductal organ that plays a crucial
role in sperm transport, concentration, maturation, and storage
until gjaculation (Kormano and Penttil4, 1968; Anderson et al.,
1979). Jiménez-Trejo et al. (2007) revealed that the rat caput

ABBREVIATIONS: AR, adrenoceptor; CE, cauda epididymis; CR, concentration ratio; CRC, concentration-response curve; Ena.x, maximal
response; 5-HT, serotonin (5-hydroxytryptamine); NET, norepinephrine transporter; PCR, polymerase chain reaction; RT-PCR, reverse transcriptase
polymerase chain reaction; SERT, serotonin transporter; SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor.
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epididymis possesses a local serotonergic system that includes
the expression of 5-HT biosynthetic enzymes, 5-HT receptors
(5-HT 14, 5-HTs4, etc.), and serotonin transporters by epidid-
ymal epithelial and non-epithelial cells. Notwithstanding, the
contribution of 5-HT to epididymal physiology is still poorly
understood.

It has been reported that 5-HT stimulates anion secretion
via 5-HT;p and 5-HTp receptors in rat cauda epididymal cell
primary cultures (Leung et al., 1999), suggesting that 5-HT
plays a role in the regulation of epididymal luminal con-
tent and sperm quiescence during storage in the epididy-
mis. Furthermore, administration of exogenous 5-HT in rats
resulted in fluid accumulation in the epididymis (Singh et al.,
1987). In men, high blood 5-HT levels were associated
with poor sperm count and motility (Gonzales et al., 1992),
and treatment with the antidepressant paroxetine, a selective
serotonin reuptake inhibitor (SSRI), caused ejaculatory diffi-
culties and increased sperm DNA fragmentation (Tanrikut
et al., 2010). Despite these negative outcomes, SSRIs, such as
dapoxetine, can be used in the pharmacotherapy of premature
ejaculation (Giuliano and Clément, 2005; Rowland et al., 2010;
Abu El-Hamd and Abdelhamed, 2018). It is thought that the
effects of SSRIs on the regulation of ejaculatory function are
mediated by increasing 5-HT signaling in the central nervous
system. Nevertheless, peripheral mechanisms in the male
reproductive organs could also be involved in these clinical
outcomes (Jannini et al., 2015).

Epididymal epithelial cells are surrounded by a smooth
muscle layer, in which the thickness increases from the
proximal (caput) to distal (cauda) epididymis. In the cauda
epididymis (CE), the thicker smooth muscle layer is densely
innervated by postganglionic sympathetic nerve fibers that
release norepinephrine (Ricker, 1998; Silva et al., 2010). These
sympathetic nerve fibers play a crucial role in the contraction
of the CE smooth muscle, which is paramount for sperm
transport during the emission phase of ejaculation and hence
for reproduction (Ricker et al., 1997; Pacini et al., 2018).
Likewise, the presence of a dense network of serotonergic
nerve fibers has been detected in the CE (Leung et al., 1999),
although the role of 5-HT in the contraction of the epididymal
smooth muscle remains elusive.

Taking this into account and considering: 1) the ability of
5-HT to contract smooth muscle in reproductive organs, 2) the
existence of a local serotoninergic system in the epididymis,
and 3) the reproductive outcomes of SSRI drugs, we hypoth-
esized that 5-HT contracts CE smooth muscle. Thus, we
systematically assessed the contractions induced by 5-HT in
the rat CE smooth muscle in vitro, and investigated the roles
of 5-HT receptor subtypes and reuptake systems in the
pharmacological events mediated by 5-HT in this tissue.

