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RESUMO

Os Arbovirus formam um grupo de virus taxonomicamente diverso. Do ponto de vista
epidemioldgico e clinico, o virus da dengue (DENV), o Zika (ZIKV) e o Chikungunya (CHKV),
transmitidos pelo mosquito Aedes spp., sdo considerados os arbovirus de maior relevancia,
pois estima-se que cerca de 3,9 bilhdes de pessoas, vivendo em 120 paises, estao
susceptiveis a infec¢des por pelo menos um deles. O DENV e ZIKV codificam a proteina ndo
estrutural 1 (NS1), que possui papel fundamental nas manifestacées clinicas dessas infeccbes
virais, além de ser um potencial marcador para o diagnéstico de infeccdo aguda precoce.
Estudos em células endoteliais e macrofagos em cultura demonstraram que a NS1 da DENV
atua como agonista do receptor Toll-like 4 (TLR4), induzindo a secrecdo de citocinas, o0 que
contribui para a gravidade da dengue. Nesse contexto, sabe-se que infec¢des virais podem
causar inflamacgfes no epididimo, um 6rgdo do sistema reprodutor masculino fundamental
para a maturacao dos espermatozoides e fertilidade masculina. Estudos utilizando o modelo
experimental de epididimite murino demonstraram que o ZIKV coloniza e se multiplica no
epididimo, causando um quadro inflamatério conhecido como epididimite. Entretanto, pouco
se sabe sobre os efeitos da infec¢@o por DENV no sistema reprodutor masculino. No presente
estudo investigamos se as isoformas de NS1-ZIKV e NS1-DENV desencadeiam resposta
inflamatdria no epididimo de camundongos, e se essa resposta é mediada pela ativacao do
TLR4. Utilizamos 0 modelo experimental de epididimite ex vivo, no qual as regides proximal
(segmento inicial) e distal (cauda do epididimo) de camundongos C57BL/6 machos (90-120
dias) foram isoladas e incubadas por 3 h (34°C e 5%/95% de CO./ar) com salina estéril
(controle negativo), LPS ultrapuro de E. coli (50 ng/ml, controle positivo), NS1-DENV e NS1-
ZIKV [1, 10 e 20 pg/ml]. Apos as incubag0es, os tecidos e meio de cultura organotipica foram
coletados e processados para ensaios de RT-gPCR e Multiplex, para avaliagdo da expresséo
de mediadores inflamatorios (116, 1l1b, Tnf, 1110, Ccl2, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl2 e Cx3cll),
elementos da via de sinalizagdo TLR (TIr4, Cd14, Myd88, Trif e TIr3), enzimas envolvidas na
resposta inflamatoria (Ptgs1, Ptgs2 e Idol) e genes envolvidos na fun¢éo do epididimo (Gjal,
Cdhl, Cldnl, Cldn3 e Cldn8). O desafio inflamatério mediado por NS1-ZIKV e NS1-DENV
regulou positivamente a expressao relativa de transcritos que codificam citocinas pré e anti-
inflamatérias (ll1b, 1110, Ifnb1 e Ifng), quimiocinas (Ccl3, Ccl4, Ccl5 e Cxcl2), enzimas e adesao
celular (Ptgs2, Icam1 e Vcam1) no segmento inicial e na cauda do epididimo. A pré-incubagéo
do segmento inicial e cauda do epididimo com CLI-095 (3 uM), um inibidor da via TLR4,
demonstrou que as regides proximais e distais do epididimo respondem diferencialmente a
inflamac&o induzida pelas isoformas de NS1 dos flavivirus ZIKV e DENV, sendo parcialmente
dependente da via TLR4 na cauda do epididimo. Ambas as proteinas NS1 promovem
regulacdo da expressdo de genes envolvidos na inflamacdo aguda do epididimo, sendo
possivelmente essenciais para o reconhecimento do ZIKV e DENV pelo epididimo. Afim de
determinar se a infec¢ao por DENV induz resposta inflamatoria no epididimo, investigamos se
a infecgcdo com DENV-2 cepa NGC por via intracerebral em camundongos machos Balb/c (8
semanas, dose referente a carga viral de 40 x LDsg) ou meio 199 (controle negativo) induz
expressao de mediadores inflamatérios. Os animais foram eutanasiados apés 4, 5 e 7 dias da
infecdo, seus epididimos coletados, segmentados em 4 diferentes regides (segmento inicial,
cabeca, corpo e cauda do epididimo) e processados para ensaios de RT-gPCR. Os resultados
demonstraram aumento dos niveis de citocinas (Tnf) e interferons (Infg e Infb1) nas diferentes
regibes do epididimo de camundongos. Portanto, o desafio de infeccdo de DENV-2
intracerebral, demonstrou que o virus DENV é capaz de mediar a regulacdo génica e no
aumento das moléculas envolvidas na inflamag&o aguda do epididimo. Em conclusédo, nossos
resultados demonstram que a NS1 atua como um padrdo molecular associado a infecgao por
ZIKV e DENV no epididimo, participando da resposta do 6rgao contra essas infeccdes virais.
O presente estudo amplia o entendimento da fisiopatologia epididimite viral e suas implicagbes
na fertilidade.



ABSTRACT

Arboviruses form a taxonomically diverse group of viruses. From an epidemiological and
clinical point of view, the dengue (DENV), Zika (ZIKV) and Chikungunya (CHKYV) viruses,
transmitted by the Aedes spp. mosquito, are considered to be the most relevant arbovirus, as
it is estimated that around 3.9 billion people living in 120 countries are susceptible to infection
by at least one of them. DENV and ZIKV encode the non-structural protein 1 (NS1), which
plays a fundamental role in the clinical manifestations of these viral infections, as well as being
a potential marker for the diagnosis of early acute infection. Studies on endothelial cells and
macrophages in culture have shown that DENV NS1 acts as a Toll-like receptor 4 (TLR4)
agonist, inducing the secretion of cytokines, which contributes to the severity of dengue. In this
context, it is known that viral infections can cause inflammation in the epididymis, an organ of
the male reproductive system that is fundamental for sperm maturation and male fertility.
Studies using the experimental murine epididymitis model have shown that ZIKV colonizes
and multiplies in the epididymis, causing an inflammatory condition known as epididymitis.
However, little is known about the effects of DENV infection on the male reproductive system.
In the present study, we investigated whether the NS1-ZIKV and NS1-DENV isoforms trigger
an inflammatory response in the epididymis of mice, and whether this response is mediated
by TLR4 activation. We used the experimental model of ex vivo epididymitis, in which the
proximal (initial segment) and distal (cauda epididymis) regions of male C57BL/6 mice (90-120
days) were isolated and incubated for 3 h (34°C and 5%/95% CO2/air) with sterile saline
(negative control), ultrapure LPS from E. coli (50 ng/ml, positive control), NS1-DENV and NS1-
ZIKV [1, 10 and 20 pg/ml]. After the incubations, the tissues and organotypic culture medium
were collected and processed for RT-gPCR and Multiplex assays to assess the expression of
inflammatory mediators (l16, ll1b, Tnf, 1110, Ccl2, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl2 and Cx3cll), elements
of the TLR signaling pathway (TIr4, Cd14, Myd88, Trif and TIr3), enzymes involved in the
inflammatory response (Ptgsl, Ptgs2, and Idol) and genes involved in epididymis function
(Gjal, Cdhl, Cldnl, Cldn3, and Cldn8). The inflammatory challenge mediated by NS1-ZIKV
and NS1-DENV positively regulated the relative expression of transcripts encoding pro- and
anti-inflammatory cytokines (ll1b, 1110, Ifnbl and Ifng), chemokines (Ccl3, Ccl4, Ccl5 and
Cxcl2), enzymes and cell adhesion (Ptgs2, Icam1 and Vcaml) in the initial segment and cauda
epididymis. Pre-incubation of the initial segment and cauda epididymis with CLI-095 (3 uM),
an inhibitor of the TLR4 pathway, demonstrated that the proximal and distal regions of the
epididymis respond differentially to inflammation induced by the NS1 isoforms of the ZIKV and
DENV flaviviruses, being partially dependent on the TLR4 pathway in the cauda epididymis.
Both NS1 proteins regulate the expression of genes involved in acute epididymal inflammation,
and are possibly essential for the recognition of ZIKV and DENV by the epididymis. In order to
determine whether DENV infection induces an inflammatory response in the epididymis, we
investigated whether intracerebral infection with DENV-2 strain NGC in male Balb/c mice (8
weeks old, viral load dose of 40 x LD50) or medium 199 (negative control) induces the
expression of inflammatory mediators. The animals were euthanized 4, 5 and 7 days after
infection, their epididymidis collected, segmented into 4 different regions (initial segment,
caput, corpus and cauda epididymis) and processed for RT-gPCR assays. The results showed
increased levels of cytokines (Tnf) and interferons (Infg and Infbl) in the different regions of
the mouse epididymis. Therefore, the intracerebral DENV-2 infection challenge demonstrated
that the DENV virus is able to mediate gene regulation and the increase of molecules involved
in acute epididymal inflammation. In conclusion, our results demonstrate that NS1 acts as a
molecular pattern associated with ZIKV and DENV infection in the epididymis, participating in
the organ's response against these viral infections. This study broadens our understanding of
the pathophysiology of viral epididymitis and its implications for fertility.
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1. Introducéo
1.1 Os flavivirus

Os Arbovirus formam um grupo de virus taxonomicamente diverso e possuem
artrépodes como seus respectivos vetores. Os arbovirus da familia Flaviviridae englobam
agueles do género flavivirus, gue consistem em diversos membros distintos, cujo genoma é
composto por RNA fita simples (Young, 2018). Cinco flavivirus tém emergido como agentes
etiologicos de infeccdes virais relevantes em humanos, sendo eles o virus da Dengue (DENV),
virus Nilo Ocidental (WNV), virus Encefalite Japonesa (JEV), virus da Febre Amarela (YF), e
virus Zika (ZIKV) (Cavalcante & Tauil, 2016; Daep et al., 2014; Weaver et al., 2016). Em geral,
suas infec¢Bes podem ser desde assintomaticas, até a progressédo nas formas mais graves

da doenga, como febre hemorragica e complica¢des neuroldgicas.

Com a globalizacdo, houve um aumento da propagacao de doencas em individuos que
nao possuem uma imunidade adquirida contra seus agentes etiolégicos (Yach, 2005). Esse
tipo de ocorréncia pode ser observado em diferentes momentos da histéria global, sendo que
uma das primeiras incidéncias conhecidas deste fendmeno no Novo Mundo foi a introducéo
da variola e da sifilis nos nativos americanos durante o periodo de colonizacdo europeia das
Américas, resultando em surtos devastadores e epidemias que causaram um impacto
significativo na populacdo nativa (Patterson et al., 2016). Nas ultimas décadas, doencas
infecciosas emergentes tém sido relatadas com maior frequéncia em diversos paises,
incluindo aquelas causadas por flavivirus. O WNV gue havia sido isolado anteriormente em
1937 e era predominantemente notificado na Africa, Asia, Europa e Australia, foi relatado pela
primeira vez no estado de Nova York, Estados Unidos, em 1999, espalhando-se através da
infeccdo de aves migratérias, cavalos e humano, a tal ponto de se tornar endémico nas
Américas (Enis et al., 2001; Gubler, 2007). Notavelmente, estima-se que cerca de dois quintos
de toda populacdo mundial estd susceptivel a infeccdo por DENV, sendo que houve um
aumento de trinta vezes nos casos da doenga nos Ultimos anos (Chaturvedi & Nagar, 2008).
Mais recentemente, em 2016, o ZIKV tem sido considerado uma emergéncia de salde global.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 4 milhdes de infeccbes

por ZIKV foram registradas apenas no continente americano em 2016 (Baud, 2017).

Uma série de fatores influenciou o ressurgimento de alguns arbovirus, incluindo a sua
capacidade de adaptacdo a novos vetores/hospedeiros, mudancas genéticas do virus,
mudancgas climaticas e perturbacbes de sistemas naturais por agcdes antropogénicas. Do
ponto de vista epidemiolégico e clinico, 0 DENV e ZIKV sdo considerados os flavivirus de
maior relevancia, pois estima-se que cerca de 3,9 bilhdes de pessoas, vivendo em 120 paises,

estdo susceptiveis a infeccbes por pelo menos um deles (Figura 1) (Patterson et al., 2016).
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Todos possuem o mosquito Aedes aegypti, endémico em todas as regides do Brasil, como
seu principal vetor nas Américas (Coelho et al., 2016). O Aedes aegypti é considerado o vetor
mais eficaz para a propagacdo de doencas endémicas devido a diversos fatores, incluindo a
rapida evolucao do seu ciclo de vida em proximidade com seus hospedeiros humanos. Esse
comportamento estimula de maneira eficiente a disseminacédo de doencas transmitidas por

esses vetores (Wang et al., 2000).

/ Zika Dengue Chikungunya
"1.;.- Zika and Dengue m Zika and Chikungunya Dengue and Chikungunya
m Zika, Dengue and Chikungunya

Figura 1. Mapa de representacéo da distribuicao global estimada dos arbovirus causadores da Dengue,
Zika e Chikungunya (Patterson et al., 2016).

Considerando a gravidade das infec¢des causadas pelos flavivirus, juntamente com as
altas ocorréncias de infeccdes em todo cenario global, € necessario que sejam realizados
mais estudos a fim de mitigar seus efeitos deletérios a salde dos individuos afetados. No
presente estudo, direcionamos nossa atencéo a fim de analisar as implicagdes associadas ao

DENYV e ZIKV devido a sua relevancia epidemiolégica.

1.1.1 O virus Zika (ZIKV)

O ZIKV é um virus emergente que foi isolado pela primeira vez em amostras de macacos
Rhesus originarios da floresta Zika, em Uganda, sendo detectado em humanos pela primeira

vez na década de 1950 em diferentes paises da Africa e Asia (Gubler, 2007). Em 2007, houve
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o primeiro grande surto de ZIKV fora da Africa e Asia, que ocorreu nas llhas Yap (Micronésia),
espalhando-se para outras ilhas do pacifico Sul, onde foram registrados 19 mil casos entre
2013 e 2014 (Duffy et al., 2009). No Brasil, o primeiro caso foi detectado em 2015, em Natal-
RN, causando um surto epidémico que atingiu 14 estados do pais, e resultou em 440.000-
1.300.000 casos suspeitos da doenca (Campos et al., 2016; Duffy et al., 2009; Hennessey et
al., 2016). Em 2017, mais de 22.000 casos foram confirmados e cerca de 580.000 casos foram

considerados suspeitos da doenca em 52 paises (Pierson & Diamond, 2018).

Uma particula do ZIKV (Figura 2A) possui 50 nm de diametro e € constituido por um
invélucro icosaédrico contendo 0 genoma em seu cerne. Em sua forma madura, o invélucro
do ZIKV é composto por 180 cépias de cada uma das proteinas de envelope (E) e de
membrana (M), que estdo todas inseridas na membrana lipidica via seus dominios
transmembranares (Sirohi & Kuhn, 2017). A proteina E é constituida por um par de dominios
haste membrana e trés ectodominios que se encontram fora da membrana (DI, DIl e DIlI)
(Figura 2B e C) (Hamel et al., 2015; Shi & Gao, 2017; Sirohi & Kuhn, 2017). A proteina M, ao
contrario da proteina E, possui poucos aminoacidos expostos, uma vez que reside sob a

proteina E, e obedece a uma organizacao icosaédrica semelhante (Sirohi & Kuhn, 2017).

A
ZIKV maduro ZIKV imaturo

Glicano

E-stem E-TM M-TM Membrana Viral

Figura 2: Representacdo estrutural do ZIKV. (A) Representacdo da forma madura do ZIKV em
resolucéo de 3,8 A (esquerda) e da forma imatura do ZIKV (direita). (B) Representacéo da proteina E
e seus respectivos dominios. A proteina E € uma estrutura alongada de trés ectodominios ligadas a
membrana viral por uma haste e dois dominios transmembranares antiparalelos. Os dominios da
proteina E estéo representados em vermelho, amarelo e azul (dominios I-1ll, respectivamente); em roxo
esta representado a proteina M, que também ¢é ligada a membrana viral por dois dominios
transmembranares. (C) Representacdo dos arranjos da proteina E em suas formas imatura (esquerda)

e madura (direita) (Adaptado de Pierson & Diamond, 2020; Sirohi & Kuhn, 2017).
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O periodo de incubacéo do ZIKV é de aproximadamente 3 a 12 dias. Embora a maioria
dos pacientes ndo apresente sintomas, cerca de 20-25% apresentam um quadro clinico
caracterizado por febre baixa (37,8 a 38,5°C), conjuntivite ndo purulenta bilateral, cefaleia,
mialgia e artralgia com edema periarticular com duracao de até uma semana, e em alguns
casos pode ocorrer erupcdo cutanea maculopapular generalizada (Chan et al., 2016). A
infeccdo por ZIKV também pode causar a distarbios neurolégicos graves, como a Sindrome
de Gullian-Barré e meningite. Em mulheres gravidas, a infecgéo por ZIKV pode levar a uma
condicdo denominada sindrome congénita da Zika, responsavel por gerar malformagdes
congénitas, microcefalia, além de alteracdes visuais, auditivas e psicomotoras nas criancas
(Coyne & Lazear, 2016). Um possivel mecanismo associado as anomalias causadas pelo
ZIKV no sistema nervoso central envolve o sequestro da maquinaria de autofagia em

neurdnios e células da glia durante seu processo de replicacéo viral (Liang et al., 2016).

As sindromes de desenvolvimento fetal séo relatadas em 1-13% das criangas nascidas
de maes infectadas por ZIKV, sendo que a vulnerabilidade fetal a formas mais graves da
doenca ocorre principalmente durante o primeiro trimestre de gestagéo (Brasil et al., 2016;
Cauchemez et al.,, 2016). As lesdes cerebrais que ocorrem incluem ventriculomegalia,
lisencefalia e calcificacdes, além de necrose de células neuronais e gliais na transicdo
subcortical, com presenca de infiltrados de células T e B na substancia branca subcortical
(Culjat et al., 2016; Mlakar et al., 2016; Tang et al., 2016). O tropismo celular e tecidual do
ZIKV é responsavel pela diversidade de sintomas (Miner & Diamond, 2017). Além disso, o
ZIKV é capaz de infectar uma ampla variedade de células, incluindo a pele (fibroblastos
dérmicos, queratindcitos, células dendriticas), e érgdos do sistema reprodutor masculino,
causando outras alteracdes periféricas, como sera abordado posteriormente (Govero et al.,
2016; Hamel et al., 2015; Ma et al., 2016).

Embora a transmissao principal da doenca ocorra através de mosquitos Aedes aegypti
infectados, estudos recentes demonstraram que a presenca do ZIKV no sémen é a provavel
causa da transmissao sexual relatada para a doenga. Tal achado contribuiu significativamente
para a mudanca do paradigma das interacdes virus-hospedeiro, modificando sua
epidemiologia e os padrdes clinicos de infec¢édo (Barzon et al., 2016; Mansuy et al., 2016). A
presenca do ZIKV foi identificada no sémen de pacientes com sistema imunol6gico normal e
gue se recuperaram em poucos dias da infeccdo até 141 dias apoés o inicio dos sintomas, com
a carga viral entre 8,6 a 3,5 log copias por ml (Mansuy et al., 2016). A persisténcia de carga
viral no sémen é motivo de grande preocupacao no cenario clinico por possivelmente estar
associado a um tropismo viral pelas células sexuais masculinas (Foy et al., 2011). Tal
observagdo também confirma a capacidade do ZIKV de infectar 6rgéos do trato reprodutor

masculino, onde pode induzir resposta imunolégica severa com repercussdes ainda pouco
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conhecidas sobre a fertilidade de homens acometidos pelo virus. Dessa forma, a fim de mitigar
os efeitos deletérios de uma infeccao por ZIKV, estudos acerca do papel de maturagcédo das
particulas virais, do tropismo e dos receptores celulares que estdo envolvidos na entrada e
colonizacao do ZIKV nas células, em especial do sistema reprodutor masculino, sao cada vez

mais necessarios.

1.1.2 O virus Dengue (DENV)

Historicamente, é dificil determinar quando o DENV surgiu pela primeira vez na
populacdo humana, pois parte das infeccdes € assintomatica (Mukhopadhyay et al., 2005).
Seu registro mais antigo se d4 em uma enciclopédia médica chinesa, datada de 992 a.C.
(Gubler, 1998). Acredita-se que a doenca tenha se espalhado pelos trépicos e subtrépicos
entre os séculos XIX e XX (Holmes & Twiddy, 2003). No Brasil, o primeiro surto da doenca foi
registrado no final do século XVII, em Recife-PE e Salvador-BA, levando a ébito cerca de
2.000 pessoas. Desde a década de 1980, o padrdo de surtos endémico-epidémicos se
manteve a cada trés a cinco anos no pais até 2010, quando passou a ser a cada dois anos
(Ministério da Saude, 2009).

Existem quatro sorotipos associados a doenca (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4).
Quando sintomética, a infeccdo por DENV pode causar quadros que vao desde febre
indiferenciada, dengue classica e dengue grave, que inclui a febre hemorragica grave e a
sindrome do choque da dengue (Rothman, 2011; Wang et al., 2000). Frente a complexidade
de distincdo pela classificacéo tradicional de um paciente com FDH e FD durante a fase aguda
de infeccdo, a OMS em 2009 revisou a classificacdo devido a presenca de uma variedade de
sinais e sintomas nao especificos da doenca. A nova classificacdo da doenca é dividida em
dengue sem sinais de alarme, dengue com sinais de alarme e dengue grave (Narvaez et al.,
2011). Nas formas mais graves da doenga, € caracterizada pelo extravasamento capilar
acompanhado de trombocitopenia e homeostasia alterada. Esse quadro clinico também é
acompanhado por uma tempestade de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias circulantes,
como fator de necrose tumoral alfa (TNF), interleucina 6 (IL6) e quimiocina CC ligante 4
(CCL4) (Rothman, 2011).

