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“O que sabemos é uma gota, o
que ignoramos € um oceano”
(Isaac Newton)



Resumo

FAIS, R.S. Papel do NLRP3 na disfuncao erétil em modelo de hipertensdao DOCA,
e sua possivel ativacdo por ET-1. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Introducgao: A disfungéo erétil (DE) é definida como a incapacidade de alcangar ou
manter a erecdo do pénis para um desempenho sexual satisfatorio. A DE esta,
frequentemente, associada a fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares como hipertensdo arterial, e/ou doengas metabdlicas como
dislipidemia e diabetes. A hipertenséao arterial tem se tornado um problema crescente
de saude publica, pois é importante fator de risco para o aparecimento de doencas
cardiovasculares, cerebrovasculares e renais. Além disso, a DE ocorre com o dobro
da frequéncia em pacientes com hipertensdo arterial em relacdo a pacientes
normotensos. Os danos vasculares na hipertensao arterial ocorrem, em parte, devido
ao aumento de mediadores inflamatorios. Similarmente, diversos estudos mostram
gue o aumento da expressédo de mediadores inflamatérios esta intimamente ligado ao
desenvolvimento de DE. A DE é fortemente influenciada pelo aumento da expressao
de endotelina-1 (ET-1) em modelo de hipertensdo DOCA/sal, devido a seus efeitos
contrateis e proé-inflamatérios. O receptor NLRP3 é o membro mais estudado da
familia do inflamassoma, um complexo multiprotéico do sistema imune inato que
desencadeia ativacado de caspase-1 e maturagao de citocinas pro-inflamatodrias, tais
como a interleucina-1 beta (IL-1B8). O aumento da atividade do receptor NLRP3
promove alteragdes vasculares, hipertrofia cardiaca e renal, além de aumento na
pressao arterial. No entanto, ainda € desconhecido se o NLRP3 contribui para a acéo
pré-inflamatéria da ET-1. Hipotese: O NLRP3 medeia efeitos pro-inflamatérios
cronicos da ET-1 no CC de animais DOCA/sal, constituindo-se mecanismo importante
para a génese da DE. Objetivo: Investigar o papel do NLRP3 na liberagao de citocinas
pro-inflamatérias e recrutamento de células do sistema imune, induzido pela ET-1 e
na DE associada ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Métodos: Camundongos
C57BL/6 (WT) e deficientes para NLRP3 (NLRP3”-) foram uninefrectomizados e
receberam um pellet de silicone contendo desoxicorticosterona acetato (DOCA,
2,4mg/Kg/dia) ou vazio por 21 dias. Estes animais WT foram tratados com bosentan
(gavagem 30 mg/Kg/dia) nos ultimos 10 dias. Foi verificada a presséo arterial sistolica
por pletismografia de cauda destes camundongos antes e nos dias 3, 7, 10, 14 e 21
apos a cirurgia. Os niveis de ET-1 foram avaliados no soro, ao passo que os de IL-
18, TNF-a e IL-6 foram dosados no corpo cavernoso (CC). Avaliamos também a
atividade da caspase-1 por meio da sonda fluorescente FLICA. A expressao da
caspase-1, pro-caspase-1, IL-1B e pro-IL-1B8 foi avaliada por Western blotting. A
funcdo erétil foi determinada ao estimular eletricamente o nervo cavernoso nas
frequéncias de 0,2 a 20 Hz. A razdo entre a média do platb da presséao intracavernosa
e a pressao arterial média (PIC/PAM) foi obtida e analisada. A PIC/PAM também foi
realizada em resposta a injegao de ET-1 (0,2492 ug/Kg) no CC de camundongos WT
com administragdo prévia de MCC950 (0,42646 pg/Kg) ou veiculo no CC. A
reatividade do CC foi avaliada pelo relaxamento mediado por estimulo elétrico, para



acetilcolina e nitroprussiato de sodio, ao passo que a contracido foi induzida por
fenilefrina. Avaliamos, por citometria de fluxo, o infiltrado de células do sistema imune
no CC (macréfagos, neutrdfilos, linfocitos Th1 e Th17). A expressao de ICAM-1,
VCAM-1, de CCL2 alpha-actina do musculo liso e deposicdo de colageno foi
determinada. Por ultimo, camundongos WT ou deficientes para RAG-1 (RAG-17)
foram uninefrectomizados e receberam um pellet de silicone contendo DOCA
(2,4mg/Kg/dia) ou vazio por 21 dias. Afim de verificar o efeito da deplecdo de
neutrofilos na fungdo erétil, camundongos WT foram tratados com anticorpo para
deplecéao de neutrdéfilos (BE0075-1, injecao intraperitoneal 200 ug) ou veiculo nos dias
12 e 17 apdbs a cirurgia. Foi medida a pressao arterial sistolica por pletismografia de
cauda destes animais antes, e nos dias 3, 7, 10, 14 e 21 apds a cirurgia. A PIC/PAM
também foi registrada nesse grupo de animais. Resultados: Os camundongos
submetidos ao modelo de hipertensdao DOCA/sal tiveram aumento dos niveis de TNF-
a, atividade da caspase-1, expressao da caspase-1 e IL-1B no CC. O tratamento com
bosentan ou a auséncia do NLRP3 reverteu ou preveniu estas alteragdes. Além disso,
o tratamento com bosentan, a inibicdo farmacolégica do NLRP3 ou a auséncia do
NLRP3 restaurou a fungao erétil (PIC/PAM) e o relaxamento para acetilcolina e para
nitroprussitato de sodio no CC de camundongos DOCA/sal. Houve aumento no
recrutamento de neutrdfilos e linfécitos Th1 para o CC de camundongos DOCA/sal.
No entanto, o tratamento com bosentan ou a auséncia do NLRP3 preveniu esse
aumento. Ainda, o aumento de VCAM-1, ICAM-1 e CCL2 promovido pela hipertensao
DOCA/sal foi prevenido pelo tratamento com bosentan ou a delegdo génica do
NLRP3. Adicionalmente, observamos que o tratamento com bosentan ou a auséncia
do NLRP3 previne o aumento na deposigéo de colageno ou a de musculo liso no CC
dos camundongos DOCA/sal. Por fim, o tratamento com BEO0075-1 restaurou
completamente o aumento na pressao arterial, na expressao da IL-13, PIC/PAM, o
relaxamento para acetilcolina e para nitroprussiato de sédio em camundongos
DOCA/sal. Por outro lado, a delegao génica do RAG-1 preveniu completamente o
aumento na pressao arterial, na expressao da caspase-1, atenuou o prejuizo na
funcao erétil e restaurou o relaxamento para acetilcolina, mas ndo para nitroprussiato
de sodio. Conclusao: O NLRP3 constitui-se um mecanismo importante para a génese
da DE, por meio do aumento na liberagao de citocinas, recrutamento de neutréfilos e
linfécitos Th1, promovidos pela ET-1 no CC.

Palavras-chave: Hipertensdo DOCA/sal; endotelina-1; disfuncao erétil, NLRP3.