Materials and Methods

Animals and Drugs. Adult male Wistar rats (90-150 days old)
were maintained under controlled conditions (12-hour/12-hour light/
dark cycle, 25 + 2°C, and 40%—70% humidity) with food and water ad
libitum. All animal procedures were approved by the Ethics Commit-
tee for the Use of Experimental Animals from the Institute of
Biosciences of Botucatu, Sdo Paulo State University (Process No.
749/15) and were in agreement with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Institutes of Health) and Animal in
Research: Reporting In Vivo Experiments guidelines (Kilkenny et al.,

2010). The drugs used in the experiments were obtained from the
following sources: L-(—)-norepinephrine bitartrate salt monohydrate,
serotonin HCI, ketanserin tartrate, WAY 100635, buspirone, and
corticosterone were purchased from Sigma; fluoxetine HCl was
purchased from Fagron; paroxetine was purchased from Tocris; and
desipramine HC], prazosin HCI, yohimbine HCl, and (+)—propranolol
HCI1 were purchased from Research Biochemicals Inc.

In Vitro Contraction Studies. Contraction experiments were
conducted following the procedure detailed in Pacini et al. (2018). Rats
were killed by decapitation and the epididymis was carefully excised.
The CE was uncoiled, cleaned of adherent tissues, and freed from
intraluminal content by flushing 1 ml of nutrient solution through a
blunt-ended 30 gauge needle. For digital recording of isometric
contractions, segments of the distal CE (~1.0 cm in length), corre-
sponding to region 19 according to Jelinsky et al. (2007), were mounted
in organ baths under 1.0 g of resting tension in a modified Tyrode’s
solution (138 mM NaCl, 5.7 mM KCl, 1.8 mM CaCl,, 0.36 mM
NaH,PO,, 15 mM NaHCOj, and 5.5 mM dextrose) prepared in
glass-distilled deionized water, maintained at 30°C and pH 7.4, and
continuously bubbled with 95% 0y/5% CO,. After a 30-minute
stabilization period, CE segments were challenged with 80 mM KCl
until reproducible contractions were obtained. Then, cumulative
concentration-response curves (CRCs) to norepinephrine or 5-HT
were obtained and taken as control curves. All curves were conducted
in the presence of a cocktail of inhibitors containing corticosterone
(10 uM), yohimbine (0.1 uM), and propranolol (0.1 M) to block the
monoamine uptake not mediated by the norepinephrine transporter
(NET), serotonin transporter (SERT), and as- and B-adrenoceptors
(ARs), respectively.

To investigate the role of the NET and/or SERT, CRCs to 5-HT and
norepinephrine were built up in the presence of fluoxetine, paroxetine
(selective SERT inhibitors), and desipramine (selective NET inhibi-
tor). The involvement of «;-ARs was investigated using prazosin
(a1-AR antagonist) and that of 5-HT receptors was investigated using
ketanserin (5-HT24/2c antagonist), WAY 100635 (5-HT; 5 antagonist),
buspirone (5-HT 5 partial agonist), or fluoxetine (SERT inhibitor with
high affinity for 5-HT24/2¢). All inhibitors/antagonists were previously
incubated for 45 minutes to allow equilibration, and then a new CRC
to either norepinephrine or 5-HT was obtained. Contractions were
expressed as percentage of maximal contraction of the control curves.
The potencies of norepinephrine and 5-HT in the absence and pres-
ence of antagonists are presented as pECs values, i.e., the negative
logarithm of the concentration of 5-HT or norepinephrine producing
50% of its maximal response (E,.,). The effects of each concentration
of norepinephrine or 5-HT were measured as the peak of the respective
induced contraction of agonist.

Schild Analysis. Antagonist potencies and affinities were evalu-
ated by Schild analysis (Arunlakshana and Schild, 1959). The parallel
rightward displacements induced by each antagonist concentration on
5HT or norepinephrine CRCs were quantified and used to calculate
the concentration ratio (CR), which is the ratio between equieffective
norepinephrine or 5-HT concentrations in the presence and absence of
antagonist. The CR was plotted as log (CR — 1) versus the respective
antagonist concentration in a Schild plot and analyzed by linear
regression. The slopes of linear regressions were calculated, and when
not different from unity the intercept in abscissa (pAy) was taken as
the antagonist dissociation constant (pKg). However, as in most
assays, since the slopes in the Schild plots were much lower than
1.0, the pAy values were taken as estimates of antagonist potencies
calculated from the formula pA,;= log (CR — 1) — log [B], where [B] is
the lowest effective antagonist concentration.