Os sintomas mais comuns de DENV se assemelham aos de outras infec¢des virais,
como CHKV e ZIKV, se manifestando de 5-7 dias apds a picada do mosquito infectado. A
viremia pode ter inicio 1 a 5 dias antes dos sintomas, e persistir por até uma semana (Simmons

et al., 2012). Parte das infeccBes é assintomatica, sendo influenciada pela idade, sorotipo e
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gendtipo da DENV, infeccbes prévias, presenca de anticorpos e fatores genéticos. A maioria

das infeccdes resulta em uma recuperagdo completa do paciente (Reiner et al., 2014).

Ainfecgéo por determinado sorotipo da DENV pode conceder uma imunidade duradoura
contra este sorotipo, e além de imunidade temporaria aos outros trés sorotipos. Dessa forma,
o mesmo individuo pode ser infectado mais de uma vez pelo DENV. As infec¢des posteriores
estdo de forma epidemioldgica correlacionadas ao aumento do risco de desenvolvimento de
formas mais graves da doenca, sendo o ADE (aumento da replicacdo dependente de
anticorpo) a explicacdo para esse aumento de risco de dengue grave em uma infecgéo
secundaria (Halstead & O’Rourke, 1977). Neste contexto, é importante ressaltar que o ADE é
um fendmeno em que a presenca de anticorpos especificos contra o virus aumenta a entrada
do virus em certas células do sistema imunolégico. Isso ocorre quando anticorpos
direcionados as proteinas de membrana e envelope se ligam ao virus, formando complexos
imunes que podem ser internalizados pelas células que expressam receptores Fc especificos
(Katzelnick et al., 2017). Apesar da via de transmissao mais comum de DENV ser através de
picadas por mosquitos, ja foram confirmadas outras vias de transmissdo como por exemplo,
transfusao sanguinea (Tambyah et al., 2008), transplante de tecidos e érgaos (Punzel et al.,
2014), exposicao percutanea ao sangue de uma pessoa infectada (Chen & Wilson, 2004), e
possivelmente amamentacédo (Barthel et al., 2013). Estudos demonstraram a presenca de
DENV no sémen, o que indica sua capacidade de infectar e colonizar o sistema reprodutor

masculino (lannetta et al., 2017; Lalle et al., 2018).

1.1.3 Organizagdo gendmica e estrutural do DENV e ZIKV

O DENV e ZIKV séo virus envelopados formados por uma fita simples de RNA (ssRNA)
de sentido positivo e tamanho aproximado 10-11 kb. Seus RNAs genémicos contém uma ORF
(do inglés, “Open Reading Frame”) flanqueada por uma regido nao codificada no sentido 5'-
3’. Apods sua introdugao na célula hospedeira, a Unica ORF é traduzida em uma poliproteinas
composta por trés proteinas consideras estruturais (proteina C, prM e E) e outras sete
proteinas consideradas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura
3). Tanto as proteinas estruturais quanto as n&o-estruturais desempenham papéis
importantes na replicagdo e estrutura do virus, reconhecimento do receptor celular e

processamento de poliproteinas virais (Tijssen, 1985).
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Figura 3. Esquema da organizacdo gendmica e estrutural dos flavivirus DENV e ZIKV. O DENV e ZIKV
sdo capazes de codificar uma Unica ORF que € traduzida no reticulo endoplasmatico em uma
poliproteinas, que serd clivada posteriormente por proteases virais da célula hospedeira. O
processamento de clivagem ira gerar dez proteinas funcionais, sendo trés consideradas estruturais (C,
prM e E) e sete proteinas consideradas ndo-estruturais (NS’s) (Adaptado de Pierson & Diamond, 2020).

A proteina C é conhecida como proteina de capsideo e se associa ao genoma de RNA
(Murray et al., 2008). A prM é uma proteina de pré-membrana, com funcéo de proteger a
proteina de envelope de mudangas conformacionais que podem ser induzidas por pH em
particulas virais que ainda sédo imaturas. A proteina E, conhecida como proteina de envelope,
possui estrutura composta por trés dominios ligados a membrana viral por uma haste
helicoidal e dois dominios transmembranares antiparalelos, responséaveis pela interagéo de
ligagdo do virus com o receptor celular da célula hospedeira (Wang et al., 1999; Zhang et al.,
2017).

Quanto as proteinas ndo-estruturais, sua maioria desempenha um papel essencial na
replicacdo viral, mas também pode estar envolvida em outras fun¢des. Por exemplo, a NS1
esta envolvida em processos de replicacdo do genoma viral, evasdo do sistema imunoldgico,
além de estar envolvida em processos de indugéo de fortes respostas humorais e celulares
no hospedeiro (Akey et al., 2014; Costa et al., 2006). A NS2A faz parte do componente do
complexo replicase e também estd envolvida nos processos de modulacdo e evasdo do
sistema imunologico (Murray et al., 2008). A NS3 é a protease responsavel pela clivagem de
poliproteinas, sendo uma enzima multifuncional envolvida na replicacdo viral, tendo como
cofatores a NS2B e a NS4A (Bollati et al., 2010). A NS4B faz parte do complexo replicase,
além de atuar na modulacdo e evaséo do sistema imunolégico (Murray et al., 2008; Zou et al.,
2015). Por fim, a NS5 integra o complexo replicase como uma RNA polimerase dependente
de RNA para a sintese do genoma viral, e também atua na modulagéo e evasao do sistema

imunologico (Bollati et al., 2010).
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1.1.4 Proteina ndo-estrutural 1 (NS1) — papel nas manifestacdes clinicas, mecanismos

de acdo e resposta celular

Dentre as proteinas nao-estruturais, destacamos a NS1 devido ao seu papel
fundamental para as manifestacdes clinicas das infecdes por DENV e ZIKV, e potencial
marcador diagndstico de infec¢do aguda precoce. Em infec¢des por DENV e ZIKV, a NS1
pode ser detectada na corrente sanguinea de individuos, circulando em concentracdes
relativamente altas (até 100 ng/ml) durante as fases agudas de infec¢édo (Alcon et al., 2002;
Young et al.,, 2000). Com massa molecular de 46-55 kDa, dependendo do seu estado de
glicosilacdo, a NS1 existe em multiplas formas oligoméricas conforme sua localizacdo celular:
(1) como um mondmero ou dimero de membrana celular (mMNS1), estando presente em
compartimentos vesiculares citoplasmaticos ou na superficie celular, ou (2) como uma espécie
secretada hexamérica sollvel associada a lipideos (extracelular, sNS1) (Muller & Young,
2013). Estudos indicam que a mNS1 participa da replicacdo precoce do RNA viral e &
encontrada em compartimentos vesiculares induzidos por virus que abrigam os complexos de
replicagcdo viral (Mackenzie et al., 1996). Ambas as formas mNS1 e sNS1 sdo altamente
imunogénicas, sendo associadas a patogenicidade da infec¢do (Sun et al., 2007). Estudos
moleculares tém demonstrado que a NS1 é um fator chave na patogénese dos flavivirus,
ativando células do sistema imunolégico inato, levando a secrecao de citocinas e ruptura da
monocamada de células endoteliais, o que contribui para o edema observado em formas mais
graves de DENV (Modhiran et al., 2015, 2017). Dessa forma, a proteina NS1 emerge como

um elemento central na indug&o da resposta inflamatéria frente a infecgéo por ZIKV e DENV.

As proteinas NS1 do DENV e ZIKV desempenham um papel importante nos processos
de invaséo e evasdo imunoldgica, atuando na modulagédo da maquinaria celular do hospedeiro
para que o virus se propague de maneira eficiente (Lin et al., 2006; Liu et al., 2017). Apés
internalizagdo do virus, ocorre a liberagdo do genoma do RNA viral no citoplasma, permitindo
sua replicacéo. O peptideo sinal nas proteinas codificadas pelo mRNA viral as guia para o
reticulo endoplasmatico, onde os ribossomos ligados a membrana as traduzem em proteinas
estruturais e ndo estruturais. O polipeptideo é clivado, e a regidao C-terminal da proteina E
possui um peptideo sinal que direciona a NS1 do polipeptidio traduzido para o reticulo
endoplasmatico, onde ocorre a translocacao (Falgout et al., 1989). E importante destacar que
a regido C-terminal da NS1 possui uma sequéncia octapeptidica (L/IMVXSXVXA) essencial
para a clivagem, sendo conservada em todos os flavivirus e muito estudada para producéo
de vacinas baseadas em NS1 (Hori & Lai, 1990). A juncdo NS1/NS2A também é clivada no
reticulo endoplasmatico por proteases. Apesar de a NS1 ndo possuir nenhum dominio que
atravesse a membrana, sua associacdo com a membrana plasmatica parece ser importante,

visto que estudos demonstraram a capacidade de NS1-WNV e NS1-DENV reorganizarem as
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membranas dos lipossomas, sugerindo que a interacdo da NS1 intracelular com outras
proteinas virais e células hospedeiras ocorre durante a evolucéo da patogénese (Akey et al.,
2014, 2015; Watterson et al., 2016; Young et al., 2012).

A mNS1, em sua forma dimérica, juntamente com outras proteinas ndo-estruturais e
RNA viral, é direcionada ao reticulo endoplasmético, onde forma o complexo de replicacao
dentro de vesiculas especificas. Esse complexo desempenha papel crucial na replicagdo
ativa. A NS1, seja ancorada em glicosilfosfatidilinositol (GPI) ou associada ao colesterol, é
recrutada para a membrana plasmatica por meio de vias endociticas ou secretoras, ou se
integra a rede trans-Golgi para maturacdo e subsequente liberacdo (Muller & Young, 2013).
Vale destacar que a forma extracelular sSNS1 ancorada em GPI tem sido demonstrada como
influenciadora das vias de transdugdo de sinal, modulando a patogénese dos flavivirus
(Robinson, 1997). De maneira geral, DENV e ZIKV manipulam proteinas do hospedeiro para
promover a replicagdo do seu genoma e a traducdo do polipeptidio viral. Essa replicagdo
ocorre em estruturas membranosas induzidas pelo virus, derivadas do reticulo
endoplasmatico, conhecidas como pacote de vesiculas que sdo formadas pelas proteinas
NS1, NS4A e NS4B (Akey et al., 2015; Apte-Sengupta et al., 2014; Welsch et al., 2009).

A mNSL1 interage com uma diversidade de proteinas hospedeiras auxiliando na
replicacéo viral, traducdo e producao de particulas virais. Dentre suas proteinas parceiras, as
proteinas riboss6micas da subunidade ribossémica 60S (RPL18, RPL18a e RPL17) estédo
envolvidas na tradugéo, interagdo com locais internos de entrada ribossémica e ancoragem
dos ribossomos & membrana do reticulo endoplasmatico. Durante o processo de infeccdo
viral, a NS1 interage e relocaliza essas proteinas no local de replicacao viral. Esse mecanismo
foi elucidado por estudos baseados em siRNA (do inglés “small interfering RNA”), que
demonstraram uma diminuicdo da traducgéo viral, replicacdo e producéo de particulas virais

(Cervantes-Salazar et al., 2015).

Do ponto de vista de mecanismo de a¢ao e resposta celular a infec¢cao, estudos recentes
demonstraram que os dominios SH2 e SH3 do fator de transcricdo STAT3 (do inglés “Signal
Transducer and Activator of Transcription 3”) interagem com a proteina NS1 de flavivirus,
desencadeando a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF e IL6, que contribuem
significativamente para a patogénese das doencas virais (Chua et al., 2005). Resumidamente,
a célula hospedeira responde contra a infec¢éo por flavivirus secretando interferons do tipo |
(IFN), incluindo IFNA e IFNB, que possuem propriedades antiproliferativas, antivirais e
imunomoduladoras (Haller et al., 2006; Thurmond et al., 2018). Os IFNs secretados se ligam
aos receptores de IFN tipo | na superficie das células, formados por duas subunidades,

IFNARL e IFNAR2, e quinases ativadas por Janus kinase (JAKs), como tirosina quinase 2
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(TYK2) e JAKL. Essa ligacao resulta na ativacao de STATs (Kotenko et al., 2003; Silvennoinen
et al., 1993), incluindo STAT3, que interage com a NS1, culminando na secrecédo de citocinas
pré-inflamatorias (Chua et al., 2005). Portanto, a identificacdo de potenciais receptores que
interagem com a NS1 é crucial para entender os mecanismos subjacentes a patogéneses da

infeccao por flavivirus, incluindo a ZIKV e a DENV.

Diante da complexidade das interacGes entre os virus e as células hospedeiras, €
fundamental explorar o papel dos receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), como
os receptores do tipo Toll (TLRs). Os TLRs sdo uma familia composta por 13 membros,
presentes em células imunoldgicas ou ndo, sendo responsaveis pelo reconhecimento de
diversos padres moleculares associados a patdgenos (PAMPS) disparando vias de
sinalizacdo celular que culminam no recrutamento de mediadores inflamatérios sollveis e
celulares, além de outros elementos do sistema imunolégico (Takeda & Akira, 2004). Dentre
0os TLRs, o TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estdo envolvidos no reconhecimento de acidos
nucleicos virais endossbémicos, fornecendo um meio de resposta a uma ampla gama de virus;
enquanto o TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR10 e TLR11 estdo presentes na superficie celular
e tipicamente interagem com diferentes PAMPs bacterianos, virais e fangicos. Estudos
recentes relataram que a ativacao de TLR2 e TLR6 por sNS1 durante a infeccdo por DENV
culmina no aumento de citocinas pré-inflamatérias como IL6 e TNF (Chen et al., 2015). Além
disso, foi demonstrado que a NS1-DENV induz o aumento da expressdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias em macréfagos e células endoteliais humanas e murinas de
forma dependente da ativacdo de TLR4. Desta forma, a interacdo NS1/TLR4 emerge como
um evento que pode contribuir para a resposta do hospedeiro contra infeccdes por flavivirus

e, consequentemente, para a historia natural da doenga (Modhiran et al., 2015, 2017).

Neste contexto, € importante ressaltar que 6rgéaos do trato urogenital masculino, como
testiculo e epididimo, sdo altamente susceptiveis a eventos inflamatérios, induzidos por
infecgcbes sistémicas ou locais, impactando diretamente em suas funcbes, e
consequentemente na fertilidade masculina (Avellar et al., 2019).A alta incidéncia de infec¢cbes
causadas por DENV e ZIKV em diversos paises justifica a relevancia da realizacdo de estudos
mais aprofundados a fim de investigar seu impacto sobre a fertilidade masculina. No presente
projeto, focamos no epididimo devido ao seu papel essencial para a fertilidade masculina, e
maior susceptibilidade a les6es inflamatérias causadas por infeccbes, bacterianas ou virais
em comparacao ao testiculo no cenario clinico (Hedger, 2011). A seguir abordaremos os
aspectos basicos sobre a biologia do epididimo, com énfase no impacto do processo

inflamatorio sobre sua fungéo.
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1.2 Impacto das infec¢des virais em 6rgdos trato reprodutor masculino
1.2.1 O epididimo —uma visao geral

Ao deixarem os testiculos, os espermatozoides ja sdo morfologicamente diferenciados,
porém inaptos para fertilizarem o odcito. Tal habilidade s6 é adquirida pela passagem do
espermatozoide pelo epididimo, um 6érgdo essencial para a reproducdo. Localizado no
escroto, o epididimo esta aplicado & margem posterior do testiculo, conectando os ductulos
eferentes ao ducto deferente. Em adultos, o ducto epididimério, quando desenovelado, possui
cerca de 6 metros em homens, 3 metros em ratos e 1 metro em camundongos (Robaire &
Hinton, 2006). Formado por um Unico ducto, altamente enovelado, e possui quatro
componentes principais: (1) luz tubular, onde encontram-se os espermatozoides, banhados
pelo fluido epididimario; (2) epitélio do tipo colunar pseudoestratificado, formado por células
principais, células basais, células apicais, células estreitas, células claras e células
imunoldgicas; (3) camada de musculo liso envolvendo o epitélio; e (4) intersticio, contendo
nervos, vasos sanguineos e linfaticos, fibroblastos e células imunoldgicas e ndao imunolégicas
(Figura 4A) (Robaire & Hinton, 2006; Serre & Robaire, 1999).

O epididimo pode ser dividido em diferentes regides a partir de critérios anatdmicos,
morfologicos e funcionais. Em roedores (ratos e camundongos), pode ser dividido em regido
proximal para regido distal, em quatro diferentes regides, a saber, segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda do epididimo (Figura 4B). Cada regido pode ser subdividida em segmentos
separados por septos intersticiais de tecido conjuntivo, sendo de 10 a 19 segmentos no
epididimo de camundongos e ratos, respectivamente (Jelinsky et al., 2007; Turner, 2008).
Estudos transcriptdmicos revelaram diferencas de expressédo de uma série de genes entre 0s
diferentes segmentos epididimarios, fazendo com que a expressdo de muitos genes
apresente um padrédo diferencial de acordo com o segmento, ou ainda, seja restrita a alguns
deles (Jelinsky et al., 2007; Johnston et al., 2005; Sipila & Bjorkgren, 2016). O controle preciso
e segmentado da expressdo génica no epididimo exerce influéncia sob a atividade secretora
e absortiva do epitélio do 6rgédo. Isso resulta na formacgéo de microambientes luminais distintos
entre os diferentes segmentos. Os diferentes microambientes epididimarios interagem
gradualmente com o0s espermatozoides, promovendo a maturacdo e, por fim, levando ao
armazenamento em estado quiescente nas porcdes distais do 6rgao (Belleannée et al., 2012;
Sipila & Bjorkgren, 2016). Além da maturacdo e armazenamento, o epididimo também
promove o transporte dos espermatozoides e sua prote¢cdo contra ameacas quimicas,
metabdlicas e patogénicas até o momento da ejaculacdo. Dessa forma, alteracbes nas
funcbes do epididimo estdo associadas a quadros de subfertilidade ou infertilidade, isso

demonstra a relevancia do érgao para a reproducao masculina (Cornwall, 2009).



25
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Figura 4. Anatomia do epididimo de roedores. (A) Corte longitudinal histolégico de epididimo de
camundongo corado com hematoxilina/eosina (esquerda) e representacdo dos quatro principais
componentes do epididimo, incluindo os tipos celulares do epitélio epididimario, os compartimentos
epitelial, luminal e muscular liso (direita) (B) Representagédo esquematica do epididimo de camundongo
e de rato, indicando as quatro regibes principais do 6rgao (segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do
epididimo), e os 10 e 19 segmentos epididimarios, respectivamente, separados por septos de tecido
conjuntivo (Adaptado de Belleannée et al., 2012; Jelinsky et al., 2007; Sullivan & Mieusset, 2016).

O epitélio do epididimo é composto por uma variedade de tipos celulares, que
desempenham papéis essenciais na fisiologia deste 6rgdo. Dentre esses tipos celulares, as

células principais e basais estdo presentes em abundancia em todas as regifes; células
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apicais e estreitas, sao limitadas ao segmento inicial e a zona intermediaria (area de transicao
entre o segmento inicial e a cabeca no epididimo de roedores); e as células claras, estdo
presentes em diferentes regides, incluindo cabeca, corpo e cauda do epididimo (Robaire &
Hinton, 2006). O epididimo abriga uma populagdo de células imunolégicas, como células
dendriticas, macrofagos, linfécitos (células halo), e células basais que estdo distribuidas ao
longo do 6rgdo em diferentes compartimentos, incluindo o epitelial, intersticial e luminal
(Battistone et al., 2019; Pleuger et al., 2020; Robaire & Hinton, 2006).

As células basais epididimarias se estendem ao longo da membrana basal, e de maneira
diferenciada entre as regides do 6rgao, aumentando significativamente a partir do corpo distal
(Shum et al., 2011). Diversos estudos relataram que as células basais do epididimo séo
semelhantes aos macrofagos peritubulares em aspectos estruturais e antigénicos (Yeung et
al., 1994). Entretanto, estudos mais recentes propuseram gue essas células sdo semelhantes
a células epiteliais adjacentes e que sdo consideradas sensores de regulagédo da atividade de
células principais e células claras (Holschbach, 2002; Shum et al., 2014). As células basais
no epididimo murino possuem extensdes citoplasmaticas finas que atravessam a barreira
apical das juncbes estreitas formadas pelas células principais que se unem entre si,

alcancando o lumen epitelial (Shum et al., 2011).

Em relacdo as células imunoldgicas, estudos a partir da década passada revelaram uma
rede de células dendriticas no epitélio do epididimo, o que gerou uma mudanca de paradigma
sobre o papel dessa mucosa como elemento do sistema imunolégico inato do érgao (Pierucci-
Alves et al., 2018). As células dendriticas sdo apresentadoras de antigenos, e seu papel
fisiolégico no epididimo inclui a regulacdo de interacdes complexas entre a toleréncia e a
ativacdo imunitaria (Pierucci-Alves et al., 2018). Estudos indicaram que as células dendriticas
no epididimo de camundongos formam uma densa rede na area basal do epitélio epididimario,
e sdo altamente ativas no segmento inicial se estendendo através do epitélio até a membrana
apical. Além disso, foi relatada uma densa rede previamente ndo reconhecida de células
dendriticas e outros fagécitos mononucleares localizados ao longo epitélio epididimario de
camundongos, que realizam, dentre outras funcdes, a apresentacdo cruzada de antigenos in
vitro (Da Silva et al., 2011; Pierucci-Alves et al., 2018; Pleuger et al., 2022; Shum et al., 2014).
Os fagoécitos mononucleares sdo considerados protetores do sistema imunoldgico. Sdo
subconjuntos heterogéneos de macrofagos e células dendriticas que possuem como
caracteristica capacidade migratoria para gradientes de sinais microbianos ou quimiocinas,
processamento de fragmentos microbianos e apresentacdo de antigenos para o sistema
imunoldgico adaptativo, e secrecdo de moléculas sinalizadoras (Pleuger et al., 2020). Os
macréfagos sao as células imunocompetentes mais abundantes no epididimo murino, e estdo

localizados, além do epitélio, nas regides intersticiais e peritubulares do epididimo (Da Silva
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& Smith, 2015; Pierucci-Alves et al., 2018; Pleuger et al., 2022). Uma rede de fagdcitos
mononucleares expressando marcadores de macréfagos e células dendriticas, reveste a base
dos tabulos epididimarios de camundongos (Da Silva et al., 2011; Pleuger et al., 2020). E
importante ressaltar, que assim como as células dendriticas, os macré6fagos sdo eficientes
apresentadores de antigenos, podendo inibir respostas a antigenos espermaticos em
condi¢Bes normais, e também podem ativar respostas inflamatorias a patdégenos durante uma
infeccado ativa (Da Silva & Smith, 2015; Pierucci-Alves et al., 2018).