Abstract

FAIS, R.S. ENDOTHELIN-1 ROLE IN NLRP3 ACTIVATION IN SMOOTH MUSCLE
TISSUE OF CORPORA CAVERNOSA. Dissertation (Master’s degree) — Ribeirdo
Preto Medical School, University of S&do Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Introduction: Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to achieve or maintain
an erection of the penis for satisfactory sexual performance. ED is often associated
with risk factors for the development of cardiovascular diseases such as arterial
hypertension, and/or metabolic diseases such as dyslipidemia and diabetes. Arterial
hypertension has become a growing public health problem, as it is an important risk
factor for the onset of cardiovascular, cerebrovascular and renal diseases. In addition,
ED occurs twice as often in patients with arterial hypertension as compared to
normotensive patients. Vascular damage in hypertension occurs, in part, due to the
increase in inflammatory mediators. Similarly, several studies show that increased
expression of inflammatory mediators are closely linked to the development of ED. ED
is strongly influenced by increased expression of endothelin-1 (ET-1) in a DOCA/salt
model of hypertension, due to its contractile and pro-inflammatory effects. The NLRP3
receptor is the most studied member of the family of the inflammasome, a multiprotein
complex of the innate immune system that triggers caspase-1 activation and
maturation of pro-inflammatory cytokines, such as interleukin-1 beta (IL-1B). The
increased activity of the NLRP3 receptor promotes vascular alterations, cardiac and
renal hypertrophy, in addition to increased blood pressure. However, it is still unknown
whether NLRP3 contributes to the pro-inflammatory action of ET-1. Hypothesis:
NLRP3 mediates chronic proinflammatory effects of ET-1 on CC of DOCA/salt animals,
constituting an important mechanism for the genesis of ED. Objective: To investigate
the role of NLRP3 in ET-1-induced inflammatory process modulation and ED
associated with the DOCA/salt hypertension model. Methods: C57BL/6 (WT) and
NLRP3 deficient (NLRP37-) mice were uninefrectomized and received a silicone pellet
containing deoxycorticosterone acetate (DOCA, 2.4 mg/Kg/day) or empty for 21 days.
These WT animals were treated with bosentan (gavage 30 mg/Kg/day) in the last 10
days. The mice systolic blood pressure was checked by tail cuff before and on days 3,
7,10, 14 and 21 after surgery. The levels of ET-1 were assessed in the serum, whereas
IL-18, TNF-a and IL-6 were measured in the corpora cavernosa (CC). We also
evaluated caspase-1 activity using the FLICA fluorescent probe. The expression of
caspase-1, pro-caspase-1, IL-18 and pro-IL-18 was evaluated by Western blotting.
Erectile function was determined by electrically stimulating the cavernous nerve at
frequencies from 0.2 to 20 Hz. The ratio between the mean plateau of intracavernous
pressure and mean arterial pressure (ICP/MAP) was obtained and analyzed. ICP/MAP
was also performed in response to ET-1 injection (0.2492 ug/Kg) in the CC of WT mice
with previous administration of MCC950 (0.42646 ug/Kg) or vehicle in the CC. CC
reactivity was assessed by relaxation mediated by electrical stimulus, for acetylcholine
and sodium nitroprusside, while contraction was induced by phenylephrine. We
evaluated, by flow cytometry, the infiltration of immune system cells in the CC



(macrophages, neutrophils, Th1 and Th17 lymphocytes). The expression of ICAM-1,
VCAM-1, of CCL2 smooth muscle alpha-actin and collagen deposition was
determined. Finally, WT or RAG-1 deficient mice (RAG-1"") were uninefrectomized and
received a silicone pellet containing DOCA (2.4 mg/kg/day) or empty for 21 days. In
order to verify the effect of neutrophil depletion on erectile function, WT mice were
treated with antibody for neutrophil depletion (BE0O075-1, 200 pg intraperitoneal
injection) or vehicle on days 12 and 17 after surgery. Mice systolic blood pressure was
measured by tail cuff before, and on days 3, 7, 10, 14 and 21 after surgery. ICP/MAP
was also recorded in this group of animals. Results: DOCA/salt hypertensive mice had
increased levels of TNF-a, of caspase-1 activity, expression of caspase-1 and IL-1(3 in
CC. Bosentan treatment or the absence of NLRP3 reversed or prevented these
changes. In addition, bosentan treatment, pharmacological inhibition of NLRP3 or the
absence of NLRP3 restored erectile function (ICP/MAP), relaxation for acetylcholine
and sodium nitroprussitate in the DOCA / salt mice. There was an increase in the
recruitment of neutrophils and Th1 lymphocytes to the DOCA/salt mice CC. However,
treatment with bosentan or the absence of NLRP3 prevented this increase. In addition,
the increment in VCAM-1, ICAM-1 and CCL2 promoted by DOCA/salt hypertension
was prevented by treatment with bosentan or the NLRP3 gene deletion. Additionally,
we observed that treatment with bosentan or the absence of NLRP3 prevents the in
collagen or smooth muscle deposition increment in the DOCA/salt mice. Finally,
treatment with BEOO75-1 completely restored the increase in blood pressure, IL-13
expression, ICP/MAP, the relaxation for acetylcholine and for sodium nitroprusside in
DOCA/salt mice. On the other hand, the RAG-1 gene deletion completely prevented
the increase in blood pressure, caspase-1 expression, attenuated the impairment in
erectile function and restored relaxation to acetylcholine, but not to sodium
nitroprusside. Conclusion: NLRP3 is an important mechanism for the genesis of ED,
through increased cytokine release, recruitment of neutrophils and Th1 lymphocytes,
promoted by ET-1 in CC.

Keywords: DOCA/salt hypertension; endothelin-1; erectile dysfunction, NLRP3.
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1. Introducgao
1.1. Hipertensao arterial

A hipertensao arterial € considerada um crescente problema de saude publica,
particularmente em paises em desenvolvimento. Estima-se que ha uma prevaléncia
de 37% de hipertensao arterial em paises em desenvolvimento. Enquanto, que em
paises desenvolvidos ha 23% (Kearney et al., 2005). Este quadro esta intimamente
relacionado com a piora na qualidade de vida e morte de milhdes de pessoas no
mundo. A incidéncia da hipertensdo arterial vem avancando em larga escala nas
ultimas décadas, e consequentemente, o numero de mortes associadas aumentou de
1990 até 2010 (Lim et al., 2012).

Projecbes indicam que até 2025, 75% de todas as pessoas com elevada
pressao arterial no mundo (1.17 bilhdo) estardo vivendo em paises emergentes
(Kearney et al., 2005). Além disso, a hipertensao arterial prevalece em cerca de 30 a
45% em adultos (acima de 18 anos), e esta condicdo é agravada com o
envelhecimento (Lewington et al., 2002). Isto ocorre devido a alteragdes funcionais,
como redugao na distensibilidade dos vasos sanguineos, desregulacdo autondémica,
disfuncdo renal progressiva, entre outras. Estes fatores podem elevar a presséo
arterial e também elevar a demanda de oxigénio pelo coragcado (Lewington et al., 2002;
Aronow et al., 2011).