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction. Reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed to
detect each specific gene target. Total RNA from epididymal regions
(initial segment, caput, corpus, and cauda), testis, and brain was
extracted using TRIzol Reagent (Thermofisher) according to the
manufacturer’s instruction, followed by DNase treatment (DNase I
Amplification Grade; Invitrogen) and first strand ¢cDNA synthesis
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(Thermoscript RT-PCR kit; Invitrogen). Oligo(dT)-primed ¢cDNA was
synthesized from total RNA (2 ug) for 1 hour at 55°C in a reaction
volume of 20 ul. The resulting ¢cDNA (2 wl) was amplified by
polymerase chain reaction (PCR) (SimpliAmp; Applied Biosystems)
in a final volume of 20 ul containing 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM deoxynucleotide triphosphate, 1 U
Thermus aquaticus DNA polymerase, and 0.4 uM of each sense and
antisense primer used to amplify specific nucleotide sequences pre-
sent in Htrla, Htrlb, Htr2a, Htr2b, Hitr2c, and Ppia transcripts.
Primer sequences, GenBank accession numbers, corresponding base
sites, sizes of the PCR products, and PCR conditions are given in
Table 1. Primers for Hirla, Hirlb, Htr2b, Htr2c, and Ppia were
designed using Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/) and spanned at least one intron to ensure that
PCR products were from ¢cDNA and not genomic DNA. Primers for
Hir2a were designed as described by Reist et al. (2003). Routinely,
no-template negative control PCR reactions were performed to assess
genomic DNA contamination in the template RNA. Positive control
was employed to check that the PCR conditions used could success-
fully amplify the target sequences. DNA samples (10 ul) were loaded
onto agarose gels (1.5%, w/v) containing 10 ug/ml Sybr Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen) and the results were imaged using the G:BOX XR5
(Syngene) imaging system.

Statistical Analysis. Curve fitting was performed by nonlinear
regression using the three-parameter logistic equation from Graph-
Pad Prism version 6 (GraphPad Software, San Diego, CA), and the
E ax, PECso, and pA, values were calculated accordingly. All values
are shown as mean = S.E.M. of n independent experiments. Differ-
ences between mean values were tested for statistical significance
(P < 0.05) using ANOVA, followed by Dunnet’s test for multiple
comparisons.

Results

5-HT Contracts the Rat Cauda Epididymis Smooth
Muscle. 5-HT elicited concentration-dependent contractions,
presenting a pECsy value of 6.45 = 0.14 and a maximal
response that corresponded to ~45% of the norepinephrine
E .« value (Fig. 1A). As shown in the typical recordings
presented in Fig. 1, C and D, the contractions induced by 5-HT
were less sustained than those produced by norepinephrine.

Uptake of 5-HT in the Rat Cauda Epididymis Is
Mainly Driven by the NET Rather Than the SERT. To
investigate the participation of the 5-HT reuptake system,
CRCs to 5-HT were performed in the absence and presence of
different concentrations of SERT inhibitors (Fig. 2) and the

TABLE 1
Primers and conditions for RT-PCR

influence of the reuptake was estimated in terms of agonist
CRs measured at the EC5( values (Table 2).

At low concentrations (1-10 nM), both selective SERT
inhibitors paroxetine and fluoxetine were ineffective in
potentiating 5-HT-induced contractions in the CE duct
(Fig. 2, A and E; Table 2). These low concentrations of both
paroxetine and fluoxetine did not affect CRCs to norepineph-
rine (Fig. 2, B and F). However, at higher concentrations,
100-1000 nM of paroxetine increased the potency of 5-HT
and norepinephrine by up to ~5- and ~30-fold, repectively
(Fig. 2, C and D; Table 2). Conversely, 30-100 nM of
fluoxetine reduced the potencies of 5-HT by up to ~3-fold in
the CE duct (Fig. 2G; Table 2); at such high concentrations,
fluoxetine did not affect the potencies of norepinephrine in
the CE duct (Fig. 2H; Table 2).