Os linfécitos no epididimo consistem principalmente de linfécitos T auxiliares (CD4%)
localizados principalmente no estroma epididimario, linfécitos T citotdéxicos (CD8™) localizados
dentro do epitélio epididimario e linfécitos B (Pleuger et al., 2020; Yakirevich, 2002). Estudos
de caracterizagdo indicaram que o numero de células T CD4* e T CD8* s&o aproximadamente
iguais nas regides proximal e distal do epididimo murino, porém, o nimero de linfcitos B na
cauda do epididimo de camundongos € significantemente maior do que na cabeca (Voisin et
al., 2018).

A presenca das células imunoldgicas no érgdo sugere um papel significativo do sistema
imunoldgico local na regulagdo do microambiente epididimario e na protecdo contra
patégenos invasores. Estudos recentes tém destacado a importancia das células
imunoldgicas na manutencdo da homeostase epididimaria, além de estar envolvidas nos
processos de toleréncia imunoldgica, visando a protecdo do espermatozoide de ataques
autoimunes (Pleuger et al., 2020). A complexidade estrutural e funcional do epididimo é
atribuida a distribuicdo diferenciada das células epiteliais, juntamente com o perfil de
expressao génica diferenciado entre as diferentes regides do érgao (Cornwall, 2009; Da Silva
et al., 2011; Robaire & Hinton, 2006). Do ponto de vista imunolégico, o epididimo enfrenta
dois desafios distintos em suas extremidades proximal e distal. Na extremidade proximal, sdo
necessarios mecanismos de tolerancia local a fim de evitar atagues autoimunes contra os
espermatozoides pos-testiculares (Pierucci-Alves et al., 2018), enquanto na extremidade
distal, sdo necessarios mecanismos de defesa imune contra agentes patdégenos que
ascendem da uretra (Flickinger et al., 1997). O conjunto de populacdes de células imunes
residentes ao longo do epididimo desempenham um papel no equilibrio da tolerancia

imunologica e da defesa do préprio 6rgéo, sendo essenciais para sua homeostasia geral.

Neste contexto, é importante destacar que os mecanismos moleculares, bioquimicos e
celulares pelos quais o epididimo exerce suas fungfes, ainda sdo pouco conhecidos e carece
de mais estudos. E de alta relevancias que os processos epididimarios envolvidos na
maturacao e protecao espermatica sejam elucidados, devido ao fato de que metade dos casos

de infertilidade masculina apresentam causas desconhecidas, podendo estar associadas a
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alteracBes no processo de maturacdo e estocagem dos espermatozoides no epididimo
(Cornwall, 2009; Turner, 2008).

As funcgbes epididimérias séo reguladas através de uma complexa rede de fatores
hormonais, neuronais, testiculares e imunolégicos. Hormdnios androgénios, como a
testosterona e seu metabdlito ativo diidrotestosterona (DHT), sdo membros da familia de
esteroides, e séo os principais hormoénios promotores da diferenciagdo, morfologia e funcéo
epididimaria (Hamzeh & Robaire, 2010). Seus efeitos se dao a partir da interacdo com o
receptor de androgénios (AR), membro da superfamilia de receptores acoplados a fatores de
transcricdo, que esti expresso em células epiteliais, intersticiais e da musculatura lisa do
epididimo (O’hara et al., 2011; Patrdo et al., 2009). Sabe-se que alteracBes na via de
sinalizacdo androgénios/AR, podem afetar a estrutura, desenvolvimento e fungdo do

epididimo, gerando quadros de infertilidade ou subfertilidade (Avellar & Hinton, 2019).

1.2.2 Papeis funcionais da barreira hemato-epididimaria

Um componente essencial para a manutencdo do microambiente luminal do epididimo
e protecdo dos espermatozoides pds-testiculares é a barreira hemato-epididimaria (BEB, do
inglés “blood-epididymis barrier”) (Avellar et al., 2019; Hinton & Palladino, 1995; Mital et al.,
2011). A BEB ¢é fundamental para a manutencdo do privilégio imunolégico do epididimo.
Alterac@es histopatoldgicas mais comuns que sugerem o comprometimento da BEB incluem
lesbes inflamatdrias, como edema intersticial e presenca de infiltrado inflamatério, e/ou
granulomas espermaticos (Gregory & Cyr, 2014). Sua integridade, secrecdo normal e
reabsorcao pelas células epiteliais de revestimento, desempenham papeis importantes na

manutencgéo e homeostasia do microambiente epididimario.

A BEB é formada por juncdes estreitas entre as células principais, que ddo origem a
uma barreira fisica limitando a passagem de moléculas e células para a luz do ducto. As
juncdes estreitas sdo compostas por proteinas transmembranares que permitem as células
se aderirem umas as outras, e proteinas intracelulares que ligam as proteinas
transmembranares ao citoesqueleto celular (Hinton & Howards, 1981; Mital et al, 2011). A
barreira fisiol6gica é formada por transportadores que regulam o movimento de substancias
para dentro ou fora do limen, e a barreira imunolégica limita o contato pelo sistema
imunoldgico, isolando a maioria das células germinativas e auto antigénicas (Gregory & Cyr,
2014) A interacdo entre os elementos fisicos, fisioldgicos e imunoldgicos da BEB cria uma
barreira maximamente competente, protegendo o espermatozoide contra estimulos nocivos

de natureza diversa. Vale destacar que a composi¢do da BEB varia ao longo do 6rgao, sendo
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mediada por juncdes aderentes e juncdes estreitas, e contatos celulares que envolvem
conexdes complexas entre diferentes proteinas (Cyr et al., 2007; Dubé et al., 2007) (Figura
5).
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Figura 5. Representacdo esquematica da composicao da barreira hemato-epididimaria. A barreira
hemato-epididimaria (BEB) regula o contetido luminal epididimario, limitando o movimento paracelular
de ions entre elementos externos a luz do ducto epididimario e o ltmen. Também protege os
espermatozoides que estao em processo de maturacéo e estocagem. A BEB é formada por proteinas
de juncéo estreita transmembrana, denominadas claudinas (CLDNs), bem como a proteina de juncao
estreita 1 (TJP1), que se liga a cauda citoplasmatica das CLDNs e atua como ancora ao citoesqueleto.
As caderinas (CDHs) também fazem parte da composi¢do da BEB, assim como varios membros da
familia de cateninas (CTNNSs) que se ligam ao terminal citoplasmético das caderinas, e auxiliam na
ligacdo das caderinas ao citoesqueleto e na transduc¢édo de sinal. (Adaptado de Cyr et al., 2007; Gregory
& Cyr, 2014).
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Existem trés principais familias de proteinas transmembranares localizadas nas junc¢des
estreitas da BEB, sendo elas claudinas (CLDNSs), ocludinas (OCLDNSs) e moléculas de adesédo
juncional (JAM) (Figura 5). A formacdo das junc@es intercelulares inclui interacdes de
moléculas de adeséo celular e proteinas juncionais que se agrupam em juncdes estreitas e
comunicantes (Citi, 1993; Mége et al., 2006) As juncbes aderentes sdo formadas por
caderinas, uma familia de moléculas de adesao celular dependentes de calcio, que medeiam
interacdes dependentes de célcio entre células adjacentes (Takeichi, 2007). A e-caderina
(CDH1) e a p-caderina (CDH3) estado presentes no epididimo de ratos, sendo diferencialmente
expressas no periodo pos-natal. O transcrito Cdh3 atingiu niveis maximos no epididimo de
ratos no dia 7 pds-natal, enquanto o Cdh1l, durante a puberdade, indicando que sua expressao
€ dependente de androgénios (Cyr et al., 1993). Esses estudos sugerem que a medida em
gue o epididimo se desenvolve no periodo pds-natal, ocorre a transicdo de uma caderina para
outra possibilitando a formacdo de novos contatos celulares (Cyr et al., 1992, 1993, 2007).

A OCLDN foi a primeira proteina de juncao estreita a ser identificada no epididimo, (Cyr
et al,, 1999). A OCLDN esta localizada na superficie celular apical do epididimo de
camundongos no dia embrionario em que 0s niveis maximos de androgénios séo alcancados,
sugerindo que os androgénios possuem um papel importante na regulagdo das juncdes
estreitas do epididimo embrionario. Em adultos, as jung¢des estreitas séo heterogéneas e a
ocludina esta localizada apicalmente entre as células principais adjacentes, exceto no
segmento inicial (Cyr et al., 1999, 2007).

As CLDNs sao proteinas transmembranares ligadas ao citoesqueleto através de
proteinas da zbnula de oclusao (ZO-1, -2 e -3). Até o momento 20 CLDNSs foram identificadas
e sua distribuicdo no epididimo € ampla e variavel, sendo possivel observa-las em co-
localizagdo com OCLDNSs, ou séo recrutadas para juncdes estreitas, sugerindo um papel
importante para formacgéo das jungfes estreitas (Saitou et al., 2000; Van lItallie & Anderson,
2006). No epididimo de roedores, existem 11 CLDNs (CLDN 1-11) que desempenham
diversos papeis na homeostasia do 6rgao (Cyr et al., 2007). A CLDNL1 esta localizada nas
juncdes estreitas do epididimo e em todas as regifes, e sua localizacdo é regulada por
androgénios apenas no segmento inicial, indicando que as CLDNs podem ser reguladas de
forma diferenciada nas regides do epididimo (Gregory et al., 2001). Além de serem
necessarias para a funcdo basica da BEB, as CLDNs podem formar poros seletivos de ions
na juncdo estreita, permitindo o transporte paracelular entre células adjacentes. Neste
contexto, é importante ressaltar que a seletividade de tais poros depende de CLDNs
especificas (Anderson & Van ltallie, 2009). Estudos foram realizados a fim de demonstrar a
importancia das CLDNs em juncdes estreitas de epitélios estratificados e simples, para isso

utilizaram animais nocaute para Cldnl, onde observou-se uma rapida perda de agua devido
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a falta de uma barreira epitelial intacta, seguido de morte dos camundongos Cldn1” (Furuse
et al., 2002).

As juncdes estreitas também s&o compostas de proteinas transmembrana integrais que
estdo ligadas a proteinas associadas a membrana, como as proteinas de membrana
associadas a juncédo e proteinas de membrana periférica, como por exemplo as proteinas de
zbnula de oclusédo (TJP) (Cyr et al., 2007) No epididimo de camundongos, a TJP1 esta
localizada apicalmente entre as células principais adjacentes (Debellefeuille et al., 2003; Levy
& Robaire, 1999). Estudos de imunoprecipitacdo demonstraram que a TJP1 se associa a
componentes da juncao aderente. Como a TJP1 é uma proteina sinalizadora, é possivel que
esteja envolvida nas vias de sinalizacdo entre juncBes aderentes estreitas (Debellefeuille et

al., 2003).

1.2.3 Outros elementos do sistema imunoldgico inato no epididimo

As relagbes entre sistema imunolégico inato e o trato reprodutor masculino
desempenham um papel crucial na fertilidade. Isso se d4 ao fato de que diversos
microrganismos terem a capacidade de invadir e colonizar os tecidos do trato reprodutor
masculino, desencadeando processos inflamatorios que podem resultar em infertilidade
temporéria ou permanente (Girling & Hedger, 2007). Além dos elementos descritos
anteriormente, o epididimo expressa de forma constitutiva e variavel ao longo do 6rgéo outros
elementos do sistema imunolégico inato, incluindo PRRs e genes antimicrobianos (Browne et
al., 2018; Palladino et al., 2007; Rodrigues et al., 2008; Zhao et al., 2008; Zhu et al., 2015).
Esses elementos exercem um papel fundamental como primeira barreira de defesa contra
uma ampla gama de desafios infecciosos e néo infecciosos, e estdo envolvidos na regulagéo

de respostas imunolégicas inatas e adaptativas.

A imunidade inata antibacteriana e antiviral é mediada por PRRs, que identificam
patdégenos via ligagdo aos seus PAMPs. Dentre os PRRs, destacamos os TLRs que estédo
presentes em células imunolégicas (macréfagos e células dendriticas) ou nao-imunolégicas
(células epiteliais, intersticiais e musculatura lisa), que ao reconhecer os PAMPs disparam
vias de sinalizac@o celular que culminam no recrutamento de mediadores inflamatérios
solaveis e celulares, além de outros elementos do sistema imunoldgico (Schréder & Bowie,
2005; Takeda & Akira, 2004). E reconhecido que a ativacdo de TLR’s por diferentes PAMPs
faz parte dos eventos iniciais de resposta imunolégica contra diferentes infeccées. Sabe-se
gue em diferentes tecidos do trato reprodutor masculino de roedores existe uma expressao

diferencial de TLR’s em células imunolégicas e nao-imunoldgicas, estes diferentes tecidos
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incluem testiculo, epididimo e préstata (Bhushan et al., 2009; Palladino et al., 2007; Quintar
et al., 2006; Rodrigues et al., 2008).

Dentre os integrantes da familia de receptores TLR, o TLR4 foi o primeiro membro
descoberto por apresentar um papel essencial no reconhecimento e disparo da resposta
imunoldgica contra infeccbes por bactérias Gram-negativas, via interagdo com
lipopolissacarideo (LPS), localizado na parede celular destas bactérias (Poltorak et al., 1998).
Este reconhecimento requer o envolvimento de proteinas acessorias (Figura 6).
Resumidamente, o LPS interage com a proteina de ligacdo do LPS solavel, que facilita sua
associacdo ao CD14. Este, por sua vez, atua na facilitacdo da transferéncia do LPS ao
complexo TLR4/MD2, modelando o reconhecimento do LPS no receptor (Kawai & Akira, 2010;
Lu et al., 2008; Park et al., 2009). O TLR4 ao ser ativado gera a dimerizagdo dos dominios
extracelulares do receptor, disparando diferentes vias de sinalizag&o intracelular associadas,
a depender do tipo de proteina adaptadora recrutada, sendo elas: (a) via dependente da
proteina MYD88 (do inglés “myeloid differentiation primary response 88”), que faz parte da
sinaliza¢éo canénica, culminando na ativacéo de fatores de transcricdo como NFKB e AP1; e
(b) via dependente de TRIF (do inglés “TIR domain-containing adapter inducing interferon-
beta”), que gera a ativacdo do fator de transcricao regulado por interferon 3 (IRF3), que ira
modular a expressdo de genes classicamente envolvidos em respostas antivirais, como 0s
IFN’s (IFNA e IFNB) (Lu et al., 2008).

Citoplasma

Célulg epitelial do epididimo

Figura 6: Esquema da via de sinalizacao mediada por TLR4 ativada por LPS. Nesta representagéo, é
possivel observar a visdo geral da sinalizagdo celular disparada pelo LPS ao ser associado e
reconhecido pelo receptor TLR4 (Adaptado de Lu et al., 2008).
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Como apresentado anteriormente, a interacao entre epididimo e sistema imunolégico é
um aspecto essencial para a fertiidade masculina. Sabe-se que o estabelecimento da
tolerancia imunoldgica ocorre antes da geracdo do gameta maduro, que € considerado um
corpo estranho pelo sistema imunolégico do individuo. Portanto, as células espermaticas séo
auto antigénicas, capazes de induzir uma resposta autoimune e inflamatéria se expostas ao
ambiente extraluminal testicular e epididimario (Hedger & Hales, 2006). Porém, na luz nos
tubulos seminiferos e do ducto epididimério, os espermatozoides séo tolerados durante a
espermatogénese e maturacdo epididimaria, evitando que ocorram ataques imunolégicos
contra essas células (Hedger, 2011). Desequilibrios entre eventos pro e anti-inflamatérios no
epididimo sdo capazes de comprometer a funcdo epididimaria, implicando em consequéncias
na fertilidade masculina. Embora uma parcela significativa dos casos de infertilidade
masculina seja atribuida a causas inflamatérias ou imunoldgicas, os mecanismos celulares e
moleculares que estdo envolvidos na resposta do epididimo frente a inflamacéo, ainda
permanecem pouco conhecidos (Avellar et al., 2019; Hedger, 2011). Sendo assim, é
fundamental ressaltar que doencas inflamatorias do epididimo possuem uma alta prevaléncia
na populacdo masculina em todas as idades, e é um dos principais fatores etioldégicos de
infertilidade (Nicholson et al., 2010; Pilatz et al., 2015).

1.2.4 Inflamacéo do epididimo — visdo geral e epididimite viral

7

A inflamacdo é uma reacdo biolégica do tecido vascularizado contra estimulos
prejudiciais de natureza diversa. Esta resposta tecidual envolve a produgéo e o recrutamento
de diversos mediadores humorais e celulares, atuando de maneira ordenada a fim de
combater o estimulo danoso, e restaurar a homeostasia tecidual. No ambito especifico da
saude masculina, a inflamacéo do epididimo, conhecida como epididimite, desempenha um
papel relevante na reducdo do bem-estar e produtividade de homens de diversas faixas
etarias (Pilatz et al., 2015). Embora seja relatada desde a infancia até a senilidade, a
epididimite é o quinto diagndéstico urolégico mais comum em homens com idades entre 18 e
50 anos (Collyns et al., 1998). Estudos epidemioldgicos indicam que a incidéncia anual de
epididimite € de cerca de 250/650 casos a cada 100.000 homens no Reino Unido, sendo a
mais frequente condicdo inflamatéria que acomete o sistema reprodutor masculino (Nicholson
et al., 2010). Fatores de risco associados a epididimite incluem antecedentes de infec¢des do
trato urinario, infeccdes sexualmente transmissiveis, anomalias anatbmicas, e cirurgias na
prostata, no trato urinério ou outros traumas escrotais (Mcconaghy & Panchal, 2016; Taylor,
2015). As infecches bacterianas desempenham um papel preponderante na etiologia da

doenca, sendo Chlamydia trachomatis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
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Staphylococcus aureaus as bactérias mais frequentemente envolvidos nos processos

inflamatorios (Pilatz et al., 2015).

As lesbes nos tecidos resultantes da epididimite abrangem edema, destruicdo do
epitélio, fibrose intersticial e obstru¢ao do ducto, podendo acarretar em mudancas duradouras
nos parametros espermaticos (McConaghy & Panchal, 2016; Nickel et al., 2002; Pilatz et al.,
2015b; Tracy et al., 2008). Do ponto de vista molecular, a regulacéo da expresséo de varios
genes ligados a resposta imunologica, tanto inata quanto adaptativa, ocorre de maneira
diferenciada, dependendo do tipo de estimulo inflamatério e da regido do epididimo afetada
(Pleuger et al., 2020). As alteracbes morfolégicas e funcionais do epididimo induzidas pela
epididimite podem gerar quadros de infertilidade ou subfertilidade temporaria ou permanente
(Michel et al., 2016). Cerca de 40% dos pacientes diagnosticados com epididimite bacteriana
apresentam alteragdes persistentes nos parametros espermaticos, como oligospermia (baixa
guantidade de espermatozoides no sémen) ou azoospermia (auséncia de espermatozoides
no sémen), mesmo apos realizacdo do tratamento adequado com uso de antibiéticos e anti-
inflamatérios (Eickhoff et al., 1999; Rusz et al., 2012). Além disso, cerca de 20% dos pacientes
evoluem para quadros de epididimite recorrente ou cronica, associados a quadros de dor

escrotal intensa, podendo levar a remocao cirdrgica do 6rgéao (Nickel et al., 2002).

Embora as infec¢des bacterianas sejam o principal fator etiolégico da epididimite,
avancos nos métodos de diagnostico molecular tém facilitado a identificacdo de infec¢des
virais como uma causa relevante desta condicdo (Browne et al., 2018; Pleuger et al., 2020).
E importante ressaltar que aspectos bioquimicos e moleculares relacionados a fisiopatologia
da epididimite viral ainda permanece pouco compreendidos. Portanto, é de suma importancia
aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos de defesa do epididimo contra infec¢des
virais, visando o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a prevencao e o

tratamento de possiveis sequelas na fertilidade masculina.