A hipertensdo arterial € um enorme fator de risco para o desenvolvimento de
outras doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e renais, contribuindo assim
para maior morbidade e mortalidade destas doengas no mundo (Messerli et al., 2007).
Além disso, ja foi demonstrado que a hipertensao arterial esta vinculada com a
génese e progressao da insuficiéncia cardiaca, doenga renal crénica e disfungao erétil
(DE) (Lewington et al., 2002; Messerli et al., 2007; Aronow et al., 2011).

1.1.1. Definigao da Hipertensao arterial

E definido como pré-hipertensdo uma condigdo caracterizada por pressao
arterial (PA) sistolica entre 121 e 139 e/ou PA diastdlica entre 81 e 89 mmHg
(Malachias et al., 2016).

A hipertensao arterial, segundo as diretrizes da sociedade brasileira de
cardiologia, é caracterizada por elevagao sustentada dos niveis pressoricos sistélicos

= 140 e/ou diastodlicos = 90 mmHg. Frequentemente, a hipertensao arterial se associa
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a disturbios metabdlicos, alteragdes funcionais e/ou estruturais de 6rgaos-alvo, sendo
agravada pela presenca de outros fatores de risco, como dislipidemia, obesidade
abdominal, intolerancia a glicose e diabetes mellitus (DM). Além disso, a hipertens&o
arterial mantém associagédo independente com eventos como morte subita, acidente
vascular encefalico (AVE), infarto agudo do miocardio (IAM), insuficiéncia cardiaca
(IC), doenca arterial periférica e doencga renal crénica (DRC), fatal e nao-fatal
(Malachias et al., 2016).

1.1.2. Hipertensdao DOCA/sal

O modelo DOCA/sal foi utilizado pela primeira vez para estudar a hipertensao
em 1970. Neste modelo, o acetato de desoxicorticosterona (DOCA) é administrado no
animal. A administragdo de DOCA altera o equilibrio hidroeletrolitico, alterando as
taxas de absorgao de agua e sodio pelos rins, o que resulta em expansao de volume
sanguineo (Anderson et al., 1988; Zicha et al., 1989). Adicionalmente, neste modelo
ha retirada de um dos rins do animal e também utiliza-se de dieta rica em sddio. Desta
forma, os animais recebem de 0,6 a 1% de cloreto de sodio (NaCl), afim de elevar a
presséao arterial, e 0,2 % de cloreto de potassio (KCIl) na agua de beber (Zicha et al.,
1989; Grobe et al., 2011; Xia et al., 2013).

A sensibilidade ao sal tem um papel crucial no desenvolvimento da hipertensao
essencial. Estd presente em 26% de normotensos e 51% de hipertensos na
populagdo. Portanto, a sensibilidade ao sal constitui-se um fator crucial para o
desenvolvimento da hipertensdo (Weinberger et al., 1986). Interessantemente, a
renina, uma enzima responsavel por converter angiotensinogénio em angiotensina |,
sofre redugao na hipertensao arterial em humanos (Poch et al., 2001). Este fenbmeno
€ importante no modelo de hipertensdo DOCA/sal em animais, pois indica que o
modelo ndo somente incorporou a dieta rica em sdédio, mas também resultou em
hipertensdo associada a baixa de renina, fato similar ao observado na populacao
(Funder e New, 2008).

A combinac¢do da administragao de DOCA, uninefrectomizagdo e aumento no
consumo de sal resulta em elevagao crbénica da presséo arterial em estagios distintos.
O modelo de hipertensdo DOCA/sal possui majoritariamente 2 fases distintas,
caracterizadas pelo aumento inicial na pressao arterial nos primeiros dias até atingir
um platé. Em seguida, os animais passam a apresentar a pressao arterial elevada e

sustentada por semanas (Abrams et al., 2010).



30

Além disso, a hipertensao arterial esta frequentemente associada a génese ou
progressao da DE (Muller e Mulhall, 2006; Shabsigh et al., 2008; Chang et al., 2011).
Ha uma alta prevaléncia da DE em individuos hipertensos e o tratamento com anti-
hipertensivos também contribui com a DE (Keene e Davies, 1999). Além disso, o
modelo de hipertensdo DOCA/sal esta intimamente relacionado com a génese da DE,
caracterizada pela reducéo na relacao entre pressao intracavernosa e pressao arterial
média (PIC/PAM) em ratos (Chitaley, Webb, et al., 2001). Ademais, a hipertensdo e a
DE no modelo DOCA/sal parecem estar intimamente relacionadas ao aumento da
expressao de endotelina-1 (ET-1) (Carneiro, Nunes, et al., 2008) e marcadores pro-

inflamatdrios (Krishnan et al., 2016; Krishnan et al., 2019).
1.2. A eregao

A eregdo € um evento neurovascular, sujeito a modificagdes pelo sistema
nervoso central e fatores enddcrinos. A experiéncia sexual satisfatéria € percebida
pela mente, sendo subjetiva e modificada através de processos conscientes e
inconscientes. As percep¢cbes do homem de suas necessidades de parceria e
expectativas também tém influéncia. Assim, a eregcdo é essencialmente um reflexo
espinhal que pode ser iniciado por recrutamento de impulsos aferentes do pénis, mas
também por estimulos visuais, olfativos e imaginarios como resultado final de uma

integracéo complexa de sinais (Cirino et al., 2006).
1.2.1. Anatomia peniana

O pénis € composto por trés estruturas cilindricas, dois corpos cavernosos,
envolvidos pela tunica albuginea, e o corpo esponjoso disposto ventralmente (Figura
1). Os corpos cavernosos sao envolvidos pela fascia de Buck, a qual contém a veia

dorsal profunda e muitos nervos sensoriais (Eardley e Sethia, 2003).
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Figura 1. Estrutura anatomica do pénis. As estruturas principais sao representadas pela base, corpo e

glande. Figura adaptada (Eardley e Sethia, 2003)

O influxo sanguineo ao corpo cavernoso (CC) é provido, principalmente, pelas
artérias cavernosas, via artéria pudenda interna (figura 2A). Os ramos das artérias
cavernosas formam as artérias helicoidais, as quais se abrem diretamente para os
espagos cavernosos, que contém uma rede de comunicagdo com o plexo venoso
subtunico. Estas, por sua vez, formam as veias de maior calibre que, por fim, sao
drenadas pelas veias dorsal profunda, cavernosas e crurais (Ritchie e Sullivan, 2011)
(figura 2B).
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Figura 2. Irrigacao arterial (A) e retorno venoso (B) do pénis. Figura adaptada (Eardley e Sethia, 2003)

Os vasos sanguineos e o musculo liso do CC (MLCC) recebem inervagdes que
se originam de neurénios da medula espinhal e dos ganglios periféricos, as inervagdes
simpaticas e parassimpaticas se fundem para formar o nervo cavernoso, o qual
penetra nos corpos cavernosos € esponjosos para promover os eventos neuro-

vasculares durante a eregdo e detumescéncia. Os nervos somaticos sao
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primariamente responsaveis pelas sensacdes e pela contragdo dos musculos

bulbocavernoso e isquiocavernoso (Dean e Lue, 2005) (figura 3).