These data indicated that 5-HT is not taken up by the SERT
in the CE duct, and that the NET could play such a role, as
suggested by the effects of high concentrations of paroxetine
on both 5-HT- and norepinephrine-induced contractions of the
CE duct. We evaluated whether the NET could participate in
the removal of 5-HT in the CE duct using the selective NET
inhibitor desipramine. At concentrations of 10 and 30 nM,
desipramine potentiated the effects of 5-HT in the CE duct by
up to ~4-fold (Fig. 2I; Table 2), whereas 10 nM of desipramine
potentiated the effects of norepinephrine by ~10-fold (Fig. 2J;
Table 2).

ai-Adrenoceptors and 5-HT;, and 5-HTss/2c Recep-
tors Are Involved in the 5-HT-Induced Contractions of
the Rat Cauda Epididymis. To investigate the receptors
involved in the contractions induced by 5-HT, CRCs were built
in the absence and presence of selective antagonists. Since
5-HT has been shown to activate adrenoceptors (Innes, 1962;
Purdy et al., 1987; Shaw et al., 2000), and considering that
these receptors are abundantly expressed in the CE (Ventura
and Pennefather, 1991; Queiroz et al., 2002; White et al., 2013;
Pacini et al., 2018), we determined the effects of the selective
a1-AR antagonist prazosin on 5-HT-induced contractions in
the CE duct. In fact, low concentrations (3—100 nM) of prazosin
antagonized the contractions induced by 5-HT with a potency
measured as a pAs value of 8.89, which well correlated to the
potency obtained against norepinephrine (pA, = 8.92) (Fig. 3;
Table 3), indicating that «;-ARs are involved in the contrac-
tions induced by 5-HT. However, the slope in the Schild plot

35 Cycles

. Amplicon Accession Initial Final
Gene Primer Sequence Size Number Denaturation Denaturation Annealing Elongation Elongation
bp °C/min °C/s °Cls °Cls °C/min
Htrla Forward: 5'-GTCACCTGCGACCTGTTTAT-3’ 286 NM_012585.1 95/2 95/60 58/60 72/90 72/3
Reverse: 5'-CGAAAGTGGAGTAGATGGTGT-3' 286 NM_012585.1 95/2 95/60 58/60 72/90 72/3
Hirlb Forward: 5'-CACTGATGCGGTGGACTATT-3' 217 NM_022225.1 95/2 95/60 58/60 72/75 72/3
Reverse: 5'-GAGCAGGGTGGGTAAATAGAA-3’ 217 NM_022225.1 95/2 95/60 58/60 72/75 72/3
Htr2a Forward: 5'-AGCTGCAGAATGCCACCAACTAT-3' 322 NM_017254.1 95/2 95/60 60/60 72/75 72/3
Reverse: 5'-GGTATTGGCATGGATATACCTAC-3’ 322 NM_017254.1 95/2 95/60 60/60 72/75 72/3
Hir2b Forward: 5'-CTGTGTCCTGCCTGGTTATT-3' 224 NM_017250.1 95/2 95/60 58/60 72/75 72/3
Reverse: 5'-TTGACCACATCAGCCTCTATTC-3’ 224 NM_017250.1 95/2 95/60 58/60 72/75 72/3
Hir2¢ Forward: 5'-GCTAGCGGGTTGTCAACTAT-3' 322 NM_012765.3 95/2 95/60 60/60 72/75 72/3
Reverse: 5'-CGACGATTGAAAGTGCTGGC-3' 322 NM_012765.3 95/2 95/60 60/60 72/75 72/3
Ppia  Forward: 5'-AGCACTGGGGAGAAAGGATT-3’ 174 NM_017101.1 95/2 95/60 60/45 72/60 72/3
Reverse: 5'-GATGCCAGGACCTGTATGCT-3’ 174 NM_017101.1 95/2 95/60 60/45 72/60 72/3

bp, base pair.
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Fig. 1. Contractile effects of 5-HT and norepinephrine in the rat CE duct. (A) Mean concentration-response curves in the presence of cocktail of
inhibitors for contractions induced by norepinephrine (O) and 5-HT (@), as measured by the peak of the phasic effect. Values represent mean = S.E.M. of
11 and seven independent experiments to norepinephrine and 5-HT, respectively. (B) Representative recording of baseline before CRCs. (C and D)
Representative recordings of contractions of the CE duct in vitro to norepinephrine and 5-HT, respectively.

for prazosin against 5-HT was much lower than theoreti-
cal unity (Fig. 3, A and C; Table 3), while the antagonism
presented against norepinephrine was consistent with a com-
petitive antagonism (Fig. 3, B and C; Table 3). Therefore, the
effects of subtype-selective 5-HT receptor antagonists were
evaluated in the presence of 100 nM prazosin to prevent
activation of a1-ARs by 5-HT.