Diversas familias de virus demonstraram um forte tropismo pelo sistema reprodutor
masculino, especialmente os testiculos, com cerca de 30 espécies distintas podendo afetar a
qualidade espermatica (Figura 7) (Dejucq & Jégou, 2001; Salam & Horby, 2017; Zheng et al.,
2018). Adicionalmente, alguns destes virus tém o potencial de prejudicar a fertilidade e ser
transmitido por via sexual (Gimenes et al., 2014). Porém, o conhecimento acerca das vias de
infeccdo de diversos virus no sistema reprodutor masculino ainda é limitado. De maneira geral,
as infecgbes virais atingem os testiculos através da corrente sanguinea, causando danos
nocivos diretos no 6rgdo ou de maneira indireta via citocinas pro-inflamatérias (Bhushan et
al., 2008; Guazzone et al., 2009). No entanto, existem vias alternativas para a disseminacao

hematogénica, contornando a capacidade imunologica do testiculo e do epididimo,
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contribuindo para a disseminacéo viral no sistema reprodutivo (Houzet et al., 2018; Tsetsarkin
et al., 2018; Voisin et al., 2019). Estudos para compreender a translocacdo viral entre
epididimo e testiculos foram conduzidos utilizando clones virais do ZIKV manipulados por
microRNA em camundongos, e demonstraram que o ZIKV infecta o testiculo por meio da
circulacdo sanguinea, enquanto a infec¢do do epididimo ocorre por duas vias distintas: via
sanguinea/linfatica e via testicular eferente (Tsetsarkin et al., 2018). Embora relatorios clinicos
tenham identificado a presenca de RNA viral no sémen, ainda pouco se sabe como ocorre
essa passagem do sangue para o sémen e como ZIKV persistem nos testiculos. O mecanismo
parece envolver diferentes tipos celulares, incluindo células do préprio sistema imunoldgico
para fazer o transporte do ZIKV aos respectivos 6rgaos (Joguet et al., 2017; Murray et al.,
2017).
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Figura 7. Resumo dos diferentes virus encontrados em 6rgéos do sistema reprodutor masculino e
sémen de mamiferos. Os virus que se encontram com uma interrogacao a sua frente, sdo os que
carecem de mais estudos de caracterizacao de mecanismos de infec¢do e implicagdes do virus no
orgao (Adaptado de Dejucq & Jégou, 2001).

Além das implicacdes para a saude publica decorrentes da alta infecciosidade e
propagacao de virus, h4 uma crescente preocupacdo sobre o quanto 6rgdos do sistema

reprodutor séo afetados frente as infecgdes virais. 1sso se da devido ao fato de que infec¢des
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virais podem resultar em quadro de subfertilidade ou infertilidade masculina, provenientes de
deficiéncias de sinalizacdo nas células testiculares, agravadas por mediadores pré-
inflamatérios, culminando em hipogonadismo clinico ou subclinico. Além disso, existe um risco
potencial de transmisséo para geracdes subsequentes por meio da incorporagcdo do genoma
viral nas células germinativas ou nos genomas embrionarios (Dejucq & Jégou, 2001; Gimenes
et al., 2014).

A recente epidemia causada por ZIKV revelou descobertas significativas sobre seus
efeitos no sistema reprodutor masculino. Essas descobertas foram especialmente relevantes
devido a capacidade do ZIKV se replicar no testiculo e no epididimo, resultando em inflamacao
severa nesses 6rgaos (Browne et al., 2018; Govero et al., 2016; Ma et al., 2017; Shen et al.,
2021). Estudos utilizando como modelo experimental camundongos AG6, nos quais o ZIKV
foi injetado via intraplantar em camundongos duplo nocaute para receptores interferon-1
(IFN1) e interferon-2 (IFN2) indicaram que o virus coloniza o testiculo e o epididimo, causando
lesBes inflamatorias testiculares e epididimarias severas (Browne et al., 2018; Govero et al.,
2016; Ma et al., 2017; Sheng et al., 2021; Uraki et al., 2017). No epididimo, as alteragbes
morfolégicas observadas incluiram reducdo e desarranjo do epitélio, aumento do diametro
tubular e infiltrado inflamatario intersticial e luminal (Ma et al., 2017; Sheng et al., 2021). Essas
mudanc¢as morfologicas foram acompanhadas de perda da integridade da barreira hemato-
epididimaria e da funcao absortiva e secretora do epitélio epididimario, juntamente com o
aumento na expressao de citocinas e quimiocinas, como TNF, IL6, IFNA, IFNB, IL18 e
CXCL10 (Sheng et al., 2021). Por outro lado, os mecanismos envolvidos na detec¢éo do ZIKV
pelo epididimo e no disparo da resposta inflamatoria contra essa infecgdo, ainda permanecem

desconhecidos.

Por outro lado, pouco se sabe sobre o impacto das infec¢des por DENV no sistema
reprodutor masculino. Recentemente, foi relatada a transmissdo sexual de DENV em um
paciente masculino que retornou de Cuba e Porto Rico para a Espanha. Este paciente
desenvolveu sintomas de dengue no momento de chegada, 7 a 10 dias apos ter relacdes
sexuais desprotegidas com um parceiro do sexo masculino, que também desenvolveu DENV
(European Centre for Disease Prevention and Control.,, 2019). Um estudo longitudinal
prospectivo, realizado com dez pacientes do sexo masculino com sintomas clinicos de
infeccdo aguda de DENV-2, identificou a presenga do virus no sémen, sendo associada a
diminuicdo de parametros espermaticos 30 dias ap0ds o inicio dos sintomas, mesmo sem
diferencas significativas nos niveis hormonais (Mons et al., 2022). Estas descobertas
enfatizam a necessidade de mais estudos acerca dos impactos da infeccdo por DENV no
sistema reprodutor masculino, pois 0s impactos da infeccdo nos 6rgdos como o epididimo e

testiculo, e suas implicacdes na fertilidade ainda permanecem desconhecidos. A recente
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epidemia de DENV no Brasil em 2024 acende um novo alerta para que ocorram mais estudos
a respeito das implicacées da doenca no trato reprodutor masculino. O aprofundamento na
fisiopatologia na epididimite viral € fundamental para a elaboracdo de novas estratégias
terapéuticas, com o objetivo de reverter seus efeitos prejudiciais e preservar a fertilidade e

bem-estar masculino.

Portanto, considerando (i) o envolvimento da NS1 na patogenicidade das infec¢des por
flavivirus, (ii) o disparo de respostas imunoldgicas inatas decorrentes da interacdo NS1/TLR4,
(iii) a funcionalidade do TLR4 e sua importancia para respostas inflamatérias agudas no
epididimo, e (iv) o quadro de epididimite induzido pela infeccdo por ZIKV e suas
consequéncias para o sistema reprodutor masculino, buscamos entender se e a NS1-ZIKV e
a NS1-DENV estédo envolvidas no reconhecimento desses flavivirus e disparo da resposta

inflamatoria no epididimo via ativacdo TLRA4.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Investigar se a proteina nao-estrutural 1 (NS1) do virus da Dengue (DENV) e o virus
Zika (ZIKV) desencadeiam resposta inflamatéria no epididimo de camundongos via ativacdo
Toll-like 4 (TLR4).

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar se as proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV modulam a expressdo de genes e
secrecdo de proteinas envolvidos em processos de resposta inflamatéria (116, Tnf, 1l1b, 1110,
Ifnbl, Ifng, Ptgsl, Ptgs2) e quimiocinas relacionadas ao recrutamento de células imunolégicas
(Cx3cll, Cxcl2, Ccl2, Ccl3, Ccl4 e Ccl5) no epididimo de camundongos;

- Avaliar se o estimulo inflamatoério induzido pelas proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV é

dependente da ativagdo de TLR4 no epididimo de camundongos;

- Avaliar se o estimulo inflamatério induzido pelas proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV
altera a expresséo de genes envolvidos na homeostase e integridade de barreira hemato-
epididimaria (Idoll, Gjal, Icaml1, Vcam1, Cdh1, Cldnl, Cldn3 e Cldn8);

- Avaliar se a infeccdo por DENV-2 modula a expressdo de genes envolvidos na

resposta inflamatéria (Tnf, Ifnb1 e Ifng) no epididimo de camundongos.
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3. Material e Métodos
3.1 Estratégias experimentais

De forma sucinta, na primeira parte do projeto adotamos o0 modelo experimental ex vivo
em cultura organotipica como estratégia para abordar os objetivos delineados no projeto. Esse
tipo de modelo nos permite cultivar as regides do epididimo em um ambiente controlado,
fornecendo nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia e funcionalidade. Entre as
vantagens desse método, destacamos a capacidade de observar os processos fisiologicos
dos tecidos em um contexto isolado, sem a interferéncia direta de outros sistemas do
organismo vivo. Essa abordagem é fundamental para a caracterizacdo detalhada dos
mecanismos teciduais que foram investigados no presente trabalho. Realizamos os seguintes

experimentos:

0] Ensaios de RT-gPCR e ensaio Multiplex em duas regides do epididimo de
camundongos, regido proximal (segmento inicial) e distal (cauda do epididimo), que
foram submetidos a inducéo de epididimite com as isoformas de proteina NS1-ZIKV e
NS1-DENV, com objetivo de caracterizar o perfil de expresséo de genes e secrecao de
proteinas envolvidas no processo inflamatério (citocinas, quimiocinas e interferons),
funcédo e integridade de barreira hemato-epididimaria, e via TLR;

(i) Ensaios de RT-gPCR em duas regifes do epididimo de camundongos, regido
proximal (segmento inicial) e distal (cauda do epididimo), submetidos ao pré-tratamento
com inibidor de via TLR4 CLI-095, com objetivo de caracterizar se o perfil de expressdo
inflamatorio disparado pelas NS1-ZIKV e NS1-DENV esta sendo mediado via TLR4;

Na segunda parte do projeto, avaliamos a capacidade do DENV-2 em induzir
epididimite. Para tal, adotamos o0 método de inoculacgao intracerebral para infecgdo por DENV-
2 cepa NGC neuroadaptado, que é um modelo animal amplamente empregado em estudos
de eficicia de prototipos vacinais, no qual a prote¢édo contra a infeccdo, em geral, € medida
pela ocorréncia ou ndo de letalidade em camundongos infectados. Foram realizados os

seguintes experimentos:

@ Ensaios de RT-gPCR nas quatro regifes do epididimo de camundongos
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do epididimo) submetidos a infeccao de
DENV-2 cepa Nova Guiné (NGC) por injecéo intracerebral, com objetivo de investigar
se a DENV-2 NGC é capaz de gerar modificacdes no perfil de expressdo de citocinas

pro-inflamatdrias e interferons no epididimo.
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Para representar de forma clara as analises realizadas, um esquema de delineamento

experimental é representado na figura 8:

Capitulo 1 - Resposta inflamatéria do epididimo de camundongos induzida pelas proteinas
NS1-ZIKV e NS1-DENV: papel do receptor TLR4
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Figura 8. Representacao esquematica do delineamento experimental do projeto.
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3.2 Animais utilizados modelo ex vivo

Utilizamos camundongos machos da espécie Mus musculus, linhagem C57BI/6, com
90-120 dias de idade, selvagens, adquiridos de fonte comercial (Centro de Pesquisa e
Producgé&o de Animais — CPPA — UNESP Botucatu). Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia do IBB/UNESP sob luz controlada (ciclo claro/escuro de 12
horas) e temperatura (22 a 24°C), com livre acesso a 4gua e ragdo padrdo para roedores.
Realizamos todos os procedimentos de acordo com as diretrizes para cuidados com animais
e uso de animais de laboratoério, aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
UNESP, processo n°2132170322 (Anexo I).

Os animais foram eutanasiados por overdose de isofluorano por via inalatoria, seguido
de deslocamento cervical para confirmagédo da morte do animal. Em seguida os epididimos
do camundongo foram coletados, e segmentados em duas diferentes regides: proximal
(segmento inicial) e distal (cauda do epididimo). As diferentes regides foram submetidas a

inducao de epididimite modelo ex vivo.
3.3 Reagentes para inducao de epididimite ex vivo

Para inducdo do modelo experimental de epididimite ex vivo, utilizamos a NS1
recombinante de DENV-2 (NS1-DENV) e ZIKV (NS1-ZIKV), gentilmente doadas pela Dra.
Napak Modhiran, Centro Australiano para Pesquisa sobre Doencas Infecciosas, Escola de
Quimica e Biociéncias Moleculares, Universidade de Queensland, Australia. Resumidamente,
a NS1 recombinante foi expressa em células de Drosophila S2 estavelmente transfectadas. A
proteina foi purificada por afinidade a partir do meio de cultura utilizando uma coluna acoplada
ao anticorpo monoclonal anti-NS1. O complexo de transfecc¢do foi lavado apos 4 horas. O
meio foi colhido no dia 2 apés a transfeccdo e concentrado utilizando uma coluna de
centrifugacéo de 100-kD (Millipore). As preparagdes recombinantes de NS1 foram testadas
guanto a contaminagdo por LPS através do ensaio LAL, utilizando o kit de quantificacdo de
endotoxinas cromogénicas LAL (Pierce, Cat. A39552), tendo-se verificado que ndo continham
endotoxinas (leituras de fundo representando <0,1 EU/ml ou <10pg de endotoxina/ml
equivalente foram encontradas para o NS1-DENV e NS1-ZIKV purificada a 40 mg/ml e para
os estoques de trabalho de preparacfes de NS1 transientemente expressas e concentradas).
As imunodeplecdes de NS1 foram efetuadas utilizando anticorpos monoclonais de
camundongo anti-NS1 e anticorpos de controle anti-E, purificados a partir de ascite e ligados
a Dynabeads Protein G Beads (Life Technologies Cat. 10003D) (Modhiran et al., 2015, 2017).
Também foi utilizado LPS ultrapuro de E. coli 055:B55 como controle positivo de inflamacéo

(Invivogen, Cat. TIrl-pb5Ips).
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3.4 Epididimite induzida por NS1-DENV e NS1-ZIKV utilizando cultura de érgaos ex

Vivo

O segmento inicial e a cauda do epididimo foram isoladas e incubadas ex vivo com
salina estéril (controle negativo), LPS ultrapuro de E. coli (controle positivo), NS1-DENV e
NS1-ZIKV de acordo com o protocolo descrito por Michel et. al. 2016, com algumas
modificagBes (Andrade et al., 2024). Apos a eutanasia, o epididimo foi dissecado em gelo para
isolamento do segmento inicial e cauda do epididimo. As regides do érgao foram rapidamente
transferidas para uma placa de 96 pocos, com fundo redondo contendo meio DMEM/F12 sem
soro (Gibco, Cat. 11320033), suplementado com 1% de Antibiético-Antimicético (Gibco, Cat.
15240062), e incubados a 34°C e 5%/95% de COj/ar. Ap6s 30 min de estabilizacéo,
transferimos as regides de 6rgdo para um meio de cultura fresco contendo LPS ultrapuro de
E.coli 055:B55 (50ng/ml; N= 8/regido do epididimo) (Invivogen, Cat. TIr-pb5Ips), NS1-DENV
(1, 10 ou 20 pg/ml; N= 4-5/regido do epididimo), ou NS1-ZIKV (1, 10 ou 20 pg/ml; N= 4/regido
do epididimo) durante 3 h. As regifes epididimarias contralaterais foram manipuladas em
paralelo, mas incubadas na auséncia dos respectivos tratamentos. Apds a incubagéo, as
regibes epididimarias foram lavadas em tampao PBS, congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até serem utilizadas. Os meios de cultura organotipica também foram

coletados apds o tempo de tratamento indicado, e armazenado a -80°C.

Adicionalmente, segmento inicial e cauda de epididimo de outro lote de animais foram
coletados e pré-tratados com o inibidor de via TLR4 CLI-095 (Invivogen, Cat. tlrl-cli95) por 1 h
antes da indugdo de epididimite. Realizamos a padroniza¢do da concentragédo de CLI-095
utilizando (0.3, 1 e 3 uM; N= 3/regido do epididimo) (Matsunaga et al., 2011; Wei et al., 2016),
e foi estabelecida a concentracdo que inibe significativamente a ativagdo da via TLR4 no
epididimo de camundongo apds tratamento com LPS (Figura Suplementar S1 e Tabela
Suplementar S2). Apds 3 h, os tecidos foram lavados em tampéo PBS, congelados em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até serem utilizados.
3.5 Infeccdo por DENV2 cepa NGC intracerebral, modelo in vivo

Para o modelo in vivo de infeccdo por DENV-2, os experimentos foram conduzidos em
parceira com o Laboratorio de Biotecnologia e Fisiologia de Infec¢Bes Virais, que possui como
chefe a Prof. Dra. Ada Maria de Barcelos Alves, pesquisadora titular do Instituto Oswaldo
Cruz/Fundacéao Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro. Os experimentos foram realizados de acordo
com os principios éticos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FIOCRUZ L-022/2019-A1 (Anexo ).
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Os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo descrito por (Amorim et
al., 2019), com algumas modificacées. Camundongos BALB/c SPF, machos (8 semanas de
idade; N= 2/regido do epididimo), foram anestesiados com guetamina/xilazina e inoculados
por via intracerebral com 30 pl de uma suspenséo viral DENV-2 Nova Guiné C (NGC) neuro
adaptado a camundongos correspondente a 40x a dose letal de 50% dos animais (40 X LDso).
Como controle, 2 camundongos foram inoculados com 30 pul de meio 199 (Sigma, Cat. M453)
pela via intracerebral. Apds 4, 5 e 7 dias de infec¢do, os animais foram eutanasiados por
overdose de isofluorano via intramuscular, seguido de deslocamento cervical para
confirmacdo da morte do animal. Em seguida o sangue foi coletado por pun¢éo cardiaca, e
os epididimos do camundongo foram coletados, e divididos em quatro diferentes regides
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do epididimo). Rapidamente apos dissecacado e
segmentacao, os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido, e armazenados a -80°C até

serem utilizados.
3.6 Extragdo de RNA total

O RNA total das regides do epididimo foi extraido com o reagente TRIzol® (Life
Tchnologies, Cat. 15596026) de acordo com as recomendacbes do fabricante.
Resumidamente, homogeneizamos as amostras com o reagente TRIzol® com auxilio do
homogeneizador Polytron (PT 1300 D, Kinematica). Apés centrifugacédo (12000 x g, 10 min,
4°C), adicionamos cloroférmio e homogeneizamos as amostras em vortex. Apés 5 min de
incubacédo e nova centrifugagéo (12000 x g, 15 min, 4°C), coletamos a fase aquosa superior
contendo o RNA total, seguido de precipitagdo com isopropanol e lavado com etanol 75%
(v/v). O RNA total foi ressuspendido em 10-20 ul de agua livre de nucleases tratada com
DEPC. As amostras foram analisadas em espectrofotbmetro para determinacdo da
concentracdo de RNA e seu grau de pureza através da relacdo A260/A80. A integridade do
RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5% SYBR™ Safe (Invitrogen, Cat.
S33102), tampdo TBE 1x e corrida de 40 min a 100V (0,6-0,7 Amp), utilizando 1 ug de RNA.
A integridade de RNA foi determinada por observagédo das bandas correspondentes a 28S e
18S (rRNA). Amostras que nao apresentaram bandas 18S e 28S integras e bem definidas, e
relacdo A260/A280 < 1,8 foram descartadas.

3.7 Ensaios de reacao de transcriptase reversa (RT) e reacdo de polimerase em

cadeia em tempo real (QPCR)

Realizamos ensaios de RT-gPCR para avaliacdo dos transcritos dos genes envolvidos
na via de sinalizagdo TLR3 (TIr3), TLR4 (TIr4, MyD88, Cd14, Trif e Nfkbia), resposta
inflamatéria (116, Tnf, 1l1b, 1110, Ifnb1, Ifng, Cx3CI1, CxCI2, Ccl2, Ccl3, Ccl4 e Ccl5,), enzimas

(Ptgsl, Ptgs2 e Idol), moléculas de adesao (Icaml e Vcaml) e funcédo de barreira hemato-
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epididimaria (Gjal, Cdhl, Cldnl, Cldn3 e Cldn8), nas diferentes regides do epididimo
submetidos ao modelo experimental de epididimite.

Para o ensaio de reacdo de transcriptase reversa, a sintese de cDNA foi realizada
utilizando o kit Luna Script® RT SuperMix (New England BioLabs, Cat. E3010) de acordo com
as instrucoes do fabricante. Resumidamente realizamos a mistura de RNA total (1 pg/reagéo),
5x Luna Script RT SuperMix e agua livre de nucleases em volume final de 10 pl, seguido de
incubacao a 25°C por 2 min, 55°C por 10 min e 95°C por 1 min. Rea¢des na auséncia de
transcriptase reversa foram realizadas como controle negativo para avaliar possivel

contaminacéo gendmica das amostras utilizadas.

Os oligonucleotideos Hprtl, 116, Tnf, ll1b, CxCI2, Ccl2, Nfkbia, TIr4, Cd14, Trif e MyD88
ja haviam sido padronizados anteriormente por outros membros do laboratério, os demais
foram desenhados e padronizados para definicdo da melhor concentracdo de uso e sua

eficiéncia (Figuras Suplementar S3 e S4).