A via simpatica, constituida principalmente por nervos adrenérgicos (Ritchie e
Sullivan, 2011), origina-se a partir do 11° segmento toracico e do 2° lombar, passa
através do ramo ventral do nervo espinhal (ramo branco) para a cadeia ganglionar
simpatica. Algumas fibras trafegam através dos nervos esplénicos para os plexos
hipogastrico superior e mesentérico inferior, através do nervo hipogastrico, em dire¢cao
ao plexo pélvico. Em humanos, os segmentos toracicos de 10 ao 12, frequentemente,
dao origem as fibras simpaticas e a cadeia de células ganglionares que se projetam
para o pénis estao localizadas nos ganglios sacral e caudal (Dean e Lue, 2005) (figura
3).

A via parassimpatica, mediada principalmente por nervos colinérgicos e nao-
adrenérgicos nao-colinérgicos (NANC) (Ritchie e Sullivan, 2011), origina-se de
neurdnios da coluna intermediolateral de células do 2°, 3° e 4° segmentos sacrais. As
fibras pré-ganglionares passam pelos nervos pélvicos para o plexo pélvico, juntam-se
as fibras simpaticas vindas do plexo hipogastrico para formar os nervos cavernosos.
A estimulacdo do plexo pélvico e do nervo cavernoso induz erecdo, enquanto a

estimulacao do tronco simpatico causa detumescéncia (Dean e Lue, 2005) (figura 3).
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Figura 3. Inervacao do pénis. Figura adaptada (Brackett et al., 2010)

1.2.2. Fisiologia da ereg¢ao

A erecao peniana é determinada por mudangas de pressao nos sinusoéides do
CC. A vasculatura do tecido erétil difere de varios leitos vasculares por ser composta
de arteriolas e espacos sinusoides preenchidos por sangue, onde ambos s&o
delineados por células de musculo liso e endoteliais. Durante o estimulo sexual ou
tumescéncia relacionada ao sono, a liberagdo de oxido nitrico (NO),
predominantemente, pela ativagao da sintase de NO neuronal (nNOS), presente em
terminagdes nervosas NANC, e da sintase de NO endotelial (eNOS), nas células
endoteliais locais, estimula o relaxamento das células de musculo liso dos vasos e do
CC (Dail et al., 1995; Leite et al., 2007; Priviero et al., 2007).

A dilatagao das arteriolas e dos sinuséides do CC resulta em aumento do fluxo
sanguineo, impulsionado pela forga da pressao arterial, e subsequente elevagéo da
pressdo intracavernosa. A resposta erétil segue como consequéncia da pressao
intracavernosa elevada que provoca expansao da tunica albuginea externa, o que
resulta em aumento do comprimento e didmetro do pénis, caracteristicos da erecéo

(figura 4).
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Na auséncia de estimulo sexual, a contracdo da vasculatura e do CC mantém
o pénis no estado flacido. A contragdo do CC é principalmente determinada em
resposta a noradrenalina (NA), liberada de terminais nervosos simpaticos, e a ET-1.
Essa contragdo estreita o lumen arteriolar e as cavidades sinusoidais e restringe o
fluxo sanguineo para manter uma baixa pressdo intracavernosa e,
consequentemente, o pénis no estado flacido (Dail et al., 1995; Leite et al., 2007;
Priviero et al., 2007) (figura 4).
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Figura 4. Estrutura anatomica do corpo cavernoso. Anatomia da secgdo transversal do pénis humano no
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estado flacido e ereto. O diagrama aproximado mostra como as células endoteliais alinham-se nos espagos
cavernosos, que por sua vez sao cercados por uma rede de musculo liso. Figura adaptada (Ritchie e Sullivan,
2011).

1.2.3. Bases moleculares envolvidas no controle periférico da ere¢ao

A erecao depende, principalmente, do NO liberado dos terminais nervosos
parassimpaticos ou do endotélio, que se difunde para o musculo liso vascular ou
trabecular. Uma vez no musculo liso, o NO estimula a enzima guanilato ciclase a
aumentar os niveis intracelulares de monofosfato ciclico de guanosina (cyclic
guanosine monophosphate — cGMP), o qual leva a ativagado da proteina cinase G
dependente de cGMP (cGMP-dependent protein kinase G — PKG) (Andersson e
Wagner, 1995; Saenz De Tejada et al., 2004). A PKG estimulada pelo cGMP reduz a
concentragéo de célcio (Ca?*) intracelular e/ou a sensibilidade de proteinas contrateis

ao Ca?*, o que leva ao relaxamento do musculo liso. Além disso, a PKG reduz os
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niveis intracelulares de Ca?* através da fosforilagdo de canais i6nicos, que diminui o

influxo ou inibe a liberagédo de Ca?* intracelular (Schlossmann et al., 2003).

A ativagdo de canais para potassio (K*) é um poderoso mecanismo de

hiperpolarizagdo do musculo liso vascular que leva ao relaxamento. Assim como o
cGMP, o monofosfato ciclico de adenosina (cyclic adenosine monophosphate —

cAMP) modula a atividade dos canais para K* que levam a vasodilatagédo
(Schlossmann et al., 2003). Canais para potassio ativados por calcio (Kca) sao
ativados por Ca?* intracelular, e sdo responsaveis pela manutencgao do ténus basal no
CC (Simonsen et al., 2002; Prieto et al., 2006).

As fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (Cyclic nucleotide
phosphodiesterases - PDEs) formam uma superfamilia de enzimas hidroliticas que
degradam cGMP e cAMP e eliminam assim suas agbes biologicas. A PDE5 é a
principal enzima catalitica do cGMP no MLCC (Moreland et al., 2001; Seftel, 2005).

A fase de detumescéncia depende, principalmente, da elevacdo dos niveis
intracelulares de Ca?*, considerado como classico acionador da contragédo do musculo
liso, promove a ativagdo da cinase de cadeia leve de miosina (myosin light-chain
kinase — MLCK) que leva a fosforilagdo da cadeia leve de miosina (myosin light-chain
— MLC). Entretanto, este mecanismo ndo € o unico responsavel pela contragdo do
musculo liso, existem diversas cinases, como proteina cinase C (protein kinase C —
PKC), tirosina cinase (tyrosine kinase — TKs) e Rho cinase (Rho kinase — RhoK) (47).
RhoA é um membro da superfamilia Ras, de pequenas proteinas ligadas ao trifosfato
de guanosina (guanosine 5-triphosphate — GTP), e RhoK é uma cinase que ¢é ativada
por RhoA através da fosforilagdo de seus residuos de serina/treonina (Somlyo e
Somlyo, 2000).