Increasing concentrations of the 5-HT5a/5-HTyc receptor
antagonist ketanserin (1-30 nM) produced rightward shifts on
the CRCs to 5-HT, although insurmountable antagonism was
observed with concentrations from 3 to 30 nM, which reduced
the E o« value for 5-HT (Fig. 4A). To further investigate the
putative serotonergic receptors involved in 5-HT-induced
contraction in the CE duct, the contraction evoked by 5-HT
was evaluated in the presence of increasing concentrations
of WAY 100635 (5-HT;5 antagonist) and buspirone (5-HT'15
partial agonist). Both acted as noncompetitive antagonists
(slope less than unity), providing estimated pA, values of
8.90 *+ 0.04 and 7.34 = 0.14, respectively (Fig. 4, B and C;
Table 3). At concentrations in which fluoxetine displays affinity
at 5-HT,, and 5-HTyc receptors (Bonhaus et al., 1997; Ni and
Miledi, 1997; Owens et al., 1997; Rothman et al., 2000), 5-HT-
induced contractions of the CE duct were right shifted in a
surmountable manner with an estimated pAy value of 7.44 +
0.16 (Fig. 4D; Table 3).

Htrla, Htr1b, Htr2a, and Htr2b, but Not the Htr2c
Transcript, Are Expressed in the Rat Epididymis.
Based on the pharmacological data, we performed conven-
tional RT-PCR assays to investigate the expression of Hirla,
Htrib, Hir2a, Hir2b, and Htr2c transcripts along the rat
epididymis (initial segment, caput, corpus, and cauda re-
gions). The detection of these transcripts either in the brain
or testis was used as positive controls (Fig. 5). Both the Htrla

and Hir2b transcripts were detected in the corpus and CE,
while the Htr2a transcript appeared in the CE only (Fig. 5).
Conversely, the Hir1b transcript was found to be ubiquitously
expressed throughout the epididymis, with higher abundance
in the CE (Fig. 5). The expression of the H¢r2c transcript was
not detected in any region of the epididymis (Fig. 5).

Discussion

We revealed that 5-HT is a contractile agent in the rat CE.
The 5-HT;5 and 5-HT5A receptors are involved in the 5-HT-
mediated contractions of the rat CE smooth muscle, suggest-
ing that this serotonergic transmission might contribute to the
coordinated contraction of the CE duct during the transport of
spermatozoa within the epididymis. This epididymal event is
crucial for the production of a fertile ejaculate since its
disruption may affect fertility (Ricker et al., 1997; Solomon
et al., 1997; Kempinas et al., 1998). Indeed, the blockade of
epididymal and vas deferens contractions during the emission
phase of ejaculation has been proposed as a pharmacological
strategy for male contraception (Sanbe et al., 2007; White
et al., 2013). Our results underscore that the serotonergic
system in the epididymis should also be considered when
targeting epididymal/vas deferens smooth muscle as a poten-
tial target for male contraception.