Para os ensaios de gPCR seguimos o protocolo descrito anteriormente por Andrade et
al. (Andrade et al., 2021). Resumidamente, 0s ensaios foram realizados em duplicata, como
controle negativo consistindo de auséncia de cDNA, utilizando o termociclador QuantStudio 3
(Applied Biosystems) e kit Luna SYBR Green Master Mix Universal (New England BiolLabs,
Cat. M3003L). O cDNA (2,5-10 ng/reagéo dependendo do alvo, Tabela 1) foram amplificados
nas seguintes condi¢fes: desnaturacdo inicial a 95°C/1 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturagéo a 95°C (15 s) e anelamento a 60°C (1 min). A analise da curva de dissociagéo
foi efetuada no final de cada reacdo para controle de qualidade. O cycle threshold (Ct) e a
eficiéncia de cada reacéo foram determinados de acordo com algoritmos do sistema utilizado.
A expressao relativa de cada transcrito foi determinada seguindo Pfaffi (2001), utilizando Hprt1l

como controle enddgeno.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nos ensaios de RT-gPCR

Eficiéncia da

] N° de acesso ] . o . Amplicon
Transcrito Sentido Sequéncia (5’-3’) Amplificacdo
no NCBI (bp)
(%)
+ TCCATTCCTATGACTGTAGA
Hprtl NM_013556.2 106,5 90
- ATCATCTCCACCAATAACTT
+ CTTAATTACACATGTTCTCTG
116 NM_031168.2 99,7 92
- CAAGTGCATCATCGTTGTTC
NM_001278601 + CCTATGTCTCAGCCTCTTCTCA
Tnf 81,9 100
A - CTTCTCATCCCTTTGGGGAC
+ TGCCACCTTTTGACAGTGATG
I11b NM_008361.4 99,8 136

= ATGTGCTGCTGCGAGATTTG
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1110

Ifnb1

Ifng

Cx3ClI1

CxCI2

Ccl2

Ccl3

Ccl4

Ccl5

Ptgs1

Ptgs2

Idol

Gjal

lcaml

Vcaml

Cdhl

Cldnl

Cldn3

Cldn8

Tird

TIr3

Cd14

NM_010548.2

NM_010510.2

NM_008337.4

NM_009142.3

NM_009140.2

NM_011333.3

NM_011337.2

NM_013652.2

NM_013653.3

NM_008969.4

NM_011198.4

NM_008324.3

NM_010288.3

NM_010493.3

NM_011693.3

NM_009864.3

NM_016674.4

NM_009902.4

NM_018778.3

NM_021297

NM_126166.5/
NM_001357316
.1/NM_0013573

17.1

NM_009841

AGGCGCTGTCATCGATTTCT
ATGGCCTTGTAGACACCTTGG
CCAGCTCCAAGAAAGGACGA
AGTCTCATTCCACCCAGTGC
GGAGGAACTGGCAAAAGGATG
GACCTGTGGGTTGTTGACCT
CTGCCCTCACTAAAAATGGTGG
AATGTGGCGGATTCAGGCTT
GCGCCCAGACAGAAGTCATA
CGAGGCACATCAGGTACGAT
CACTCACCTGCTGCTACTCA
GCTTGGTGACAAAAACTACAG
CAGCCAGGTGTCATTTTCCTG
GGCTACTTGGCAGCAAACA
CCCAGCTCTGTGCAAACCTA
CCATTGGTGCTGAGAACCCT
TGCTCCAATCTTGCAGTCGT
GCAAGCAATGACAGGGAAGC
CAACCGTGTGTGTGACCTGCT
GCAATCTGGCGAGAGAAGGCAT
TGCCCGACACCTTCAACATT
CAGCCATTTCCTTCTCTCCTGT
GGGGGTCAGTGGAGTAGACA
GCAGATTTCTAGCCACAAGGA
CATTGGGGGAAAGGCGTGA
CCATGTCTGGGCACCTCTCTTT
GCCTCCGGACTTTCGATCTT
CTGGTCCGCTAGCTCCAAAA
TAAACGCGAAGGTGAGGACG
GGATCCTTGGGGAAAGAGTAG
TCGCCACAGATGATGGTTCAC
AGTAAAGGGGGACGTGTTGG
ACTGTGGATGTCCTGCGTTT
ACTAATGTCGCCAGACCTGAA
TACAAGACGAGACGGCCAAG
TGGTGGGTGCATACTTGTCG
ATCCAAGTAGATGCGGGTGG
TCAGCGTGATGGATTGGCAT

TCTGAGCTTCAACCCCTTG
TGCCATGCCTTGTCTTCA
TGCGTTGCGAAGTGAAGAAC

ACCCCGGGGAGAACTCTTTA

GACCTGTCTGACAATCCTGAAT
CTGCTTCAGCCCAGTGAAAGA

90

91

100

88

100

85

82

87

86

84

103

99

94

80

88

99

102

80

99

97,1

85

96,2

104

217

218

121

224

117

234

114

160

366

294

174

175

269

157

185

258

261

94

92

95

267
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+ CTGCTACTGCCCCAACGATA

MyD88 NM 010851 96,9 255
- - TTCTGTTGGACACCTGGAGAC
. + CTCAAGACCCCTACAGCCAG
Trif NM_174989 88,4 194
GCACCTAGAATGCCAAAGGC
] + GCCAGCTGACCCTGGAAAAT
Nfkbia NM_010907 93 102
- CATCATAGGGCAGCTCATCC

3.8 Ensaio multiplex de citocinas

Realizamos ensaio multiplex para avaliagdo do painel de citocinas e quimiocinas IL1B,
IL6, IL10, IFNG, TNF-a, CCL2, CXCL2, CCL3 e CCL4. Meios de cultura organotipica dos
respectivos tratamentos realizados durante a etapa de inducéo de epididimite foram coletados
e armazenados a -80°C para ensaio Multiplex de citocinas e quimiocinas. O ensaio foi
realizado utilizando o kit Luminex Discovery Assay (R&D System, Cat. LXSAMSM-09) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Resumidamente, diluimos numa proporcao de duas
vezes (1:2) o meio de cultura organotipica em diluente calibrador RD6-52. Em seguida,
incubamos as respectivas amostras com coquetel de microparticulas diluidas por 2 h a
temperatura ambiente em agitador orbital horizontal 800£50 rpm. Utilizando um dispositivo
magnético, foram realizados 3 ciclos de lavagem com 100 pl de tampé&o de lavagem, seguido
de incubagcdo com 50 pl do coquetel biotina-anticorpo por 1 h em agitador orbital. Apos
incubacéo, foram realizados mais 3 ciclos de lavagem, seguido de incubacéo por 30 min com
50 pl de estreptavidina-PE em agitador orbital magnético. Mais 3 ciclos de lavagem foram
realizados poés-incubacédo, em seguida as microparticulas foram ressuspendidas utilizando
100 ul de tampéo de lavagem, seguida por 2 min de incubacdo em agitador orbital. A leitura
foi realizada no alisador MAGPIX System (MERCK, Sigma-Aldrich). Os dados obtidos foram

normalizados para concentragéo (pg/ug) de proteina total quantificada pelo método Bradford.
3.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média (SEM).
Aplicamos o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos dados e o teste F ou Brown-
Forsythe para avaliar a homoscedasticidade dos dados. As diferengas estatisticas entre mais
de dois grupos foram analisadas pela Andlise de Variancia de Uma Via (One-way ANOVA),
seguida do teste post-hoc de Bonferroni e Dunnet. Foram consideradas significativas as
diferencas associadas a probabilidade p <0,05. O tratamento estatistico dos dados foi

realizado através do programa GraphPad Prism 10.2 (GraphPad Software).
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Capitulo 1: Resposta inflamatéria do epididimo de camundongos induzida pelas
proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV: papel do receptor TLR4
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4, Resultados

4.1  Capitulo 1: Respostainflamatéria do epididimo de camundongos induzida pelas
proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV: papel do receptor TLR4

4.1.1 NS1-ZIKV e NS1-DENV regulam diferencialmente a expressao relativa das citocinas

pro-inflamatdrias Tnf e 116 no segmento inicial e cauda do epididimo

Para investigar se as isoformas de proteina NS1-ZIKV e NS1-DENV desencadeiam
resposta inflamatéria aguda no epididimo de camundongos, utilizamos o modelo ex vivo de
epididimite. Para tal, analisamos a expressao relativa dos transcritos 116 e o Tnf, que s&o
citocinas proé-inflamatérias com papeis cruciais na resposta contra infeccbes e lesbes
teciduais, como marcadores da resposta inflamatéria no segmento inicial e cauda do
epididimo submetidas a exposicdo com salina estéril (controle negativo), LPS ultrapuro de
E.coli (controle positivo), e trés diferentes concentracées de proteina NS1-ZIKV e NS1-DENV
(1, 10 e 20 pg/ml) (Modhiran et al., 2015).

O LPS regulou positivamente os niveis relativos do transcrito 116 no segmento inicial e
cauda do epididimo em comparacdo ao controle salina (>2,9 vezes, p<0,0001; >4,6 vezes,
p<0,0001, respectivamente) (Figura 9 e Tabelas Suplementares S5 e S6). Além disso, o LPS
regulou positivamente os niveis relativos do transcrito Tnf no segmento inicial e cauda do
epididimo em comparagéo ao controle salina (>4 vezes, p=0,0068; e >2 vezes, p=0,0025;
respectivamente) (Figura 9 e Tabelas Suplementares S5 e S6).

N&o observamos regulacédo positiva dos niveis relativos do transcrito 116 no segmento
inicial exposto a NS1-ZIKV e NS1-DENV em todas as concentragfes testadas (Figura 9A).
Por outro lado, houve regulacéo positiva dos niveis relativos de 116 na cauda do epididimo
exposta a NS1-ZIKV 20 pg/ml (>6,2 vezes, p<0,0001) e NS1-DENV 1 (>3 vezes, p=0,0083),
10 (>3,6 vezes, p=0,0026) e 20 ug/ml (>4,5 vezes, p=0,0003), em comparagdo ao controle
salina (Figura 9 e Tabelas Suplementares S5 e S6). Paralelamente, observamos regulacao
positiva dos niveis relativos do transcrito Tnf no segmento inicial exposto a NS1-ZIKV 20 pg/ml
(>4,7 vezes, p=0,0071) e NS1-DENV 1 ug/ml (>3,8 vezes, p=0,0250) 20 yg/ml (>4 vezes,
p=0,0075) no segmento inicial em comparagdo ao controle salina (Figura 9 e Tabelas
Suplementares S5 e S6). Todas as concentracfes testadas de NS1-ZIKV e NS1-DENV
regularam positivamente a expressao relativa deste transcrito na cauda do epididimo (NS1-
ZIKV: 1 yg/ml >2,9 vezes, p=0,0003; 10 ug/ml >2,9 vezes, p=0,0004; e 20 pg/ml >4,5 vezes,
p<0,0001; NS1-DENV: 1 pyg/ml >1,9 vezes, p=0,0217; 10 yg/ml >2,7 vezes, p=0,0003; e 20
ug/ml >2,7 vezes, p=0,0004) (Figura 9 e Tabelas suplementares S5 e S6). Como a maior

concentracdo testada (20 pg/ml) de NS1-ZIKV e NS1-DENV regulou positivamente a
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expressao relativa dos transcritos analisados, as proximas andlises foram realizadas

utilizando apenas esta concentracao.

1l6

Expressao Relativa

Tnf

Expressao Relativa

Salina estéril -

LPS 50ng/ml + -
NS1-ZIKV 1ug/ml = &

NS1-ZIKV 10pg/ml - - - + -

1
[
1
1
1
1
[ R T |
]
1
1
]

NS1-ZIKV 20pg/ml - - - + - - - - - - + s e e

NS1-DENV 1pg/iml - - - - - + - - B T S

NS1-DENV 10pg/ml - - - - - - - 5 B e = B OB g &
NS1-DENV 20ug/ml - - - - = - - “ v ey o e e
Segmento inicial Cauda do epididimo

Figura 9. Resposta inflamatéria induzida por NS1-ZIKV e NS1-DENV no segmento inicial e cauda do
epididimo de camundongos. Expressao relativa dos transcritos 116 e Tnf no segmento inicial e cauda do
epididimo de camundongos submetidos a inducéo de epididimite por 3 h com LPS (50 ng/ml), NS1-
ZIKV e NS1-DENV em trés diferentes concentracdes (1, 10 e 20 ug/ml). O controle negativo (salina
estéril) esta representado em branco, o controle positivo (LPS) esta representado em vermelho, a NS1-
ZIKV esta representada em verde, e a NS1-DENV esta representada em azul. Os valores foram
normalizados utilizando o transcrito Hprtl como controle endégeno e expressos em relacdo a
guantidade de mRNA determinada no grupo controle salina estéril. Os valores foram expressos como
média =+ SEM n= 4-8 / grupo. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos comparado ao controle salina estéril (*p < 0,05; One-way ANOVA seguida do pés-teste
Bonferroni).



53

4.1.2 NS1-ZIKV e NS1-DENV regulam positivamente a expressao de genes envolvidos na
resposta inflamatéria e induzem secrecao das quimiocinas CXCL2 e CCL3 no segmento inicial

e cauda do epididimo.

Para caracterizar o perfil de expressdo de genes envolvidos na inflamag&o mediante do
estimulo das proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV no segmento inicial e cauda do epididimo,
realizamos ensaios de RT-gPCR para analisar diferentes citocinas, quimiocinas e interferons
gue desempenham papéis cruciais na resposta inflamatoria contra estimulos infecciosos.

O LPS regulou positivamente os niveis relativos dos transcritos Il1b (>2,1 vezes,
p<0,0001), 1110 (>5,4 vezes, p=0,0394), Ifnbl (>10,6 vezes, p=0,0087), Ifng (>14,9 vezes,
p<0,0001), Ccl2 (>2,8 vezes, p<0,0001), Ccl3 (>7,3 vezes, p<0,0001), Ccl4 (>6,1 vezes,
p=0,0014), Ccl5 (>3,1 vezes, p=0,0012) e Cxcl2 (>5,1 vezes, p<0,0001) no segmento inicial
(Figura 10 e Tabela Suplementar S7). De forma semelhante, o LPS regulou positivamente os
niveis relativos dos transcritos Il1b (>3,3 vezes, p=0,0029), 1110 (>6,3 vezes, p=0,0020), Ifnbl
(>19 vezes, p<0,0001), Ifng (>17,1 vezes, p<0,0001), Ccl2 (>3 vezes, p=0,0002), Ccl3 (>5,5
vezes, p<0,0001), Ccl4 (>5,9 vezes, p=0,0002), Ccl5 (>4,5 vezes, p<0,0001) e Cxcl2 (>10,1
vezes, p<0,0001) na cauda do epididimo (Figura 10 e Tabela Suplementar S7). Entretanto, 0s
niveis relativos do transcrito Cx3cll ndo foram alterados no segmento inicial frente ao
tratamento com LPS; porém, observamos diminuicdo da expressao relativa deste transcrito
na cauda do epididimo (<1,7 vezes, p=0,0405) (Figura 10 e Tabela Suplementar S7).

Por sua vez, a NS1-ZIKV regulou positivamente os niveis relativos dos transcritos Il1b
(>1,9 vezes, p=0,0042), 1110 (>7 vezes, p=0,0162), Ifng (>4,4 vezes, p=0,0033), Ccl3 (>5,1
vezes, p=0,0016), Ccl5 (>2,2 vezes, p=0,0163) e Cxcl2 (>2 vezes, p=0,0250) no segmento
inicial (Figura 10 e Tabela Suplementar S7). Embora o efeito da NS1-ZIKV sobre os niveis
relativos do transcrito Ifnbl ndo tenha sido estatisticamente significativa, observamos
aumento bioldgico na sua expressao no segmento inicial (>9,2 vezes, p=0,0745) (Figura 10 e
Tabela Suplementar S7). A NS1-ZIKV também regulou positivamente os niveis relativos dos
transcritos 1110 (>6,3 vezes, p=0,0020), Ifnbl (>19 vezes, p<0,0001), Ifng (>11,1 vezes,
p=0,0002), Ccl3 (>5,7 vezes, p=0,0001), Ccl4 (>5,3 vezes, p=0,0047), Ccl5 (>2,7 vezes,
p=0,0126) e Cxcl2 (>3,7 vezes, p=0,0040) na cauda do epididimo (Figura 10 e Tabela
Suplementar S7).

Ja4 a NS1-DENV regulou positivamente os niveis relativos dos transcritos Il1b (>2 vezes,
p=0,0008), Ifnbl (>9,2 vezes, p=0,0745), Ifng (>3,6 vezes, p=0,0137), Ccl3 (>4,6 vezes,
p=0,0017) e Ccl5 (>2,6 vezes, p=0,0113) no segmento inicial (Figura 10 e Tabela Suplementar
S7). Em paralelo, a NS1-DENV regulou positivamente os niveis relativos dos transcritos ll1b
(>2,9 vezes, p=0,0396), 1110 (>9,1 vezes, p<0,0001), Ifnbl (>33 vezes, p<0,0001), Ifng (>11,1
vezes, p=0,0001), Ccl3 (>6,9 vezes, p<0,0001), Ccl4 (>4 vezes, p=0,0388), Ccl5 (>5,6 vezes,
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p<0,0001) e Cxcl2 (>6,81 vezes, p<0,0001) na cauda do epididimo (Figura 10 e Tabela
Suplementar S7).
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Figura 10. Perfil de expressao de mediadores inflamatérios (citocinas, quimiocinas e interferons) na
regido proximal (segmento inicial) e na regido distal (cauda) do epididimo de camundongos frente ao
estimulo inflamatdério durante 3 h por LPS (50 ng/ml), NS1-ZIKV e NS1-DENV (20 pg/ml). Os valores
foram normalizados utilizando o transcrito Hprtl como controle endégeno e expressos em relagédo a
guantidade de mRNA determinada no grupo controle salina estéril. Os valores foram expressos como
média £+ SEM n= 4-9 / grupo. Quantidade de asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos comparado ao controle salina estéril (One-way ANOVA, seguido de p0s-
teste Bonferroni *p<0,05 **p <0,005; ***p <0,0005; ****p<0,0001).
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O ensaio Multiplex indicou que os efeitos do LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV sobre a
secrecdo de citocinas e quimiocinas para o meio de cultura foram mais brandos do que o
observado sobre a expressao relativa dos transcritos. Todos 0s nove alvos analisados foram
detectados em amostras de meio de cultura organotipica provenientes da incubacdo de
segmento inicial e cauda do epididimo do grupo controle negativo (salina estéril) em valores
dentro dos seus respectivos limites de deteccdo do ensaio (Tabela Suplementar S8). Por sua
vez, 0 LPS induziu aumento da concentracéo das quimiocinas CXCL2 e CCL3 acima do limite
de deteccdo em trés e duas amostras de segmento inicial, e quatro e trés amostras de cauda
do epididimo (N=5/regido do epididimo), respectivamente (Figura 11). Esses resultados
impossibilitaram a analise estatistica, mas indicam que ambas as quimiocinas CXCL2 e CCL3
foram reguladas positivamente pelo LPS no segmento inicial e cauda do epididimo. Apesar
de ndo ter resultado em diferenca estatistica, o LPS aumentou a concentragdo das citocinas
IL1B (>1,5 vezes, p=0,5762), TNF (>3,6 vezes, p=0,0806), IL6 (>2 vezes, p=0,4952) e IL10
(>1,6 vezes, p=0,2885) e das quimiocinas CCL2 (>2,1 vezes, p=0,3045), CCL4 (>2,8 vezes,
p=0,1165) no segmento inicial (Figura 11 e Tabela Suplementar S8). Por outro lado, ndo
observamos efeito relevante do LPS sobre as concentragfes dessas citocinas e quimiocinas
na cauda do epididimo (Figura 11 e Tabela Suplementar S8).

De forma semelhante ao observado para o LPS, a NS1-ZIKV induziu aumento da
concentracdo das quimiocinas CXCL2 e CCL3 acima do limite de detec¢do em quatro e duas
amostras de segmento inicial (N = 4), e em quatro amostras de cauda do epididimo (N = 4)
(Figura 11). Além disso, a NS1-ZIKV induziu aumento da concentracéo de CCL2 (>2 vezes,
p=0,6436) e IL10 (>2 vezes, p=0,4950) na cauda do epididimo, embora sem alcancar a
significAncia estatistica (Figura 11 e Tabela Suplementar S8). Em paralelo, a NS1-DENV
também induziu aumento da concentracdo das quimiocinas CXCL2 e CCL3 acima do limite
de detecgcdo em quatro e duas amostras de segmento inicial (N = 4), e em quatro amostras
de cauda do epididimo (N = 4) (Figura 11). Além disso, a NS1-DENV promoveu aumento da
concentragdo de IL1B (>3 vezes, p=0,4445), IL6 (>2 vezes, p=0,2915), e IL10 (>4 vezes,
p=0,1639), CCL2 (>3 vezes, p=0,3069), CCL4 (>5 vezes, p=0,1060), apesar de nao ter
alcancado significancia estatistica para nenhum desses alvos (Figura 11 e Tabela
Suplementar S8). Nenhum efeito relevante foi observado para a NS1-ZIKV e NS1-DENV
sobre as concentragbes dos demais alvos analisados tanto no segmento inicial quanto na

cauda do epididimo (Figura 11 e Tabela Suplementar S8).
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Figura 11. Concentragdo mediadores inflamatérios (citocinas, quimiocinas e interferons) secretados
em meio de cultura organotipica durante 3 h mediante estimulo de LPS (50 ng/ml), NS1-ZIKV e NS1-
DENV (20 pg/ml) no segmento inicial e cauda do epididimo de camundongos. Os valores foram
expressos como média £ SEM n= 3-5/ grupo (One-way ANOVA, seguido de pos teste Dunnet).

4.1.3 NS1-ZIKV e NS1-DENV regulam de forma diferencial a expressdo de enzimas
envolvidas na resposta inflamatéria e moléculas de adesdo no segmento inicial e cauda do

epididimo.

Para caracterizar o perfil de expressdo das enzimas e das moléculas de adesao
envolvidas no processo de regulacdo da resposta inflamatéria do LPS, NS1-ZIKV e NS1-
DENYV, analisamos as enzimas Ptgsl (Cox1), Ptgs2 (Cox2) e Idol, e as moléculas de adesao

lcaml e Vcaml.

O LPS regulou positivamente os niveis relativos do transcrito Ptgs2 (>1,8 vezes,
p=0,0435), Icam1 (>3 vezes, p=0,0001) e Vcaml (>3 vezes, p=0,0012) no segmento inicial
(Figura 12 e Tabela Suplementar S9). Em paralelo, o LPS reduziu os niveis relativos do
transcrito Ptgsl (<1,6 vezes, p=0,0017) e induziu os de lcaml (>2,5 vezes, p=0,0431) e
Vcaml (>3,4 vezes, p=0,0020) na cauda do epididimo (Figura 12 e Tabela Suplementar S9).
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Embora o efeito do LPS sobre os niveis relativos do transcrito Ptgs2 néo tenha sido
estatisticamente significativo, observamos uma tendéncia de aumento na sua expressao
cauda do epididimo (>1,5 vezes, p=0,0747) (Figura 12 e Tabela Suplementar S9).