A atividade da RhoA/RhoK possui uma grande importéncia na regulagdo da
contratilidade do CC e manutencéo do estado flacido do pénis (Chitaley, Wingard, et
al., 2001). Pois, a inibigdo MLC, por mecanismos independentes de Ca?*, resulta na
manutengao da fosforilagdo da MLC (Somlyo e Somlyo, 2000). A ligagdo de agonistas
contrateis a receptores acoplados a proteina G, frequentemente, estimula ambos os
mecanismos, a entrada e a mobilizacdo das reservas intracelulares de Ca?*
(Mcfadzean e Gibson, 2002; Berridge et al., 2003).
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1.2.4. Disfunc¢ao Erétil

A DE é definida como a incapacidade de alcancar ou manter a ere¢ao peniana
por tempo suficiente para um desempenho sexual satisfatorio (NIH Consensus
Conference. Impotence. NIH Consensus Development Panel on Impotence, 1993). E
considerada uma desordem comum, que afeta 52% dos homens com idade entre 40
e 70 anos (Feldman et al., 1994). Além disso, a DE é um fator agravante para reducéo
da qualidade de vida e morbidade psicossocial para homens sexualmente ativos. A
DE afeta mais de 30 milhdes de individuos nos EUA (Lue, 2000), tornando-se assim
um problema de saude publica. A prevaléncia da DE é muito alta, com previsao de
aumentar consideravelmente nos proximos 10 anos, podendo afetar mais de 300

milhdes de homens em todo mundo até 2025 (Ayta et al., 1999).

A DE possui uma prevaléncia de cerca de 20 a 30% da populagédo geral na
sociedade ocidental, atinge mais de 50% dos pacientes com alto risco de eventos
cardiovasculares. Isso indica que ha uma forte associacdo entre fatores de risco
cardiovasculares, especialmente hipertensao arterial, dislipidemia e DM (Esposito et
al., 2004). Uma possivel explicagdo para tal fato seria que a vasculatura e o pénis
apresentam mecanismos hemodinamicos comuns (Shabsigh et al., 2005). A maioria
dos pacientes com DE apresentam pelo menos um fator de risco para desenvolver
DCV. Portanto, a DE pode ser um importante preditor para doengas vasculares
sistémicas (Shabsigh et al., 2004; Gandaglia et al., 2014).

A génese da DE pode ser classificada como de origem psicossocial,
neuroldgica, hormonal, por doengas vasculares ou pela combinagao destes fatores
(Lue, 2000). Doengas vasculares do pénis sdo as causas mais comuns de DE e
podem envolver diversos mecanismos fisiopatolégicos, como: a disfungdo endotelial,
o prejuizo no influxo arterial, a diminuigdo no relaxamento ou aumento da contragéo
do MLCC, isquemia crbnica induzida pelo aumento da contragdo do MLCC, fibrose,

disfungao veno-oclusiva ou hipoxemia crénica (Kirby et al., 2001; Gratzke et al., 2010).

Blans et al. (2006) demonstraram que o aumento da proteina C reativa esta
frequentemente associado a DE em pacientes com diabetes, comprovando assim que
o processo inflamatdrio possui um papel importante na DE. Adicionalmente, Carneiro
et al. (2009) mostraram que o fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor —
TNF-a) exerce um papel em detrimento da eregéo. Posteriormente, constatou-se que

existe uma correlagdo entre a DE e niveis subclinicos de mediadores inflamatorios
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(Arana Rosainz Mde et al., 2011). Ademais, O aumento do processo inflamatdrio
crénico, envolvendo receptores do tipo toll, que pertencem ao sistema imune inato,
esta fortemente envolvido com o surgimento da DE (Stallmann-Jorgensen et al.,
2015).

1.3. Endotelina-1
1.3.1. Historia

Antes da década de 80 acreditava-se que o endotélio vascular (EV) era
meramente uma barreira fisica passiva, entre o sangue e os tecidos. Entretanto, nas
ultimas décadas muito foi descoberto sobre o seu papel como modulador da funcéo
vascular (Hickey et al., 1985). O EV regula a fungéo vascular através da produgéo e
liberagdo de diversos fatores vasoativos que atuam diretamente nas células

endoteliais, ou de forma autdcrina ou paracrina em outras células vasculares.

Este conceito surgiu apds a descoberta do fator relaxante derivado do endotélio
(endothelium-derived relaxing factor — EDRF) por Furchgott e Zawadzki (1980). Com
a descoberta deste fator relaxante deu-se inicio a um aumento na pesquisa mundial
relacionada a fung¢ao do endotélio, o que levou a caracterizacdo do EDRF na década
de 80 (Fleming e Busse, 1999). Hickey et al. (1985) encontraram um fator contratil
derivado do endotélio (endothelium-derived contracting factor — EDCF).
Subsequentemente, Yanagisawa et al. (1988) iniciaram seu trabalho na purificagdo do
EDCF. Em 1988, este fator foi purificado com sucesso e identificado como um novo
peptideo, recebendo o nome de endotelina (ET).

A ET foi originalmente isolada e identificada no meio de cultura de células
endoteliais de suinos. E um potente peptideo vasoconstritor que compreende 21
residuos de aminoacidos. A descoberta da ET estimulou o interesse mundial, devido
ao seu efeito vasoconstritor potente e sustentado em leitos vasculares isolados, além
do efeito vasopressor sustentado. Logo apds a sua descoberta, a analise do gene que
a codificava revelou a existéncia de dois outros genes que codificavam peptideos
similares a ET. As sequéncias de aminoacidos mostraram-se muito similares aos
encontrados na ET, sendo estas trés isoformas endégenas nomeadas como ET-1, ET-
2 e ET-3 (figura 5) (Inoue et al., 1989).
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Figura 5: Estrutura dos 3 isopeptideos da ET (A) e efeito da ET-1 na pressao arterial (B). Figura adaptada
(MASAKI, 2004).

1.3.2. Sintese da ET-1

Como dito anteriormente, a ET-1 € o principal membro da familia das ETs, é
um peptideo constituido de 21 aminoacidos com uma porg¢ao C-terminal hidrofébica e
2 pontes de cisteina na porgao N-terminal. A ET-2 e ET-3 diferem respectivamente
por 2 e 6 aminoacidos (Yanagisawa e Masaki, 1989). A ET-1 é produzida por células
endoteliais e de musculo liso vascular, células epiteliais das vias aéreas, macrofagos,
fibroblastos, cardiomidcitos, neurbénios cerebrais, e ilhotas pancreaticas (Ortmann et
al., 2005).

Os precursores da ET-1 sdo processados por duas proteases para chegar a
sua forma ativa madura. As pré-pro-endotelinas sao peptideos constituidos de 212
residuos de aminoacidos, sao clivados em seus sitios dibasicos por endoproteases
do tipo furinas para formar seus intermediarios biologicamente inativos, peptideos com
37 ou 41 aminoacidos chamados de big-endotelinas ou pro-endotelinas. O processo
de maturacédo da ET-1 é promovido principalmente por enzimas conversoras de ET,
que sao membros de uma familia de metaloproteases de zinco ligadas a membrana,

da familia das neprisilinas (Kedzierski e Yanagisawa, 2001).

Existem duas vias principais de secrecdo da ET. Uma via envolve a secregao
em granulos secretores, também conhecidos como corpos de Weibel-Palade, que
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servem como armazenamento para ET-1. Uma vez que as células endoteliais sao
ativadas, os corpos de Weibel-Palade se realocam e se fundem com a membrana
plasmatica, assim seu conteudo € liberado por exocitose (Van Mourik et al., 2002).
Este processo é tipicamente ativado por hipotermia, estresse mecanico e através da
acao de agonistas como a histamina e a trombina (Macarthur et al., 1994; Yoshitomi
et al., 1998).