When used at concentrations within their selectivity win-
dows, some of the most selective SERT inhibitors including
paroxetine (0.1-10 nM) and fluoxetine (1-10 nM) were unable
to increase the potency of 5-HT in the CE, indicating that the
SERT is not involved in the removal of 5-HT. However,
paroxetine at concentrations higher than 100 nM caused a
5-fold increase in the potency of 5-HT, which likely results
from paroxetine’s selectivity loss, and hence NET inhibition
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(Bolden-Watson and Richelson, 1993; Owens et al., 1997;
Tatsumi et al., 1997). In fact, at such high concentrations
paroxetine also potentiated the effect of norepinephrine,
although to a greater extent than for 5-HT; this observation
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Fig. 2. Differential effects of SERT and NET inhib-
itors on the 5-HT- and norepinephrine-induced
contraction in the rat CE duct. Concentration-
response curves to 5-HT are shown on the left and
norepinephrine are shown on the right, in the pres-
ence of different concentrations of the selective SERT
inhibitors paroxetine (A-D) and fluoxetine (E-H) and
in the presence of the NET inhibitor desipramine
(I and J). Each symbol represents the mean and the
vertical bars, when larger than the symbols, repre-
sent the S.E.M. of independent experiments per-
formed with CE ducts from four rats.

is supported by the higher affinity of the NET for norepineph-
rine than for 5-HT (Andersen, 1989; Tatsumi et al., 1997,
Rothman et al., 2001). The selective NET inhibitor desipra-
mine also potentiated the effects of both norepinephrine and
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TABLE 2

pEC5( values for 5-HT and norepinephrine in the absence and presence of
monoamine reuptake inhibitors with the respective concentration ratio
The values of control pEC5o corresponds to the mean of independent experiments
carried out in the absence (concentration = 0) of reuptake inhibitor. Data are
expressed as mean = S.E.M. of three to six experiments. The right displacement on
the CRC to 5-HT or norepinephrine is denoted by the minus (—) signal before the CR
value, which represents the ratio between agonist EC5 in the absence and presence
of reuptake inhibitor.

5-HT Norepinephrine
Inhibitor Concentration
PECso CR PECso CR
nM
Paroxetine 0 6.31 = 0.11 5.83 = 0.10
0.1 6.39 = 0.16 1.0 5.94 £0.10 1.3
0.3 6.36 = 0.17 1.0 5.97 £0.10 1.4
1 6.21 = 0.16 1.0 6.05 = 0.13 1.6
3 6.18 = 0.14 1.0 6.05 =0.11 1.6
10 6.41 = 0.06 1.0 6.10 £0.11 1.8
30 6.32 = 0.13 1.0 6.19 £0.25 2.3
100 6.74 = 0.08 2.7 6.61 =0.10 6.0
300 7.03 £ 0.11 52 7.05*0.11 16.6
1000 7.03 £ 0.08 52 735 *0.15 331
Fluoxetine 0 6.62 = 0.13 5.90 = 0.10
1 6.48 + 0.13 —-1.3 5.66 = 0.08 —-1.7
3 642 = 0.18 —-16 5.80 £0.12 -1.2
10 6.48 = 0.20 —-14 5.71 =0.08 -1.5
30 6.33 £ 0.20 —-19 6.12 = 0.14 1.6
100 6.12 =+ 0.23 -3.1 6.23 = 0.07 2.1
300 ND 6.33 = 0.10 2.7
1000 ND 6.21 = 0.14 2.0
Desipramine 0 6.26 = 0.15 5.70 = 0.12
10 6.52 = 0.19 1.8 6.72 £0.17 105
30 6.87 = 0.19 4.1 ND

ND, Not determined.

5-HT, further supporting the role of the NET in the removal of
these two agonists in the CE. Although the presence of the
SERT has been reported in epithelial, endothelial, and mast
cells of the rat caput epididymis by immunohistochemistry
(Jiménez-Trejo et al., 2007), we are not aware of studies
describing its presence in epididymal smooth muscle. This
may indicate the existence of region- and cell-specific mecha-
nisms for 5-HT removal in the epididymis. It is worthwhile to
establish the mechanisms of 5-HT removal in the epididymis
in vivo considering both adverse and therapeutic effects of
SSRIs on sperm parameters as well as on ejaculatory func-
tion (Giuliano and Clément, 2005; Kendirci et al., 2007;
Rowland et al., 2010; Tanrikut et al., 2010; Abu El-Hamd
and Abdelhamed, 2018).