Por sua vez, a NS1-ZIKV néo regulou os niveis relativos dos transcritos Ptgsl, Ptgs2,
Idol, Icaml e Vcaml no segmento inicial. Embora o efeito da NS1-ZIKV sobre os niveis
relativos do transcrito Ptgs2 néo tenha sido estatisticamente significativo, observamos uma
tendéncia de aumento na sua expressao segmento inicial (>1,7 vezes, p=0,0718) (Figura 12
e Tabela Suplementar S9). Em paralelo, a NS1-ZIKV regulou positivamente os niveis relativos
de Idol (>3,3 vezes, p=0,0005) na cauda do epididimo (Figura 12 e Tabela Suplementar S9).
Embora o efeito da NS1-ZIKV sobre os niveis relativos do transcrito Vcaml1 néo tenha sido
estatisticamente significativo, observamos aumento biol6gico na sua expressao na cauda do
epididimo (>2,5 vezes, p=0,0662) (Figura 12 e Tabela Suplementar S9).

Ja a NS1-DENV néo regulou os niveis relativos dos transcritos Ptgsl, Ptgs2, Idol, Icam1
e Vcaml no segmento inicial (Figura 12 e Tabela Suplementar S9). Em paralelo, a NS1-DENV
regulou positivamente os niveis relativos do transcrito Ptgs2 (>1,7 vezes, p=0,0427) e Vcaml
(>3 vezes, p=0,0196) na cauda do epididimo (Figura 12 e Tabela Suplementar S9).
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Figura 12. Perfil de expressédo de enzimas e moléculas de adesdo envolvidas no processo regulacéo
da resposta inflamatéria e imunolégica no segmento inicial e cauda do epididimo frente ao estimulo
inflamatério durante 3 h por LPS (50 ng/ml), NS1-ZIKV e NS1-DENV (20 pg/ml). Os valores foram
normalizados utilizando o transcrito Hprtl como controle endégeno e expressos em relacdo a
guantidade de mRNA determinada no grupo controle salina estéril. Os valores foram expressos como
média £+ SEM n= 4-9 / grupo. Quantidade de asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos comparado ao controle salina estéril (*p<0.05; **p <0.005; ****p<0.0001;
One-way ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni).
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4.1.4 NS1-ZIKV e NS1-DENV regulam negativamente a expressao de moléculas associadas

a integridade de barreira hemato-epididiméaria no segmento inicial e cauda do epididimo.

A fim de caracterizar o perfil de expressdo de genes envolvidos em processos de
integridade de barreira hemato-epididiméaria mediante do estimulo das proteinas NS1-ZIKV e
NS1-DENV no segmento inicial e cauda do epididimo, realizamos ensaios de RT-qPCR para
analisar cinco diferentes moléculas que possuem um papel essencial ha manutencdo e

homeostasia da barreira hemato-epididimaria (Gjal, Cldn1, Cldn3, Cldn3 e Cdh1).

O LPS regulou negativamente os niveis relativos dos transcritos Cldnl (<2 vezes,
p=0,0164) e de Cdhl (<1,9 vezes, p=0,077) no segmento inicial (Figura 13 e Tabela
Suplementar S10). Embora o efeito do LPS sobre os niveis relativos do transcrito Cldn8 néo
tenha sido estatisticamente significativa, observamos uma tendéncia de diminuicdo na sua
expressao no segmento inicial (<1,6 vezes, p=0,0979) (Figura 13 e Tabela Suplementar S10).
O LPS também regulou negativamente os niveis relativos dos transcritos Gjal (<2,5 vezes,
p=0,0152) e Cldn8 (<1,8 vezes, p=0,0472) na cauda do epididimo (Figura 13 e Tabela
Suplementar S10). Embora o efeito do LPS sobre os niveis relativos do transcrito Cdhl néo
tenha sido estatisticamente significativa, observamos uma tendéncia de diminuicdo na sua
expressao na cauda do epididimo (<2,2 vezes, p=0,0644) (Figura 13 e Tabela Suplementar
S10).

A NS1-ZIKV regulou negativamente os niveis relativos de Gjal (<3,9 vezes, p=0,0297),
Cldnl (<5,7 vezes, p=0,0006), Cldn3 (<3 vezes, p=0,0405), Cldn8 (<3,5 vezes, p=0,0061) e
Cdh1 (<5,2 vezes, p=0,0103) no segmento inicial (Figura 13 e Tabela Suplementar S10). Em
paralelo, a NS1-ZIKV também regulou negativamente os niveis relativos de Gjal (<4,1 vezes,
p<0,0001), Cldnl (<3,1 vezes, p=0,0112), Cldn3 (<3,18 vezes, p=0,0012), Cldn8 (<6,1 vezes,
p<0,0001) e Cdhl (<6,2 vezes, p=0,0003) na cauda do epididimo (Figura 13 e Tabela
Suplementar S10).

Por fim, a NS1-DENV regulou negativamente os niveis relativos de Gjal (<3,9 vezes,
p=0,0237), Cldnl (<5,4 vezes, p=0,0005), Cldn3 (<3,4 vezes, p=0,0166), Cldn8 (<2,8 vezes,
p=0,0077) e Cdhl (<2,8 vezes, p=0,0027) no segmento inicial (Figura 13 e Tabela
Suplementar S10). Em paralelo, a NS1-DENV também regulou negativamente os niveis
relativos de Gjal (<2,1 vezes, p=0,0456), Cldnl (<2,9 vezes, p=0,0146), Cldn3 (<2,2 vezes,
p=0,0325), Cldn8 (<3 vezes, p=0,0045) e Cdh1 (<3,5 vezes, p=0,0152) na cauda do epididimo
(Figura 13 e Tabela Suplementar S10).
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Figura 13. Perfil de expressao de moléculas envolvidas no processo de integridade de barreira hemato-
epididiméria no segmento inicial e cauda do epididimo frente ao estimulo inflamatério durante 3 h por
LPS (50 ng/ml), NS1-ZIKV e NS1-DENV (20 pg/ml). Os valores foram normalizados utilizando o
transcrito Hprtl como controle enddgeno e expressos em relacdo a quantidade de mRNA determinada
no grupo controle salina estéril. Os valores foram expressos como média + SEM n= 4-9 / grupo.
Quantidade de asteriscos indicam diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos comparado
ao controle salina estéril (**p <0,005; ***p <0,0005; ****p<0,0001; One-way ANOVA seguido do pos-
teste Bonferroni).

4.1.5 CLI-095 preveniu os efeitos pela NS1-ZIKV e NS1-DENV sobre a expressédo de

mediadores inflamat6rios apenas na cauda do epididimo.

Para investigar o papel do receptor TLR4 na inflamagé&o induzida pelas proteinas NS1-
ZIKV e NS1-DENV, realizamos o pré-tratamento do segmento inicial e cauda do epididimo
por 1 h utilizando o inibidor de via TLR4 CLI-095 (3 uM), e analisamos o0s niveis de expressao
relativa dos genes 116, Tnf, lI1b e Nfkbia. O pré-tratamento com CLI-095 preveniu a regulacéo
positiva dos niveis relativos dos transcritos 116, Tnf, ll1b e Nfkbia induzidos pelo LPS no
segmento inicial e na cauda do epididimo, os quais permaneceram em niveis semelhantes ao

controle salina estéril (Figura 14 e Tabela Suplementar S11).

Em paralelo, o pré-tratamento com CLI-095 n&o preveniu os efeitos da NS1-ZIKV e NS1-
DENV sobre os niveis relativos dos transcritos Tnf e lllb no segmento inicial, que se
mantiveram elevados em relacdo ao grupo controle e em niveis semelhantes a exposicéo do
tecido apenas as respectivas proteinas virais (Figura 14 e Tabela Suplementar S11). Em

contraste, o pré-tratamento com CLI-095 preveniu efetivamente os efeitos da NS1-ZIKV sobre



60

os niveis dos transcritos 116, Tnf e da NS1-DENV sobre os niveis dos transcritos 116, Tnf e 111b
na cauda do epididimo, os quais permaneceram em niveis semelhantes ao controle salina
estéril (Figura 14 e Tabela Suplementar S11).

N&o observamos regulacao dos niveis relativos do transcrito Nfkbia no segmento inicial
e na cauda do epididimo exposto a NS1-ZIKV e NS1-DENV (Figura 14 e Tabela Suplementar
S11).
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Figura 14. Prevencao da resposta inflamatoéria induzida durante 3 h por LPS (50 ng/ml), NS1-ZIKV e
NS1-DENV (20 ug/ml) no segmento inicial e cauda do epididimo de camundongos utilizando pré-
tratamento por 1 h com o inibidor de via TLR4 CLI-095 (3 uM). Os valores foram normalizados utilizando
0 transcrito Hprtl como controle enddégeno e expressos em relacdo a quantidade de mRNA
determinada no grupo controle salina estéril. Os valores foram expressos como média + SEM n= 3-9 /
grupo. Quantidade de asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (*p
< 0,05; **p <0,005; ****p<0,0001; One-way ANOVA seguida do pds-teste Bonferroni).
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4.1.6 NS1-ZIKV e NS1-DENV regulam negativamente a expressao de elementos da via de

sinalizagdo do TLR4 no segmento inicial e cauda do epididimo

Apés caracterizarmos o perfil de expressdo de genes envolvidos na resposta
inflamatoria pos inibicéo da via TLR4, procuramos caracterizar o perfil de expresséo de genes
envolvidos na via TLR nos grupos sem pré-tratamento de inibicdo de via. Para isso,
analisamos o perfil de expressao de Tlr4, Cd14, Myd88 e Trif.

O LPS regulou positivamente os niveis relativos dos transcritos Tlr4 (>1,8 vezes,
p=0,0049), Cd14 (>2 vezes, p=0,0004) e Trif (>3,7 vezes p<0,0001) no segmento inicial
(Figura 15 e Tabela Suplementar S12). Em paralelo, o LPS também regulou positivamente os
niveis relativos dos transcritos Tir4 (>2,1 vezes, p=0,0017), Cd14 (>2,1 vezes, p=0,0016) e
Trif (>6,5 vezes, p<0,0001) na cauda do epididimo. (Figura 15 e Tabela Suplementar S12).

A NS1-ZIKV regulou negativamente os niveis relativos dos transcritos TIr4 (<3,3 vezes,
p=0,0005), Cd14 (<2,7 vezes, p=0,0007) e Myd88 (<3,1 vezes p<0,0001) no segmento inicial.
Em paralelo, a NS1-ZIKV também regulou negativamente os niveis relativos do transcrito

Myd88 (<3,6 vezes, p<0,0001) na cauda do epididimo (Figura 15 e Tabela Suplementar S12).

Por fim, a NS1-DENV regulou negativamente os niveis relativos dos transcritos Tir4
(<1,5 vezes, p=0,0428), Cd14 (<2,8 vezes, p=0,0002) e Myd88 (<3,1 vezes p<0,0001) no
segmento inicial. Em paralelo, a NS1-DENV também regulou negativamente os niveis
relativos do transcrito Myd88 (<1,9 vezes, p=0,0339) na cauda do epididimo (Figura 15 e
Tabela Suplementar S12).

Apos caracterizagdo do perfil de expressdo de genes envolvidos na ativagdo da via
TLR4, buscamos investigar se as isoformas de NS1 estdo regulando os niveis relativos do
transcrito TIr3 por estar classicamente envolvido no reconhecimento de particulas virais. O
transcrito TIr3 ndo teve seus niveis relativos sendo regulados por NS1-ZIKV e NS1-DENV no
segmento inicial e na cauda do epididimo (Tabela Suplementar S13 e Figura Suplementar
S14).
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Figura 15. Perfil de expressdo de genes classicamente envolvidos na ativacdo da via TLR4 no
segmento inicial e cauda do epididimo pés inducao de epididimite durante 3 h por LPS (50 ng/ml), NS1-
ZIKV e NS1-DENV (20 pg/ml). Os valores foram normalizados utilizando o transcrito Hprtl como
controle endégeno e expressos em relagdo a quantidade de mRNA determinada no grupo controle
salina estéril. Os valores foram expressos como média + SEM n= 4-8 / grupo. Quantidade de asteriscos
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos comparado ao controle salina estéril
(**p <0,005; ***p <0,0005; ****p<0,0001; One-way ANOVA seguida do pGs-teste Bonferroni).
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Capitulo 2: Perfil de resposta inflamatoria do epididimo de camundongos Balb/c

a infeccao intracerebral de DENV-2 cepa NGC neuro adaptado
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4.2 Capitulo 2: Perfil de resposta inflamatoéria do epididimo de camundongos Balb/c

a infeccéao intracerebral de DENV-2 cepa NGC neuro adaptado

4.2.1 A infeccéo cerebral por DENV2 NGC regula positivamente a expressao de citocinas

pré-inflamatorias no epididimo de camundongos

Devido os resultados que obtivemos com as proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV,
buscamos investigar se 0 DENV-2 é capaz de gerar uma resposta inflamatéria no epididimo
de camundongos infectados. Para isso, utilizamos o modelo in vivo de infeccdo, no qual os
camundongos foram infectados com DENV-2 cepa NGC via intracerebral, e analisamos a

expresséo dos transcritos Tnf, Ifnbl e Ifng.

A infecgdo por DENV-2 regulou positivamente os niveis relativos de Tnf, mas néo de
Ifnbl e Ifng, no segmento inicial e cabeca do epididimo apés 4 dias (>6,6 e >7,2 vezes,
respectivamente) e 5 dias (>2 e >13,8 vezes, respectivamente) (Figura 16). A expressao
desse transcrito permaneceu elevada apenas no segmento inicial apés 7 dias (>2 vezes) de
infeccdo (Figura 16). Ja nas regifes distais do epididimo, a infec¢cdo por DENV-2 regulou
positivamente os niveis relativos de Tnf apds 4 dias (>62,8 vezes), 5 dias (>52,44 vezes) e 7
dias (>8,4 vezes); de Ifnbl apds 4 dias (>88 vezes) e 5 dias (>70 vezes); e de Ifng apés 4 dias
(>19 vezes), 5 dias (>16 vezes) e 7 dias (>3 vezes) no corpo do epididimo (Figura 16). Por
fim, a infecg@o por DENV-2 regulou positivamente os niveis relativos de Tnf apés 4 dias (>4,1
vezes) e 5 dias (>13,9 vezes); e de Ifnbl apds 4 dias (>13 vezes) e 5 dias (>72 vezes) na

cauda do epididimo (Figura 16).
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Figura 16. Resposta inflamatdria induzida pela infec¢éo por DENV-2 NGC neuroadaptado durante 4, 5
e 7 dias no segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do epididimo de camundongos. Os valores foram
normalizados utilizando o transcrito Hprtl como controle enddgeno e expressos em relagdo a

guantidade de mRNA determinada no grupo controle MOCK. Os valores foram expressos como média
+ SEM n= 2/ grupo.
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5. Discussao

Inflamagdes em 6rgéos do trato reprodutor masculino, como o epididimo, sdo comuns
em homens de variadas faixas etérias, representando um dos principais contribuintes para
casos de infertilidade masculina (Nicholson et al., 2010; Pilatz et al., 2015). Embora as
infec¢cBes bacterianas sejam tradicionalmente o fator etiol6gico mais prevalente da epididimite,
avangos nos métodos de diagnostico molecular tém revelado que infecgdes virais sdo uma
causa significativa desta condicao (Browne et al., 2018; Pleuger et al., 2020). Diversos tipos
de virus, como ZIKV, tém demonstrado um forte tropismo pelo sistema reprodutor masculino
(Dejucqg & Jégou, 2001), com potencial de prejudicar a fertilidade masculina e possibilitar a
transmissdo por via sexual (Gimenes et al., 2014). A recente epidemia causada por ZIKV na
década passada revelou que o virus possui capacidade de se replicar no testiculo e no
epididimo, resultando em inflamacéo severa nesses 6rgdos (Browne et al., 2018; Govero et
al., 2016; Ma et al., 2017; Shen et al., 2021). Outro flavivirus de alta relevancia epidemioldgica
€ o DENV, cujas implicagBes no sistema reprodutor masculino ainda permanecem pouco
conhecidas. Recentemente, estudos demonstraram a presenga de RNA viral de DENV no
sémen de pacientes, e houve o relato de uma possivel transmissdo sexual de DENV (Mons
et al., 2022; European Centre For Disease Prevention and Control., 2019; lannetta et al., 2017;
Lalle et al., 2018). Portanto, pesquisas acerca do aprofundamento sobre os mecanismos de
defesa do sistema reprodutor masculino contra infec¢bes virais sdo essenciais para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a prevencdo e o tratamento de

possiveis consequéncias das infec¢des virais sobre a salde reprodutiva masculina.

No presente estudo, investigamos se as proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV sao capazes
de induzir resposta inflamatoria no epididimo de camundongos, via ativagéo do receptor TLR4.
Para tal, utilizamos um modelo de epididimite ex vivo previamente padronizado em nosso
laboratério (Andrade et al., 2024), o que nos permitiu observar as respostas no 6rgao alvo de
maneira localizada e isolada frente ao estimulo inflamatério gerado pelas proteinas NS1 de
ZIKV e DENV sem a interferéncia de respostas sistémicas. Dessa forma, nosso estudo
permitiu avancar sobre os mecanismos pelos quais o epididimo responde a infec¢bes por
esses flavivirus. A proteina NS1 do ZIKV e DENV desempenha papel fundamental no
processo de invasdo do sistema imunoldgico dos hospedeiros, sendo considerada uma
proteina chave para essas infeccdes virais (Falgout et al., 1989). Estudos demonstraram que
a NS1-DENV (10 pg/ml a 40 pg/ml) regulou positivamente niveis de expressao relativa de Tnf
e 116, em células endoteliais humanas (Modhiran et al., 2015). Nossos achados se alinham a
estes estudos, visto que demonstramos que as proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV regulam
positivamente genes classicamente envolvidos no processo de inflamag&o no segmento inicial

e cauda do epididimo em faixas de concentracao similares. Portanto, nossos resultados
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sugerem que a NS1 possui uma contribuicdo significativa para o desenvolvimento

fisiopatologico das infecges por ZIKV e DENV no epididimo.

A inflamacao induzida por LPS do segmento inicial e da cauda do epididimo resulta em
diferentes padrdes de resposta de citocinas, como demonstrado pela regulacdo positiva de
diferentes conjuntos de mediadores inflamatérios (Andrade et al., 2021, 2024; Michel et al.,
2016; Pleuger et al., 2020; Rodrigues et al., 2008; Silva et al., 2018). Neste sentido, regides
proximais (segmento inicial e cabeca) do epididimo parecem ser menos responsivas ao
estimulo inflamatério, enquanto regides distais (corpo e cauda) tém demonstrado possuir uma
resposta imunoldgica mais intensa (Michel et al., 2016; Silva et al., 2018; Wijayarathna et al.,
2020). Consistentemente, no presente modelo ex vivo de inducdo de epididimite viral,
observamos que as isoformas de NS1-ZIKV e NS1-DENV foram capazes de regular de forma
diferencial a expresséo relativa de genes que codificam citocinas proé e anti-inflamatérias (I11b,
1110, Ifnbl e Ifng), quimiocinas (Ccl3, Ccl4, Ccl5 e Cxcl2), enzimas e adesao celular (Ptgs2,
Icaml e Vcaml) no segmento inicial e na cauda do epididimo. Estimulos de origem viral
também induzem respostas inflamatéria diferentes ao longo do 6rgao. De fato, observamos
gue, em termos de expresséo relativa dos transcritos listados anteriormente, a resposta da
cauda do epididimo ao estimulo com NS1-ZIKV e NS1-DENV foi mais robusta do que a do
segmento inicial. Esses resultados realgam as diferengcas funcionais na capacidade de
resposta imunoldgica entre regides proximais e distais do epididimo, corroborando com dados
da literatura de que regides distais do epididimo possuem uma resposta inflamatéria mais
intensa comparativamente a regides proximais (Andrade et al., 2021, 2024; Michel et al., 2016;
Pleuger et al., 2020, 2022; Silva et al., 2018; Wijayarathna et al., 2020).