A segunda via é constitutiva e ocorre na maioria das células produtoras de ET.
Esta via promove uma maior liberacdo de ET-1 do que através de grénulos
secretorios. No entanto, muitas células produtoras de ET-1, como algumas células
endoteliais sdo deficientes desta via. Portanto, a regulagao dos niveis de ET-1 nestas
células ocorre pela sintese, particularmente na transcricdo. Em contrapartida, a via
constitutiva parece ser a mais importante para a manutencdo do tonus vascular

(Russell e Davenport, 1999).

A ET-1 sintetizada por células endoteliais € liberada através do lado basolateral,
atua diretamente nas células de musculo liso vascular (CMLV). Portanto, os niveis de
ET-1 sdo comumente maiores em tecidos do que no plasma, e mudangas do nivel de
ET-1 no plasma em resposta a diversos estimulos € muito lenta. Os niveis plasmaticos
de ET-1 variam entre 1 e 10 pmol/L. Interessantemente, niveis plasmaticos abaixo de
1 pmol/L podem promover vasoconstricdo (Haynes e Webb, 1994). Dessa forma, os

niveis circulantes da ET-1 provavelmente nao refletem seu efeito fisiologico.

A ET-1 tem uma meia-vida curta no sangue, sendo rapidamente absorvida na
vasculatura pulmonar. A secrecao de ET-1 acima dos niveis basais leva em torno de
duas a cinco horas (Haynes e Webb, 1998), devido ao mecanismo pelo qual a ET-1 é
sintetizada e liberada. Portanto, a ET-1 € considerada um peptideo com acdes

primariamente autdcrinas ou paracrinas ao invés de enddcrinas (Wagner et al., 1992).

A sintese e liberacdo da ET-1 da-se principalmente em funcdo do fluxo
sanguineo. Os chamados “receptores para o estresse de cisalhamento” em células
endoteliais sdo ativados em resposta a vasoconstricdo como resultado da diminui¢cao
do fluxo sanguineo, aumentam assim a produgado e liberacdo de NO e reduz a
producao de ET-1. O estresse de cisalhamento e o estiramento sdo responsaveis,
respectivamente, por diminuir e aumentar o RNA mensageiro para pré-pro-ET-1 em

células endoteliais (Malek et al., 1999).
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A producéao de ET-1 é regulada também por diversos outros fatores, que podem
incluir citocinas, como o fator de crescimento transformador beta (transforming growth
factor-beta — TGF-3), TNF-q, interleucinas (IL), insulina, NA, angiotensina Il e trombina
(Yanagisawa et al., 1988; Emori et al.,, 1992). O NO, a prostaciclina e o peptideo
natriurético sao responsaveis por reduzir a producao de ET-1 em células endoteliais
(Prins et al., 1994; Redmond et al., 1996).

1.3.3. Receptores para ET-1

Existem dois receptores para ET-1, denominados ETa e ETs. Estes receptores
possuem 7 dominios transmembrana e sdo acoplados a proteina G. Estes receptores
medeiam os efeitos que a ET-1 exerce em fungbes como a diurese (Kohan e Barton,
2014).

A afinidade da ET-1 e ET-2 pelo receptor ETa encontra-se em concentragdes
picomolares, ao passo que da ET-3 € 100 vezes menor (Kedzierski e Yanagisawa,
2001), 2001). O efeito da ET-1 sobre o ETa é vasoconstritor e promotor de

crescimento.

Os trés peptideos da ET possuem afinidade em concentragdes picomolares
para o receptor ETs. O efeito da ET-1 sobre o ETs € inibir o crescimento celular,
vasoconstricdo no sistema vascular e também funcbdes de eliminacao, inibindo o
acumulo de ET-1 no tecido (Luscher e Barton, 2000; Kedzierski e Yanagisawa, 2001).
Este mecanismo de depuragao tem extrema importancia nos pulmdes, pois eliminam
cerca de 80% da ET-1 circulante (Luscher e Barton, 2000).

1.3.4. Mecanismo de agao da ET-1

A sinalizacdo da ET-1 pode ocorrer através da ativacao de receptores ETa e
ETs. Classicamente, apds ativar o receptor ETa, este estimula a fosfolipase C
(phospholipase C — PLC), leva a formagao de trifosfato de inositol (inositol
triphosphate — 1P3) e diacilglicerol (DAG) a partir de fosfoinositol 4,5 bifosfato
(phosphoinositol 4,5 bisphosphate — PIP2). O IP3 entdo se difunde para os seus
respectivos receptores no reticulo sarcoplasmatico e promove a liberacdo das
reservas de Ca?* para o citosol, promovendo um rapido aumento na concentragéo
intracelular de Ca?*, que por sua vez, leva a contracdo do musculo liso vascular
(Simonson e Dunn, 1990). O efeito vasoconstritor da ET-1 permanece mesmo apds a

dissociacdo da ET-1 do receptor, podendo ser devido aos niveis de Ca?
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permanecerem elevados no citosol (Chester et al., 1989), ou devido a via de

sinalizacao da ET-1 permanecer ativa por longos periodos (Clarke et al., 1989).

Na via de sinalizagdo nido-classica, a ET-1 estimula uma fosfolipase especifica
para fosfatidil colina (phosphatidyl choline-specific phospholipase D — PC-PLD) e
fosfolipase especifica para fosfatidil inositol (phosphatidyl inositol specific
phospholipase C — PI-PLC), ambas ligadas ao receptor ETa (Clerk e Sugden, 1997).
Adicionalmente, a ET-1 estimula a producédo de acido araquidbnico e liberagcao de
prostaglandinas (Suzuki et al., 1992), através da ativagao da fosfolipase A2 e aumento
dos niveis intracelulares de Ca?* . A ET-1 também estimula proteinas tirosina cinases
(protein tyrosine kinase — PTK) como FAK e RAS (Nelson et al., 2003), ativam assim
a via RAF/MEK/MAPK, e subsequentemente estimulam a transcricdo de
protooncogenes, como c-FOS, c-MYC e c-JUN, promovendo assim crescimento

celular e metastase.

A ET-1 promove a contragdo do musculo liso vascular também através de vias
que ndo dependem do aumento das concentracgdes intracelulares de Ca?*, através da
estimulacdo de RhoK (Maekawa et al., 1999), Raf-1 (Borman et al., 2002) e cinase

ligada a integrina (Muranyi et al., 2002).

A ET-1 também estimula a producdo de NO em células endoteliais, via ativacao
de receptores ETs. Este mecanismo ocorre devido aos receptores ETs ativarem
PI3K/Akt, que por sua vez estimulam a fosforilagdo da eNOS (Herrera et al., 2009).
Interessantemente, o NO inibe a transcricdo da pré-pr6-ET-1 (Alonso e Radomski,
2003).