It is known that 5-HT contracts vascular smooth muscles
in vitro through «;-AR activation (Innes, 1962; Purdy et al.,
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1987; Shaw et al., 2000). Our results showed that part of the
5-HT-mediated contraction of the CE smooth muscle is due to
activation of a;-ARs. Indeed, the selective a;-AR antagonist
prazosin, which exhibits low affinity for serotonergic receptors
(Norman et al., 1985; Cossery et al., 1987; Lyon et al., 1987,
Pauwels et al., 1993), antagonized 5-HT-induced contraction,
yielding an estimated potency of pA; =~8.9 (Table 3) that
correlated with the value obtained for prazosin against
norepinephrine as well with previous reports of pKg values at
a1-ARs (Pupo, 1998; Lima et al., 2005). Moreover, the Schild
plot for prazosin against 5-HT yielded a regression line with a
slope that was less than theoretical unity, indicating that 5-HT
activates other receptor populations in addition to a;-ARs.

Considering that the presence of 5-HT G protein-coupled
receptors (at least 5-HT14, 5-HT1g, and 5-HT5g) has already
been demonstrated in the rat epididymis by histochemical and
pharmacological approaches (Leung et al., 1999; Jiménez-
Trejo et al., 2007), it is reasonable to hypothesize that the
5-HT metabotropic receptor(s) may be involved in the contrac-
tions of the CE smooth muscle to 5-HT. To explore this, the
effects of selective 5-HT receptor antagonists on 5-HT-induced
contractions were determined in the presence of desipramine
to block the removal of 5-HT by the NET and prazosin to
antagonize a1-ARs.

The potencies found for ketanserin (~9.4) and fluoxetine
(7.4) in antagonizing the contractions of the CE to 5-HT are
consistent with the participation of 5-HT5,/5-HTsc. This is
due to the limited selectivity of ketanserin (Roth et al., 1992;
Boess and Martin, 1994; Glennon et al., 2002; Knight et al.,
2004) and fluoxetine (Sanchez and Hyttel, 1999; Rothman
et al., 2000; Knight et al., 2004) for 5-HT3, over 5-HTy¢
receptors, and vice versa, thereby showing a weak ability to
discriminate between 5-HT54 and 5-HTyc receptors. However,
whereas mRNA encoding 5-HT,, receptors was readily de-
tected in the CE, transcripts for 5-HTyc were not. Thus, it is
likely that 5-HTgys receptors have an important role in the
contractions induced by 5-HT in the rat CE. It is worth noting
that ketanserin presented insurmountable behavior against
5-HT in the CE. This may result from hemi-equilibrium,
where the slow dissociation of ketanserin from the receptor
within the short time frame required for the contraction leads
to reduction in the observed 5-HT maximal response (Kenakin
et al., 2006). Interestingly, ketanserin also presented insur-
mountable antagonism in the contractions induced by 5-HT in
the rat uterus, another tissue whose contractions are fast and
transient (Ichida et al., 1983).
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Fig. 3. Effect of prazosin on the 5-HT- and norepinephrine-induced contractions in the rat CE duct. Concentration-response curves for 5-HT (A) and
norepinephrine (B). The Schild plot for these antagonisms is presented in (C). Each symbol represents the mean and the vertical line, when greater than
the symbol, represents the S.E.M. of independent experiments performed with CE ducts from three to six rats.
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In addition to the participation of 5-HT5 A receptors, we also
found evidence for the involvement of 5-HT;4 in the contrac-
tions induced by 5-HT in the CE. The contractions induced by
5-HT were antagonized with high potency by the selective
5-HT 4 ligands WAY-100635 (pAs = ~8.9) and buspirone (pAy
= ~7.3); however, the Schild slopes were much less than unity,
further supporting the participation of multiple 5-HT receptors.
Indeed, our RT-PCR experiments demonstrated that 5-HT; 5 and

TABLE 3

1507 wAY 100635 (nM):

-6 -5 -4 -3
log [5-HT] M

Fig. 4. Effect of 5-HT receptor antago-
nists on the 5-HT-induced contractions
in the rat CE duct. Concentration-
response curves to 5-HT in the presence
of increasing concentrations of ketanserin
(A), WAY 100635 (B), buspirone (C), and
fluoxetine (D). All curves were performed
in the presence of 100 nM prazosin, which
was included in the inhibitor cocktail. The
Schild plot for these antagonisms is
presented in (E). Each symbol represents
the mean and the vertical line, when
greater than the symbol, represents the

S.E.M. of independent experiments per-
formed with CE ducts from three to four
rats. * Denotes the mean depressed
maximal response.