Estudos in vivo de inducdo de epididimite a partir da injecdo de LPS no intersticio do
segmento inicial ou na luz do ducto deferente em direcéo a cauda do epididimo demonstraram
gue ambas as regides respondem rapidamente ao estimulo via aumento da concentragédo
tecidual de citocinas e quimiocinas (IL1B, IL6, TNF, IFNG e IL10 no segmento inicial; IL1B,
IL6, TNF e IL10 na cauda do epididimo) 6 h apGs o tratamento (Andrade et al., 2021). Em
meio de cultura organotipica, estudos observaram o perfil de producédo de citocinas em
diferentes regides do epididimo apos estimulacdo por LPS ex vivo (Pleuger et al., 2022). Os
resultados indicaram que a regides distais (corpo e a cauda do epididimo), mas nao as
proximais (segmento inicial e cabeca) do epididimo mostraram uma regulacdo positiva
significativa de IL1A, IL1B, TNF, CCL2, IL6 e IL10 apés 6 h de exposicao ao LPS (Pleuger et
al., 2022). Nossos resultados revelaram que a concentracdo de CXCL2 e CCL3, tanto no
segmento inicial quanto na cauda do epididimo, excederam os limites de deteccéo indicando
uma alta concentracdo dessas proteinas em meio de cultura organotipica em resposta a

incubacdo com LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV por 3 h. Esse aumento significativo da
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concentracdo de CXCL2 e CCL3 sugere uma inflamacéo localizada e uma resposta
imunolégica ativa nos tecidos analisados. Estas quimiocinas sdo secretadas pelo tecido
inflamado para atrair células imunes para o local da inflamacdo e, possivelmente estédo
atuando modulando o ambiente tecidual, influenciando para a producao de outras moléculas
inflamatérias (Baggiolini, 1998; Mantovani et al., 2006)

Por outro lado, outras citocinas (IL6, TNF, IL1B, IL10 e IFNG) e quimiocinas (CCL4 e
CCL2) foram quantificadas e apresentaram aumento da concentracdo em meio de cultura
organotipica, mas sem significancia estatistica. Isso pode ser devido a alguns fatores como
por exemplo, tempo de inducdo da inflamacédo insuficiente para secrecao de proteinas em
meio de cultura organotipica. De fato, dados do nosso grupo mostraram padrao diferenciado
de concentracdo de citocinas e quimiocinas no meio de cultura organotipica e extratos
proteicos dos tecidos mantidos em cultura (Andrade, 2024). Dados apresentados na tese de
doutorado de Andrade (2024) demonstraram que o desafio inflamatério com LPS pelo modelo
de epididimite ex vivo produziu o aumento da concentragédo de IL6 no segmento inicial e de
TNF, IL6, CCL3 e CXCL2 na cauda do epididimo apenas 1 h apds o estimulo. Sendo assim,
nossos dados sugerem um perfil de concentracdo de citocinas em meio de cultura
organotipica diferenciado entre regides, onde possivelmente o tempo de desafio inflamatério
contribua para a secrecdo e aumento de citocinas pré-inflamatérias em meio de cultura, no
gual no modelo que foi utilizado ndo se demonstre ser suficiente para tal. Por limitacdo da
disponibilidade das proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV, ndo pudemos realizar ensaios
adicionais para testar essa hipotese. Dessa forma, estudos adicionais devem ser realizados
para aumento do n experimental, para a realizacdo de uma curva temporal de desafio
inflamatodrio, e realizacdo do painel utilizando extratos proteicos das regides epididimarias
submetidas ao desafio inflamatdrio, a fim de elucidar os mecanismos envolvidos na secrecéao

de citocinas em resposta a NS1 no epididimo.

Além disso, outros elementos como enzimas, sdo importantes para investigar o
processo de regulagdo inflamatoria. A enzima indolamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO1) é
conhecida pelas suas propriedades tolerantes e imunossupressoras, exercidas pela
modulacéo das células dendriticas plasmocitoides e das células T reguladoras (Pallotta et al.,
2011). Essa enzima catalisa a quebra do aminoécido triptofano, resultando na diminuicéo da
disponibilidade desse substrato essencial para a proliferacédo das células T. Simultaneamente,
facilita a producdo de metabdlitos imunossupressores, contribuindo para a manutencao da
tolerancia imunoldgica e a regulacao do equilibrio entre respostas pr6é e anti-inflamatérias
(Munn & Mellor, 2007). Estudos anteriores demonstraram que ldol estéd presente em niveis
relativamente aumentados somente no segmento inicial/cabeca do epididimo de

camundongos, em condic6es normais (Fukunaga et al., 2012; Wijayarathna et al., 2022). Além
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disso, foi demonstrado que IDO1 e seus metabdlitos associados a quinurenina (KYN)
participam do estabelecimento de um equilibrio imunolégico no segmento inicial/cabeca do
epididimo de camundongos, pois em camundongos Ido1™” ocorre o aumento significativo nas
concentracoes de diversas citocinas (IFNG, TNF, IL6 e IL1B) e quimiocinas (CCL3, CCLS5,
CCL11, CCL24, CCL25, CXCL9, CXCL11 e CX3CL1) pro-inflamatoérias (Jrad-Lamine et al.,
2013). Durante o estimulo inflamatério por NS1-ZIKV observamos aumento dos niveis
relativos deste transcrito na cauda do epididimo, enquanto no segmento inicial os niveis
relativos permaneceram inalterados. Esse resultado pode sugerir um mecanismo
imunomodulatério para abrandamento da inflamacao ativa, levando em consideragéo que a
resposta inflamatoria de regides distais possui respostas imunolégicas mais intensas. A NS1-
DENV nao regulou os niveis relativos de Idol, o que sugere que outros mecanismos podem
estar envolvidos para o abrandamento da resposta inflamatoria, ou que o tempo de indugéo
de inflamac&o néo foi suficiente para sua regulagéo.

Diversos estudos tém buscado compreender os impactos funcionais e histolégicos que
as infec¢des virais podem gerar nos orgdos do sistema reprodutor masculino. Govero e
colaboradores demonstraram que a persisténcia do ZIKV nos testiculos e epididimos de
camundongos foi associada a lesdes teciduais severas, 0 que causou a diminuicdo das
concentracoes de testosterona e inibina B, e oligospermia (Govero et al., 2016). Este mesmo
estudo demostrou que o ZIKV infecta preferencialmente espermatogbnias, espermatoécitos
primarios e células de Sertoli, resultando em morte celular e destruicdo dos tubulos
seminiferos (Govero et al., 2016). Outro estudo demonstrou que a infec¢do por ZIKV gera o
desenvolvimento de orquite aguda em camundongos, e as alteracdes histopatoldgicas, que
incluem intensa infiltragdo leucocitaria, congestdo no intersticio dos testiculos, ruptura de
tubulos seminiferos, células germinativas degeneradas e células de Leydig necréticas (Ma et
al., 2017). As lesbes relatadas podem ser acompanhadas de degradacdo e perda da
homeostasia da barreira hemato-testicular. Notavelmente, a dissemina¢cdo do processo
inflamatério para o epididimo também pode prejudicar a BEB, que é elemento essencial para
manutencdo do microambiente luminal, homeostasia tecidual e o balango imunoldgico no
epididimo (Avellar et al.,, 2019; Hinton & Palladino, 1995; Mital et al., 2011). A perda da
integridade da BEB pode desencadear uma série de consequéncias para o epididimo,
incluindo agravamento da inflamacdo, acompanhado de lesbes histopatolégicas e

comprometimento da funcéo reprodutiva.

Dentre os componentes que constituem em BEB, destacamos o Gjal, Cldnl, Cldn3,
Cldn8 e Cdhl. A Gjal codifica a conexina 43, proteina responsavel por formar os canais de
juncdo comunicantes entre células adjacentes, permitindo a comunicacdo direta e a

transferéncia de moléculas, ions e sinais entre células. Esta proteina desempenha papéis
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importantes na comunicacao intercelular e na regulacao de fung@es epididimarias (Han & Lee,
2013; Li et al., 2009). As claudinas Cldnl, Cldn3 e Cldn8 sdo membros de uma familia de
proteinas transmembranares que desempenham papel na formacéo das juncdes de oclusao,
contribuindo para a formacao da barreira epitelial e endotelial, além disso, auxiliam na
regulagéo do transporte de ions e moléculas (Van Itallie & Anderson, 2006). Ja a Cdh1l codifica
a e-caderina, que desempenha um papel vital na adesédo celular e na manutencdo da
integridade dos tecidos (Halbleib & Nelson, 2006). Estudos demonstraram que a infec¢do por
ZIKV foi capaz de romper a estrutura epitelial do epididimo de camundongos especialmente
a regido proximal. Também foram detectados detritos celulares na luz do ducto e outras
alteracbes morfolégicas, como aumento do didmetro luminal, e degradacéo da barreira
hemato-epididimaria, sugerindo que a infecdo por ZIKV destruiu a estrutura epididimaria
necessaria para a maturacdo e transporte de espermatozoides (Sheng et al., 2021). Os
resultados do nosso estudo nos permitem inferir que, pelo menos, parte das alteragbes da
BEB induzida pelo ZIKV é causada pela resposta tecidual a proteina NS1. De fato,
demonstramos que tanto a NS1-ZIKV quanto a NS1-DENV regularam negativamente genes
gue sao intimamente ligados a funcdo e composi¢do da BEB no segmento inicial e na cauda
do epididimo, sugerindo que a integridade e homeostasia do microambiente epididimario
possam estar sendo comprometidos devido ao estimulo inflamatério vigente. Estudos mais
aprofundados devem ser realizados, para que seja mensurado em nivel proteico e histolégico

o comprometimento da BEB e seus agravantes.

As respostas inflamatdrias e os mecanismos imunorreguladores do epididimo séo
regionalizados nas suas propriedade e eficacia (Hedger, 2011). Sabe-se que a imunidade
inata antiviral € mediada por PRRs, que atuam no reconhecimento de diversos PAMPs. A
ativagado de TLR’s é parte dos eventos iniciais da cascata inflamatéria e do desencadeamento
de resposta imunolégica contra agentes patogénicos (Bhushan et al., 2009; Palladino et al.,
2007). Como ja mencionado, estudos recentes identificaram que a NS1-DENV é um PAMP
viral reconhecido pelo TLR4 (Modhiran et al., 2015). No presente projeto buscamos entender
o papel do receptor TLR4 frente o desafio inflamatdrio mediado pelas isoformas NS1-ZIKV e
NS1-DENV. Para isso utilizamos o inibidor de via TLR4 CLI-095, também conhecido como
TAK-242, e atua bloqueando a sinalizacdo mediada pelo dominio intracelular do TLR4; mais
precisamente liga-se a cisteina 747 na esfera intracelular do TLR, impedindo as vias
dependentes de MyD88 e de TRIF (Kawamoto et al., 2008). Demonstramos que 0 segmento
inicial e a cauda do epididimo respondem diferencialmente a inflamacé&o induzida pela NS1-
ZIKV e NS1-DENV, sendo parcialmente dependente da via TLR4 na cauda do epididimo.
Também demonstramos que outros genes envolvidos na via TLR4, como Cd14, MyD88 e Trif

nao tiveram seus niveis de expressao relativa modulados no segmento inicial e na cauda do
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epididimo. Chen e colaboradores demonstraram que a NS1-DENV é reconhecida pelas vias
TLR2 e TLR6 em células PBMC (do inglés “Peripheral Blood Mononuclear Cells”), levando ao
aumento de citocinas proé-inflamatérias (IL6 e TNF), além disso, a interacdo NS1/TLR6
desempenha um papel importante na imunopatogénese da doenca, contribuindo para o
agravamento das infec¢des (Chen et al., 2015). Desta forma, o reconhecimento da NS1 via
TLR2 e TLR6 emerge como um possivel mecanismo pelo qual a NS1-ZIKV e NS1-DENV
possam estar sendo reconhecidas pelo segmento inicial, culminando no aumento de
mediadores proé-inflamatorios. Portanto, estudos adicionais deverdo ser realizados para
elucidar a niveis proteicos o papel do TLR4 e possivelmente outros TLRs diante do desafio
inflamataorio viral, além de explorar os fatores que transcricdo que possam estar envolvidos
nos mecanismos de cascata inflamatdéria induzida pelas proteinas virais. Outro TLR que esta
intimamente ligado ao reconhecimento de particulas virais € o TLR3 (Schréder & Bowie,
2005), mas ndo observamos uma regulacdo deste transcrito no presente modelo de
inflamac&o. E importante ressaltar que a falta de regulacéo do transcrito TIr3 pelas isoformas
de NS1 no presente modelo de inflamag¢do ndo descarta sua possivel participagdo nos
processos de reconhecimento viral. Para uma compreensdo mais abrangente destes
mecanismos, estudos complementares devem ser conduzidos em diferentes tempos de
inducdo, e modelos experimentais para de investigar o papel desse receptor na resposta

inflamatoria induzida pelas isoformas de NS1.

Os estudos realizados a fim de explorar os impactos da inflamagéo induzida pelas
proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV no epididimo de camundongos geraram resultados
importantes para o entendimento da fisiopatologia da epididimite viral e contribuiu
significativamente para o inicio da caracterizacdo do impacto da doenc¢a no sistema reprodutor
masculino. Porém, o modelo experimental que utilizamos é localizado e isolado, sendo assim,
surgiu a necessidade de se realizar um estudo in vivo para avaliar o perfil de expresséo de
genes envolvidos na resposta inflamatéria induzida pelo virus da DENV no sistema reprodutor

masculino.

Buscamos caracterizar o perfil de expressao de citocinas e interferons no epididimo de
camundongos induzido pela infecg&o intracerebral de DENV-2 cepa NGC, e demonstramos
gue genes envolvidos na resposta inflamatéria aguda foram regulados no epididimo de
camundongos infectados por DENV-2 em diferentes dias pés-infecgdo. Estudos recentes
demonstraram que em casos graves da doenca em individuos post-mortem foram
evidenciados niveis aumentados de células que expressam citocinas pré-inflamatérias como
Ifng e Tnf em amostras de figado, pulmao e rim (Pévoa et al., 2016). Recentemente uma nova
hipétese tem dito que a internalizagao do virus DENV mediado por receptores Fcy suprime as

respostas antivirais mediadas por interferons do tipo I, inibindo genes antivirais e aumentando
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a producédo de 1L10, que suprime o IFN via de sinalizagao y e promove respostas T-helper 2
(Halstead et al., 2010; Ubol et al., 2010; Ubol & Halstead, 2010). Respostas T-helper-1 sédo
necessarias para a eliminagdo do virus. No entanto, as respostas do T-helper-2 tém efeito
antiviral limitado e aumentam a producdo de anticorpos subneutralizantes podendo levar a
altos niveis de cargas virais e anticorpos subneutralizantes em pacientes com dengue. Além
da amplificacdo da producédo viral, todos esses mecanismos aumentam a producdo de
citocinas, quimiocinas e apoptose celular (Brown et al., 2006, 2012; King et al., 2002). Nossos
estudos com a isoforma de proteina NS1-DENV demonstraram aumento dos niveis de
expressdo relativa do gene I110 na cauda do epididimo, além de também regular
positivamente os niveis de expresséo relativa de Ifnbl e Ifng no segmento inicial e na cauda
do epididimo. Em concordancia com nossos achados anteriores, a tendéncia de aumento dos
niveis de expressao relativa de IFN nos segmentos distais do epididimo induzidos pela
infeccdo por DENV-2 emergem como uma descoberta importante para um maior
entendimento da fisiopatologia da doencga no sistema reprodutor masculino. Esses resultados
Nnos encorajam a seguir investigacdes sobre os possiveis efeitos do DENV no trato reprodutor
masculino, um tema negligenciado, apesar da frequéncia de epidemias por esse virus, como

a que estamos vivenciando no Brasil em 2024.
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6. Concluséao

Nossos resultados nos permitem concluir que a NS1-ZIKV e a NS1-DENV
desempenham uma funcdo crucial na regulacdo génica e no aumento das moléculas
envolvidas na inflamagdo aguda do epididimo, atuando como padrbes moleculares
associados a essas infec¢des virais. Estas proteinas sdo, possivelmente, essenciais para o
reconhecimento dos virus ZIKV e DENV no epididimo de camundongos, contribuindo
significativamente para a progressao da fisiopatologia da doenca. Ambas as proteinas NS1
desempenham uma regulacdo diferenciada de resposta imunoldgica entre as regibes
proximais e distais do epididimo, e geram comprometimentos relacionados a integridade e
homeostasia do microambiente epididimario. Além disso, as regides proximais e distais do
epididimo respondem diferencialmente a inflamac&o induzida pelas isoformas de NS1 dos
flavivirus ZIKV e DENV, sendo parcialmente dependente da via TLR4 na cauda do epididimo.
Esses resultados sustentam nossa hipétese de que a proteina NS1 do DENV e do ZIKV
desencadeiam resposta inflamatéria no epididimo de camundongos via ativacdo TLR4. O
desafio inflamatorio mediado pela infeccdo de DENV-2 intracerebral, demonstrou que o virus
DENV é capaz de mediar a regulacdo génica e o aumento das moléculas envolvidas na

inflamacé&o aguda do epididimo.

Os resultados do presente estudo emergem com uma alta relevancia para o
entendimento da fisiopatologia de doencas virais no sistema reprodutor masculino e suas
implicacdes na fertilidade. Portanto, o presente cendrio estimula a realizacdo de novos
estudos, visando aprofundar o entendimento dos papéis mecanisticos das proteinas nao-
estruturais virais, bem como o impacto das infec¢des virais de forma mais ampla na

fisiopatologia da epididimite.
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Materiais suplementares para:

Perfil de expresséo de genes envolvidos no processo inflamatério do epididimo de
camundongos induzido pelas proteinas NS1-ZIKV e NS1-DENV, e o papel do receptor

Toll-like 4 na resposta inflamatoria.
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Figura Suplementar S1. Padronizagao inibidor de via TLR4 CLI-095. Expressao relativa dos genes 116
e Tnf no segmento inicial e cauda do epididimo de camundongos submetidos ao pré-tratamento de 1 h
com inibidor de via TLR4 CLI-095 em trés diferentes concentra¢gbes (0.3, 1 e 3 uM), seguido de
tratamento por 3 h com LPS (50 ng/ml). Os valores foram normalizados utilizando o transcrito Hprtl
como controle enddgeno e expressos em relacdo a quantidade de mRNA determinada no grupo
controle salina estéril. Os valores foram expressos como média + SEM n= 3-9 / grupo. Quantidade de
asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p <0,005;
****n<0,0001; One-way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni).
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Tabela Suplementar S2. Perfil de expressao relativa (MRNA) de genes pré-inflamatérios (116 e Tnf) no segmento inicial e cauda do epididimo apés inibicdo de

via TLR4 utilizando o inibidor CLI-095

Expresséo Segmento Inicial Cauda
Relativa Salina LPS LPS + CLI-095 LPS + CLI-095 LPS + CLI-095 Salina LPS LPS + CLI-095 LPS + CLI-095 LPS + CLI-095
(MRNA) estéril 50ng/ml 0,3uM 1uM 3uM estéril 50ng/ml 0,3uM 1uM 3uM
n==6 n=28 n=4 n=4 n=4 n=3 n=9 n=3 n=3 n=3
3,14 £ 0,66 2,42 £ 0,09 2,72 £ 0,56 0,61 +0,16 9,60 £ 2,04 6,90 £ 0,63 3,08 £ 0,28 1,13+0,14
116 1,09+ 0,21 1,08 + 0,27
p=0,0013 p=0,0424 p=0,0287 p>0,9999 p<0,0001 p<0,0001 p=0,0043 p>0,9999
9,16 +1,31 4,60 + 0,57 1,55+0,48 1,24 + 0,06 12,16 +1,7 5,13 £ 0,09 2,57+0,1 0,76 £ 0,05
Tnf 1,22 + 0,09 0,77 £0,21
p<0,0001 p=0,0012 p>0,9999 p>0,9999 p<0,0001 p<0,0001 p=0,0006 p>0,9999

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Os asteriscos indicam que
sao estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA, p<0,05).
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Figura Suplementar S3. Padronizacdo dos ensaios de RT-qPCR para detecc¢éo dos transcritos 1110,
Ifnbl, Ifng, Cx3CI1, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Ptgsl, Ptgs2, Idol, Gjal, lcaml, Vcaml, Cdhl, Cldnl, Cldn3,
Cldn8 e TIr3 em amostras de RNA total de segmento inicial e cauda do epididimo submetidos a indugéo
de epididimite ex vivo com LPS 50ng/ml, NS1-ZIKV 20ug/ml e NS1-DENV 20pg/ml. Os experimentos
foram realizados na presenca (+) ou auséncia (-) de amostras de cDNA de segmento inicial e cauda do
epididimo de camundongos adultos em duplicata. Curvas de amplificacdo e de dissociacdo dos
transcritos citados anteriormente na presenca de 50 nM e 100 nM de oligonucleotideos iniciador.
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Figura Suplementar S4. Padronizacdo dos ensaios de RT-qPCR para detecc¢do dos transcritos 1110,
Ifnb1, Ifng, Cx3CI1, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Ptgsl, Ptgs2, ldol, Gjal, Icaml, Vcaml, Cdhl, Cldnl, Cldn3,
Cldn8 e TIr3 em amostras de RNA total de segmento inicial e cauda do epididimo submetidos a inducao
de epididimite ex vivo com LPS 50ng/ml, NS1-ZIKV 20ug/ml e NS1-DENV 20pg/ml. Os experimentos
foram realizados na presenca (+) ou auséncia (-) de amostras de cDNA de segmento inicial e cauda do
epididimo de camundongos adultos em duplicata. Curvas de eficiéncia dos transcritos citados
anteriormente na presenca de 50 nM e 100nM de oligonucleotideos iniciador.



Tabela Suplementar S5. Perfil de expresséo relativa (NRNA) de genes pré-inflamatérios (116 e Tnf) no
inflamat6rio durante 3 h por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV.

97

segmento inicial do epididimo frente ao estimulo

Expresséo Segmento Inicial
Relativa Salina estéril LPS 50na/ml NS1-ZIKV NS1-ZIKV NS1-ZIKV NS1-DENV NS1-DENV NS1-DENV
(MRNA) n=6 = 89 1pg/mli 10ug/ml 20pg/mi lpg/mi 10pg/mi 20pg/ml
B B n=4 n=4 n=4 n=4 n=>5 n=4
- T 2,94 + 0,75 0,79 + 0,07 1,29 + 0,26 1,98 £ 0,43 1,57 +0,28 1,63+0,4 1,76 £ 0,18
i ’
p<0,0001 p>0,9999 p>0,9999 p=0,0958 p=0,5755 p=0,5722 p=0,1632
3,98 + 0,76 1,23 +0,32 3,37 +£1,63 4,72 + 1,62 3,79+0,98 2,31+0,39 4,12 + 0,61
Tnf 1,05+0,36
p=0,0068 p>0,9999 p=0,2320 p=0,0071 p=0,0250 p=0,1939 p=0,0075

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os
tratamentos séo estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pés-teste Bonferroni p<0,05).

Tabela Suplementar S6. Perfil de expresséao relativa (MRNA) de genes pré-inflamatérios (116 e Tnf) no segmento inicial do epididimo frente ao estimulo

inflamatdrio durante 3 h por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV.