1.3.5. Papel da ET-1 na disfungao erétil

A ET-1 possui grande importancia na manutengao do ténus vascular e também
desempenha diferentes papéis na fungao erétil, como na manutencdo do ténus do
MLCC (Andersson e Wagner, 1995; Andersson, 2001; Ritchie e Sullivan, 2011), e isto
é crucial na manutencdo do estado flacido do pénis. E capaz de promover uma
contragao potente e sustentada em diferentes tecidos musculares lisos do pénis, como
no CC, artéria cavernosa, veia dorsal profunda e veias circunflexas (Andersson e
Wagner, 1995; Ritchie e Sullivan, 2011).

A ET-1 também modula o efeito contratil de diferentes agonistas, como a NA

(Mumtaz et al., 2006). Este mecanismo deve-se em grande parte pela agcdo do
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receptor ETa, através do aumento da atividade da enzima RhoA (Wingard et al., 2003).
O papel dos receptores ETs no CC ainda nao esta bem estabelecido, podendo induzir
reducdo no tébnus do CC mediado por NO (Ari et al., 1996; Parkkisenniemi e Klinge,
1996). Este € um mecanismo regulatorio, e é ativado para reduzir o efeito contratil da
ET-1 em situagdes patoldgicas, como na hipdxia, protegendo assim as estruturas do
CC (Filippi et al., 1999).

Diversos estudos mostram que o aumento de ET-1 possui um papel
fisiopatoldgico em varias doengas e esta frequentemente associado a DE (Ritchie e
Sullivan, 2011), como na DM (Francavilla et al., 1997), consumo de drogas de adig¢éo,
como a cocaina (Kendirci et al., 2007) ou na hipertensdo arterial. A ET-1 esta
envolvida diretamente no prejuizo da fungao renal e no remodelamento cardiaco em

ratos espontaneamente hipertensos (Karam et al., 1996).

O endotélio e as CMLCC sao capazes de sintetizar a ET-1. Além disso, a
expressao da ET-1 pode ser aumentada mediante ao estimulo por TGF-1, IL-183, a

préopria ET-1 e hipoxia prolongada (Granchi et al., 2002).

Ambos os receptores para ET-1, ETa e ETs sdo expressos no CMLCC
(Carneiro, Giachini, et al., 2008). A ET-1 induz vasoconstricdo no CC através de
receptores ETa e subsequente ativagdo de vias dependentes de Ca?*, IP3, e
independentes de Ca?*, Rho/RhoK, (Wingard et al., 2003). Por outro lado, a ativagéo
de receptores ETs induz vasodilatagdo, aumentando a producdo de NO em células
endoteliais (Ari et al., 1996).

Como ja foi mencionado, a ET-1 mostra-se essencial na patogénese de
algumas formas de hipertensao arterial. Além disso, camundongos com hipertenséo
mineralocorticoide apresentam resposta aumentada na reatividade no CC e aumento
na expressédo da ET-1 (Carneiro, Giachini, et al., 2008). Esse aumento na pressao
arterial e reducao na fungao erétil deve-se a ET-1 estimular receptores ETa (Carneiro,
Nunes, et al., 2008).

A ET-1 induz aumento na geragdo de espécies reativas de oxigénio (reactive
oxygen species — ROS), principalmente por meio da ativagéo da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato [nicotinamide adenine dinucleotide phosphate — NAD(P)H]
oxidase via ETa e, assim, reduz a biodisponibilidade de NO (Sanchez et al., 2014).

Ademais, ROS ¢é produzido durante a hipertensdo e também é capaz estimular a
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producao de ET-1 (Hughes et al., 1996), criando assim um ciclo que leva ao aumento
na constricdo do CC. Os receptores ETs exercem fungédo importante na patogénese
da DE, pois contribui para o aumento na geragcdo de ROS e disfungédo endotelial em
artérias penianas de ratos que apresentam resisténcia a insulina e obesidade
(Sanchez et al., 2014).

Destaca-se que a ET-1 estimula ndo somente a vasoconstricdo no CC, como
também na artéria pudenda interna, que € a principal artéria fornecedora de sangue
para o CC (Allahdadi et al., 2010). Também foi demonstrado que o CC, de ratos
hipertensos DOCA/sal, possui resposta contratil aumentada para ET-1 e para outros
agonistas contrateis quando comparada com ratos normotensos (Carneiro, Giachini,
et al., 2008; Carneiro, Nunes, et al., 2008).

O consumo abusivo de etanol aumenta a concentragc&o plasmatica e a poténcia
da contracdo induzida pela ET-1, e também uma maior expressao de receptores ETa
no MLCC (Leite et al., 2007). Este efeito pode ser devido ao aumento na produgao de
anion superoxido (O27), ROS e da catalase, além da redug&o da superoxido dismutase
(SOD) e peroxido de hidrogénio (H20:2), que estdo envolvidos na patogénese da DE,

seguida do consumo crénico de etanol (Muniz et al., 2015).
1.3.6. Papel da ET-1 na modulagao da inflamagao cronica

Além da sua funcdo tipica como constritor, a ET-1 modula o processo
inflamatdrio no leito vascular, através da ativagao de fatores de transcricdo, como o
fator nuclear-kB (nuclear factor-kB — NF-kB) e a proteina ativadora-1 (activator protein-
1 - AP-1), e eleva os niveis de TNF-aq, IL-1 e IL-6 (Yeager et al., 2012). Estes fatores
de transcri¢ao e citocinas proé-inflamatérias, por sua vez, estimulam a producao de ET-
1, isto cria um ciclo vicioso que leva ao aumento do processo inflamatério (Virdis e
Schiffrin, 2003). A ET-1 exacerba a geragdo de ROS, que contribui para o processo
inflamatorio, em diferentes tipos de células, via ativagdo de NF-kB, ciclooxigenase
(COX) e NAD(P)H oxidase (Piechota e Goraca, 2011; Donate et al., 2012; Kleniewska
et al., 2013).

A ET-1 incrementa a sintese de TNF-a que estimula a quimiotaxia e fagocitose
em macrofagos e neutrofilos (Bellisai et al., 2011). Diversos estudos mostram que a
ET-1 aumenta os niveis de TNF-a através de ETa (Ozdemir et al., 2006; Ford et al.,

2008; Chen et al., 2010). O papel dos receptores ETs ainda é controverso, pois 0 uso
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de BQ788, antagonista de ETs, reduz a expressdao de TNF-a quando aplicado em
pacientes com lesdo no nervo optico (Tonari et al., 2012). Entretanto, Piechota-
Polanczyk et al. (2012), ndo encontraram alteragdes nas concentragbes de TNF-a,

apods a aplicacao de BQ788, no coracio de ratos.

A ET-1 aumenta a expressao de moléculas de adesao em células endoteliais
(Li, Chu, et al., 2003; Callera et al., 2004), estimula a agregacdo de neutréfilos
polimorfonucleares (NPM) e contribui para o aumento no processo inflamatorio e
disfungdo endotelial. A ET-1 estimula a expressdo da molécula de adeséo a célula
vascular-1 (vascular cell adhesion molecule-1 — VCAM-1) arterial em pacientes com
hipertensao arterial (Li, Chu, et al.,, 2003). A VCAM-1 e a molécula de adesao
intercelular-1 (intercelular adhesion molecule-1 — ICAM-1) sao responsaveis pela
adesédo de células do sistema imune as células endoteliais no leito vascular
(Blankenberg et al., 2003).