6 5 4 i3
log [5-HT] M

5-HTg transcripts are abundantly present in the rat CE.
However, additional studies are warranted to investigate the
role of 5-HT;g in the contraction of rat CE by 5-HT.

A dense network of interstitial serotonergic fibers has been
identified in close proximity to the smooth muscle layer of the
distal segment of the CE (Leung et al., 1999). This pattern of
innervation is similar to the sympathetic innervation, which is
known to play a major role in the contraction of epididymal

Estimated pAy values of selective antagonists against contractile responses elicited by 5-HT in isolated

rat CE duct

Mean + S.E.M. When the Schild plot slopes were different from unity, the pAs values were calculated using the lowest
positive values of log (CR — 1); n denotes number of CE preparations.

Antagonist Agonist n PA2 Schild Slope (95% Confidence Interval)
Prazosin Norepinephrine 4 8.92 = 0.06 1.10 = 0.10 (0.88-1.33)
Prazosin 5-HT 4 8.89 = 0.20 0.58 = 0.09 (0.37-0.79)
Ketanserin 5-HT 6 9.36 = 0.17 —

Fluoxetine 5-HT 6 7.41 *+ 0.16 0.44 * 0.14 (0.13-0.75)
WAY 100635 5-HT 4 8.90 = 0.04 0.62 = 0.13 (0.26-0.97)
Buspirone 5-HT 4 7.34 = 0.14 0.20 = 0.13 (—0.07 to 0.47)

“This could not be examined because the antagonism was insurmountable.

6107 ‘ST YoIeJN uo sjewinof 1SV 1 S1o sfeuanofiodsejodf woiy papeojumoq


http://jpet.aspetjournals.org/

Contractile Effects of Serotonin in the Rat Cauda Epididymis

@°&
) & & &
24 > Q S
mMw < & & [Sid *) 6]
500 bp —»
Htrla — <«+— 286 bp
500 bp —>r___
Htr1b
el — +«— 217 bp
500 bp —» w—
J— i
Htr2a — <«— 322 bp
500 bp —>! —
Htr2b 4 —— «— 224 bp
500 bp —>
e <«—322bp
Htr2c
500 bp —»
Ppia
CEE T U

Fig. 5. Expression of 5-HT receptors in the rat epididymis. Represen-
tative inverted image of agarose gels showing the detection of Htr1a, 15,
2a, 2b, and 2¢c mRNAs by RT-PCR as indicated (right arrow). MW
indicates a 100 base pair (bp) standard DNA ladder. Ppia mRNA was
used as the internal control. Legend: (+) positive control (brain for Htrla,
1b, 2a, 2¢, and Ppia or testis for Hir2b); (—) negative control (Hy0).
Results are representative of experiments performed in duplicate with
tissues from one rat.

smooth muscle, transport of spermatozoa, and fertility
(Kempinas et al., 1998; Ricker, 1998). In agreement with
these observations, our results showed that the abundance of
all 5-HT receptor transcripts analyzed was higher in the cauda
epididymis when compared with proximal regions of this
organ. It is recognized that proximal and distal epididymal
regions display different morphologic and functional proper-
ties (Hinton and Robaire, 2015). Thus, further studies are
warranted to understand the roles of 5-HT as a factor
regulating the smooth muscle contractions also in the proxi-
mal regions of the epididymis.

It has been proposed that 5-HT regulates anion secretion
from the CE epithelium via 5-HT;g and 5-HTyp receptors
(Leung et al., 1999) and our data provide new insights into the
potential roles of 5-HT as a signaling molecule regulating
sperm transport and storage in the epididymis. Our study
further contributes to the understanding of the peripheral
effects of serotonergic drugs in the male reproductive tract.
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