Expresséo Cauda
Relativa Salina estéril LPS 50na/ml NS1-ZIKV NS1-ZIKV NS1-ZIKV NS1-DENV NS1-DENV NS1-DENV
(MRNA) n=5 = gg 1pg/ml 10pg/ml 20pg/ml 1lpg/ml 10pg/ml 20pg/ml
B B n=4 n=4 n=4 n=4 n=>5 n=4
- 0.99 + 0.21 4,61 + 0,86 1,60+ 0,51 2,66 £ 0,59 6,26 + 1,33 3,10 £ 0,59 3,67 £ 0,86 4,47 + 0,45
i )
p<0,0001 p>0,9999 p=0,0103 p<0,0001 p=0,0083 p=0,0026 p=0,0003
2,05+0,35 2,93 +0,68 29+0,64 4,5+0,75 1,91+0,16 2,77 £ 0,65 2,78 £ 0,47
Tnf 0,92 +0,13
p=0,0025 p=0,0003 p=0,0004 p<0,0001 p=0,0217 p=0,0003 p=0,0004

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os
tratamentos séo estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pés-teste Bonferroni p<0,05).
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Tabela Suplementar S7. Perfil de expresséo relativa (mMRNA) de citocinas, quimiocinas e interferons no segmento inicial e cauda do epididimo frente ao
estimulo inflamatério durante 3 h por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV

Expresséo Segmento Inicial Cauda do epididimo
Relativa Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV
_ _ 20pg/ml 20pg/ml _ _ 20pg/ml 20pg/ml
(MRNA) n=5 n=9 = = n=5 n=9 = =
n=4 n=>5 n=4 n=>5
5,46 + 1,47 7,06 £ 0,73 3,39+1,01 6,3+ 1,07 7,09+ 1,16 9,12+1,11
1110 0,92 £ 0,29 1,08 +0,2
p = 0,0394 p =0,0162 p =0,5844 p = 0,0020 p = 0,0028 p<0,0001
10,62 + 2,31 9,25+ 1,94 13,4+ 1,56 19,01 £ 2,73 25,1+2,52 33,04 + 2,38
Ifnbl 1,01 + 0,27 1,13+0,22
p = 0,0087 p =0,0745 p = 0,0030 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
15+1,95 4,42 + 0,56 3,68+ 1,15 17,71 + 4,33 11,76 £ 1,79 11,1+ 0,94
Ifng 1,05+ 0,28 0,97 £ 0,17
p<0,0001 p = 0,0033 p = 0,0137 p<0,0001 p = 0,0002 p = 0,0001
2,86 + 0,36 0,79+0,13 0,46 £ 0,09 3,06 £ 0,39 1,17 £ 0,29 1,54 £ 0,27
Ccl2 0,82 +0,11 1+0,11
p<0,0001 p>0,9999 p=0,1776 p = 0,0002 p>0,9999 p = 0,3240
7,33+£1,49 515+ 1,58 4,67 +1,17 557+1,1 5,71 £ 0,92 6,97 £ 1,39
Ccl3 0,89+ 0,18 1,08+ 0,2
p<0,0001 p = 0,0016 p = 0,0017 p<0,0001 p = 0,0001 p<0,0001
6,19+ 1,06 2,19+0,35 3,21 +0,64 5,99 £ 0,82 537+0,9 4,08 £ 0,77
Ccl4 0,99 £ 0,32 1,08 £ 0,21
p =0,0014 p>0,9999 p =0,3873 p = 0,0002 p = 0,0047 p = 0,0388
3,11+0,43 229+0,5 2,61 +0,79 4,52 + 0,58 2,76 £ 0,62 5,63 £ 0,49
Ccl5 0,6 +0,14 1,11+ 0,19
p =0,0012 p=0,0163 p=0,0113 p<0,0001 p=0,0126 p<0,0001
5,18 £ 0,76 2,09 £0,33 2,04 £ 0,75 10,18 + 1,25 3,71 +£0,98 6,81 + 1,55
Cxcl2 0,86 £ 0,17 1,03+£0,2
p<0,0001 p = 0,0250 p = 0,0607 p<0,0001 p = 0,0040 p<0,0001
0,76 £ 0,12 1,04+0,1 0,87+0,1 0,51 + 0,04 0,81+ 0,04 0,78+ 0,12
Cx3cl1 0,98 £ 0,16 0,88+0,14
p = 0,4430 p>0,9999 p>0,9999 p = 0,0405 p>0,9999 p>0,9999

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os

tratamentos sédo estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pos-teste Bonferroni p<0,05).
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Tabela Suplementar S8. Concentracdo de mediadores inflamatdrios (citocinas, quimiocinas e interferons) secretados em meio de cultura organotipica durante
3 h frente ao estimulo inflamatério por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV.

Concentragéo Segmento Inicial Cauda do epididimo
deproteina o inaestérl  LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV Salina estéril  LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV
total (pg/ug) n=3 h=5 20pg/ml 20pg/ml n=3 n=5 20pg/mi 20pg/mi
PYTHY B B n=4 n=>5 B B n=4 n=4
2,40 + 0,64 0,88 + 0,43 1,21 +0,36 0,26 + 0,04 0,43+0,1 0,67 + 0,27
TNF 0,66 + 0,12 0,24 + 0,08
p=0,0806 p=0,9803 p=0,7744 p=0,9699 p=0,4209 p=0,2524
MCP-1 291,3+99,41 90,19 £ 52,67  109,7 £ 30,38 25,9+ 7,55 40,87 + 8,66 70,06 + 29,42
135,3+£11,35 23,94 +6,13
(Ccl2) p=0,3045 p=0,9415 p=0,9862 p=0,9999 p=0,6436 p=0,3069
56,53 + 12,5 15,88 £ 8,32 24,99 £ 9,44 5,98 + 1,61 5,44 + 1,25 14,38 £ 6,41
IL1B 38,67 £ 14,77 4,83+ 1,58
p=0,5762 p=0,4352 p=0,7387 p=0,9749 p=0,9860 p=0,4445
MIP-2a
(Cxcl2)
219,2 + 73,59 94,85 +48,38  143,9 + 53,15 33,97 £ 9,59 42,06 + 2,25 83,16 + 32,85
IL6 115,3 £ 34,19 40,49 + 18,42
p=0,4952 p=0,9892 p=0,9686 p=0,9838 p=0,9999 p=0,2915
5,34 + 0,83 1,94 +0,91 2,67 0,75 0,90 + 0,27 1,19 +0,24 2401
IL10 3,33+0,88 0,59 + 0,09
p=0,2885 p=0,5821 p=0,9035 p=0,9419 p=0,4950 p=0,1639
17,08 £ 3,91 475+24 7,66 + 2,89 1,78 £ 0,48 1,56 + 0,35 4,20 + 1,86
IFNG 12,00 £ 4,61 1,46 £ 0,51
p=0,6296 p=0,4134 p=0,7238 p=0,9813 p=0,9946 p=0,4727
MIP-1a
(Ccl3)
MIP-13 156,7 £ 43,3 44,39+ 28,48 71,49+ 19,99 16,46 £ 5,13 26,39 + 7,06 50,9 + 21,58
54,33 + 8,76 10,20+ 1,8
(Ccl4) p=0,1165 p=0,9931 p=0,9631 p=0,8945 p=0,3195 p=0,1060

Os dados foram normalizados em relagdo a concentragdo de proteina total (pg/pl) de meio de cultura organotipica, e representam a média + SEM de
experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Analitos que ndo possuem dados estatisticos extrapolaram na
guantificacdo (One-way ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, p<0,05)
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Tabela Suplementar S9. Perfil de expressao relativa (MRNA) de enzimas e moléculas de adesao envolvidas no processo regulacdo da resposta inflamatéria
e imunolégica no segmento inicial e cauda do epididimo frente ao estimulo inflamatério por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV

Expresséo Segmento Inicial Cauda do epididimo
Relativa Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV Salina estéril ~ LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV
_ _ 20pg/ml 20pg/ml _ _ 20pg/mi 20pg/mi
(MRNA) n=5 n=9 = = n=5 n=9 = =
n=4 n=>5 n=4 n=>5

0,88 + 0,06 1,18+ 0,11 0,81+ 0,14 0,52 + 0,05 0,77 £ 0,06 0,66 = 0,06

Ptgsl 0,99 + 0,17 0,87 + 0,07
p>0,9999 p = 0,9537 p =0,8701 p =0,0017 p>0,9999 p = 0,2002
1,84 +£0,24 1,87 +0,32 1,27+0,14 1,50 £ 0,15 1,60 = 0,34 1,72+0,29

Ptgs2 1,04 £ 0,06 094+0,1
p =0,0435 p =0,0718 p>0,9999 p =0,0747 p =0,1651 p = 0,0427
0,76 £ 0,12 1,19+ 0,24 0,85+ 0,13 1,76 £ 0,37 3,36+ 0,21 1,90 £ 0,27

ldol 0,86 + 0,15 1,06 £ 0,17
p>0,9999 p =0,6142 p>0,9999 p =0,3126 p = 0,0005 p = 0,2523
3,08+ 0,33 1,54 + 0,44 1,15+0,38 2,50+ 0,37 2,40+ 0,28 2,03+0,92

Icaml 0,84 £ 0,19 1,1+0,19
p = 0,0001 p =0,1984 p>0,9999 p =0,0431 p = 0,0999 p =0,9903
3,00 + 0,45 1,00 £ 0,25 0,95+0,2 3,44 + 0,55 2,82 +0,23 3,08 + 0,33

Vcaml 0,74 +0,14 1,11 £ 0,22
p =0,0012 p>0,9999 p>0,9999 p = 0,0020 p = 0,0662 p =0,0196

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os
tratamentos séo estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pés-teste Bonferroni p<0,05).
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Expresséo Segmento Inicial Cauda do epididimo
Relativa Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV
_ _ 20pg/ml 20pg/ml _ _ 20pg/ml 20pg/ml
(mMRNA) n=5 n=9 2 2 n=>5 n=9 = =
n=4 n=>5 n=4 n=>5
) 0,55+ 0,17 0,21 £ 0,04 0,21 +£0,01 0,48 £ 0,04 0,25 + 0,07 0,49 + 0,05
Gjal 0,82+0,12 1,03+ 0,17
p =0,1669 p = 0,0297 p = 0,0237 p = 0,0152 p<0,0001 p = 0,0456
0,39 £ 0,09 0,14 £ 0,01 0,15+0,01 0,92 +0,16 0,36 £ 0,05 0,39 £ 0,04
Cldn1 0,81+ 0,09 1,15+ 0,26
p =0,0164 p = 0,0006 p = 0,0005 p>0,9999 p =0,0112 p =0,0146
0,52 £ 0,15 0,26 + 0,03 0,23+0,01 0,52 + 0,08 0,32 £ 0,09 0,46 + 0,06
Cldn3 0,80 + 0,06 1,02 £ 0,15
p=0,1013 p = 0,0405 p =0,0166 p =0,0271 p = 0,0012 p = 0,0325
0,49 +£0,11 0,22 +£0,01 0,28 £ 0,08 0,60+0,11 0,18 + 0,05 0,36 + 0,04
Cldn8 0,79 £ 0,05 1,1+£0,12
p = 0,0979 p = 0,0061 p = 0,0077 p =0,0472 p<0,0001 p = 0,0045
0,43+0,13 0,16 £ 0,02 0,13+0,01 0,48 +0,11 0,17 £ 0,06 0,30 £ 0,05
Cdhl 0,84 £ 0,15 1,07 £ 0,22
p = 0,0477 p =0,0103 p = 0,0027 p = 0,0644 p = 0,0003 p = 0,0152

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os

tratamentos séo estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pés-teste Bonferroni p<0,05).



102

Tabela Suplementar S11. Perfil de expressao relativa (mMRNA) de citocinas pré-inflamatérias no segmento inicial e cauda do epididimo apds inibicao de via

TLRA4 utilizando o inibidor CLI-095.

Segmento Inicial

Expresséao
_ : » LPS + CLI-095 NS1-ZIKV + CLI-095 NS1-DENV NS1-DENV + CLI-095
Relativa (MRNA) Sah:a:egtenl LPSnSSgg/mI 3uM NSl-ZIrI]<\:/ iOug/mI 3uM 20ug/ml 3uM
n=>5 n=3 n=>5 n=3
2,49 £ 0,65 0,90 + 0,29 1,15+ 0,31 1,22+0,08 1,57 + 0,39 0,86 £ 0,02
Il 1,02 +0,17
p=0,0005 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999
7,29 1,68 2,11 +0,59 539 +1,78 4,05 + 0,88 4,67 +0,93 4,93+1,3
Tnf 1,09 +0,35
p<0,0001 p=0,2133 p=0,0006 p=0,0066 p=0,0003 p=0,0019
2,14 +0,33 0,87 +0,29 1,97 £0,22 2,01+0,21 2,08 +0,22 2,17 +0,25
l11b 0,85+ 0,14
p<0,0001 p>0,9999 p=0,0071 p=0,0125 p=0,0012 p=0,0037
, 1,89 +0,27 0,75+ 0,22 0,51 +0,12 0,90 +0,1 0,71+0,28 0,85 + 0,04
Nfkbia 0,90 + 0,14
p=0,0109 p>0,9999 p=0,2092 p>0,9999 p=0,8785 p>0,9999
Cauda do epididimo
Expressao salinaestérl  LPS sonaml LPS T CLF095 o . NSIZIKV + CLI-095 NS1-DENV NS1-DENV + CLI-095
Relativa (MRNA) s i 89 3uM N H9 3uM 20pg/ml 3uM
= = n=5 = n=3 n=5 n=3
567 +1,3 1,50 + 0,42 5,96 + 1,3 171+04 472+1 0,79 +0,22
113 1,2+0,38
p<0,0001 p>0,9999 p<0,0001 p>0,9999 p=0,0002 p>0,9999
5,11+ 1,08 1,18+0,15 5,46 +1,23 2,77+0,31 2,31+0,25 1,99 +0,19
Tnf 1,08 +0,18
p<0,0001 p>0,9999 p<0,0001 p=0,2674 p=0,0327 p>0,9999
3,36 0,81 1,50 + 0,27 2,55+0,3 2,36 + 0,27 2,91+0,75 1,23+0,28
ll1b 1,07 0,17
p=0,0006 p>0,9999 p=0,1424 p=0,4163 p=0,0068 p>0,9999
_ 2,01+0,32 0,90 + 0,14 0,84 + 0,157 1,49 +0,21 1,36 + 0,28 1,23 + 0,46
Nfkbia 1,08 +0,15
p=0,0014 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os
tratamentos séo estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pés-teste Bonferroni p<0,05).
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Tabela Suplementar S12. Perfil de expresséo relativa (MRNA) de mediadores de via TLR4 no segmento inicial e cauda do epididimo frente ao estimulo
inflamatério durante 3 h por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV.

Expresséo Segmento Inicial Cauda do epididimo
Relativa Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV
_ _ 20ug/ml 20ug/ml _ _ 20ug/ml 20ug/ml
(mRNA) n=5 n=9 = = n=>5 n=9 = =
n=4 n=>5 n=4 n=5
1,89+0,18 0,22 £ 0,01 0,51+£0,21 2,12 £ 0,14 1,04 £ 0,17 1,11+ 0,11
Tir4 0,80 + 0,07 1,07 £ 0,16
p = 0,0049 p = 0,0005 p = 0,0428 p =0,0017 p>0,9999 p>0,9999
2,08 £ 0,28 0,29 £ 0,04 0,25+ 0,01 2,13+£0,15 0,67 £ 0,09 0,81 +£0,19
Cd14 0,81 + 0,09 1+0,09
p =0,0004 p = 0,0007 p = 0,0002 p =0,0016 p = 0,2600 p =0,4387
0,83+0,1 0,25 + 0,01 0,25+ 0,02 1,42 + 0,14 0,27 + 0,08 0,51 + 0,08
MyD88 0,79 + 0,05 0,98 + 0,06
p>0,9999 p<0,0001 p<0,0001 p =0,4404 p<0,0001 p =0,0339
_ 3,75+ 0,55 1,01 +0,37 0,68 + 0,31 6,50 + 0,78 1,33+0,26 1,54 +0,16
Trif 0,65+ 0,13 1,04 £ 0,13
p<0,0001 p>0,9999 p>0,9999 p<0,0001 p=0,8007 p=0,1377

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os

tratamentos sao estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pés-teste Bonferroni, p<0,05)
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Tabela Suplementar S13. Perfil de expressao relativa (mMRNA) do transcrito TIr3 no segmento inicial e cauda do epididimo frente ao estimulo inflamatério

durante 3 h por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV.

Expresséo Segmento Inicial Cauda do epididimo
Relativa Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV Salina estéril LPS 50ng/ml NS1-ZIKV NS1-DENV
_ _ 20ug/ml 20ug/ml _ _ 20ug/ml 20ug/ml
(mRNA) n=>5 n=9 I I n=5 n=9 = =
n=4 n=5 n=4 n=>5
1,03+ 0,13 1,50 + 0,39 0,93+0,21 0,88 £ 0,14 1,12 + 0,33 1,35+0,2
TIr3 0,82 £ 0,15 1,11 £ 0,22
p = 0,9609 p = 0,1387 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999

Os dados representam a média + SEM de experimentos realizados com amostras do n experimental de camundongos indicados. Valores de p indicam se os
tratamentos séo estatisticamente diferentes do respectivo grupo controle salina estéril (One-way ANOVA seguido de pés-teste Bonferroni, p<0,05).
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Figura Suplementar S14. Expressao relativa do transcrito TIr3 frente a inflamacéo induzida durante 3 h por LPS, NS1-ZIKV e NS1-DENV. Os valores foram
normalizados utilizando o transcrito Hprtl como controle enddgeno e expressos em relacdo a quantidade de mRNA determinada no grupo controle salina

estéril. Os valores foram expressos como média + SEM n= 3-9 / grupo.
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Titulo do Projeto: Investigagdo da resposta inflamatoria disparada pela proteina néo-
estrutural 1 (NS1) do virus da Zika (ZIKV) e da Dengue (DENV) em modelos experimentais

de epididimite murina;
Orientador: Prof. Dr. Erick José Ramo da Silva

ANEXO |

A
ATATAY
unesp - Comissdo de Etica no Uso de Animais
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Instituto de BI'chéncias de Botucatu

UULIO DE MESGUITA FILHO™

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Investigacdo da resposta inflamatdria disparada pela proteina nao-estrutural 1 (N51) do
virus da Zika (ZIKV) e da Dengue (DENV) em modelos experimentais de epididimite murina.”, protocolada sob o CEUA n®
2132170322 1o oan3acl, sob a responsabilidade de Erick José Ramo da Silva e equipe; Alexandre Dorth de Andrade; Isabels
Andrade de Camargo; Hélio Kushima - que envolve a producdo, manutencao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chaordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bern como com as normas editadas pele Conselho
MNacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Universidade Estadual Paulista (IBB/UNESP) na reunido de 25/03/2022.

We certify that the proposal "Evaluation of the inflammatory response triggered by the Zika virus (ZIKV) and Dengue virus (DENV)
non-structural protein 1 (NS1) in murine experimental models of epididymitis.", utilizing 168 Heterogenics mice (168 males), 36
Knockout mice (36 males), protocol number CEUA 2132170322 o oooassl, under the responsibility of Erick José Ramo da Silva
and team; Alexandre Dorth de Andrade; Isabela Andrade de Camargo; Hélio Kushima - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the 580 Paulo State University (IBB/UNESP) in the meeting of 03/25/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2022 a 03/2024 Area: Ciéncias Biomédicas

Origem: CPPA - IBTEC/UNESP

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo:  Machos idade: 90 a 120 dias N: 168
Linhagem: Mus musculus C57bl/6 Peso: 27a3lg

Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie: Camundongos Knockout sexo: Machos idade: 90 a 120 dias N 36
Linhagem: Mus musculus C57bl/6 Peso: 27a 32 ko

Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia da Reproducdo e Andrologia, Departamento de Biofisica e Farmacologia,

IBB/UNESP
Botucatu, 25 de marco de 2022
! ﬂ ! = !E . g
Profa. Dra. Ana Carolina Inhasz Kiss Prof. Assoc. Luis Fernando Barbisan
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais

Universidade Estadual Paulista Universidade Estadual Paulista
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Ministério da Saude

Fundagio Oswalde Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Comiss3o de Etica no Uso de Animais - CEUA/TOC

LICENCA ADITIVA

L-022/2019- A1]

A Comissdo CEUANDC, em atenclio & solicitacdo da pesquisadora ADA MARIA DE BARCELOS
ALVES, responsavel pela licenca (L-022/2019), do protocolo (CEUANOC-029/2018), intitulado
‘Modelos experimentais murinos para estudos com os virus dengue e desenvolvimento de
vacinas®, que atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso clentifico de animais,
inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL),
autoriza o presente adifivo. A referida licenga aditiva ndo exime a observncia das Leis e demais

exigéncias legais na legislagdo nacional.

Esta licenga aditiva altera a validade de 07/0%/2020 para 15/08/2024 e, exclui um membro
do projeto: Amanda de Oliveira Sampaio.

Observacdo: Esta licenca ndo substitui outras licengas necessarias, como Certificado de
Cualidade em Biosseguranca para animais geneticamente modificados, cerificado do
IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 25 de setembro de 2020.

S B vl

Tania Zaverucha do Vale
Matricula SIAPE 1362665

Coordenadora da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundagio Oswaldo Cruz

Fiocnuz-Fundacie Oswaldo Cruz OC-instifsi Oswaldo Cruz Av. Brasil, 4365 - Manguirhos - Rio de Janeir - L) - Brasi
CEP: 21040-380 Tek: (21) 2562-1056
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