Os NPMs promovem danos no miocardio através do aumento na liberagao de
ROS, proteases e metabdlitos do acido araquidbénico (Hansen, 1995). A ET-1 é
responsavel pelo acumulo de NPMs, estresse oxidativo e disfungdo na mucosa
intestinal de ratos (Oktar et al., 2000). O bloqueio de receptores ETa reduz o numero
de neutrdfilos e a atividade da mieloperoxidase no miocardio isquémico (Gonon et al.,
2001). Ademais, a delegcao do gene que codifica a pré-pro-ET-1 em células endoteliais
de camundongos reduz a inflamacdo vascular promovida pela ligacdo da artéria
carodtida (Anggrahini et al., 2009).

O aumento na expressdao de ET-1 esta frequentemente ligado a modelos
experimentais de aterosclerose, bem como na aterosclerose em humanos (Barton et
al., 2003), e seu nivel esta associado com a severidade da lesdo aterosclerética (Haug
et al., 1996) e elevacgao no infiltrado de macréfagos (Dashwood e Tsui, 2011). A hiper-
expressao de ET-1 possui um importante papel no desenvolvimento da aterosclerose
e aneurisma de aorta abdominal, por meio da reducéo dos niveis de lipoproteinas de
alta densidade (high-density lipoprotein — HDL), aumenta ROS e também o infiltrado

de mondcitos e macréfagos (Li, Watts, et al., 2003).

Diversos estudos apontam a ET-1 como responsavel pelo aumento de
marcadores inflamatorios presente na hipertensao arterial (Parissis et al., 2002). Em

contrapartida, observou-se significativo remodelamento, disfungdo endotelial e
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aumento da geracdo de ROS sem elevagao da pressao arterial em camundongos

transgénicos que hiper-expressam pré-pro-ET-1 humana (Amiri et al., 2004).

Outros estudos mostraram que a agao da ET-1 no aumento da expressao de
IL-18 esta ligada a via da RhoA/RhoK (Naka et al., 2008) e que o aumento de IL-18
causa deterioracdo da funcdo cardiaca de forma paracrina e autdcrina, induzindo
hipertrofia, perda da contratilidade e apoptose dos cardiomiécitos (Doi et al., 2008).
Também foi demonstrado que a ET-1 é capaz de ativar fagocitos, que liberam TNF-q,
IL-1B e IL-6, além de aumentar a possibilidade da interacdo de células endoteliais
vasculares e macrofagos (Helset et al., 1993). Estudos prévios mostraram que a
administragao intracerebroventricular de ET-1 mimetiza o efeito intravenoso do
lipopolissacarideo (LPS) na indugao da febre (Fabricio et al., 1998). Posteriormente,
observou-se que a ET-1 causa aumento significativo na producéo de IL-13 na area
pré-optica, e este efeito parece estar relacionado a febre induzida por ET-1 (Fabricio
et al., 2006).

Muito € conhecido sobre o papel da ET-1 na modulacdo do processo
inflamatdrio cronico. Entretanto, o seu papel na liberagao de mediadores inflamatérios
e recrutamento de células do sistema imune, bem como a via de sinalizacdo envolvida
ainda nao estdo muito bem esclarecidos. Um possivel mecanismo, seria através do
NLRP3, que tem a funcdo de promover a ativacdo da caspase-1 e, com isso, a

maturagao de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1p.
1.4. NLRP3
1.4.1. Sistema imune

O sistema imunoldgico é constituido por uma complexa rede de 6rgaos, células
e moléculas, e tem por finalidade manter a homeostase do organismo, combatendo
as agressoes em geral. Este sistema € constituido por mecanismos inatos (imunidade
inata) e adaptativos (imunidade adaptativa). A imunidade inata atua em conjunto com
a imunidade adaptativa e caracteriza-se pela rapida resposta a agresséo,
independentemente de estimulo prévio, sendo a primeira linha de defesa do
organismo. Seus mecanismos compreendem barreiras fisicas, quimicas e biologicas,
componentes celulares e moléculas soluveis. A primeira defesa do organismo frente
a um dano tecidual envolve diversas etapas intimamente integradas e constituidas

pelos diferentes componentes desse sistema (Cruvinel Wde et al., 2010).
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1.4.2. Receptores de reconhecimento de padrao

O sistema imune inato possui varias familias de receptores de reconhecimento
de padréo (pattern recognition receptors — PRR), tais como receptores do tipo Toll
(Toll-like receptors - TLR), receptores do tipo RIG, receptores do tipo dominio de
ligacdo e oligomerizagdo de nucleotideos (nucleotide binding and oligomerization
domain — NOD) (NOD-like receptors — NLR), entre outros, responsaveis por detectar

tais agressdes ao organismo (Trinchieri e Sher, 2007).

Os PRRs sao responsaveis por reconhecer padrées moleculares associados a
patégenos (pathogen-associated molecular patterns — PAMPS) ou a dano (damage-
associated molecular patterns — DAMPs). A ativacdo destes receptores induz
respostas imunes que sdo essenciais para a defesa do hospedeiro e reparo tecidual.
No entanto, quando a infeccdo ou dano tecidual é muito grande, a resposta
inflamatdria pode ser prejudicial para o hospedeiro. Os receptores NOD, contendo
sequéncias com repeti¢cdes ricas em leucina (leucine-rich repeat — LRR) sdo PRRs
que iniciam respostas inflamatérias a uma grande variedade de estimulos. NLRs s&o
encontrados intracelularmente e compartilham uma estrutura de dominio unico, que
consiste em um dominio de ligagao e oligomerizagao de nucleotideos chamado
dominio NACHT, localizado entre um dominio N-terminal efetor e um dominio LRR C-
terminal (Martinon et al., 2009; Pedra et al., 2009).

A familia de NLRs, em humanos, € constituida por 22 membros que podem ser
subdivididos pela denominagao de seus dominios N-terminais, que incluem dominios
recrutadores de caspase (caspase recruitment domain — CARD) e dominio de pirina
(pyrin domain — PYD). Uma vez ativados, os membros da familia dos NLRs, NLRP
(NOD, LRR e contendo dominio pirina) 1, NLRP3, NLRC4 (NOD, LRR e contendo
CARD) 4 e auséncia de melanoma 2 (AIM2), sdo capazes de formar complexos
multiprotéicos chamados inflamassomas. O inflamassoma serve como uma
plataforma para ativagdo de uma protease de cisteina, a caspase-1. A caspase-1 cliva

a pro-IL-13, promovendo liberagéo de IL-1B madura (Shao et al., 2007).
1.4.3. O inflamassoma

Existem diferentes PRRs que agem em conjunto, com a fungdo de manter o
organismo livre de agressdes por DAMPs e PAMPs. Estes PRRs podem ser ligados

a membrana, como os TLRs e receptores para lectina tipo C, ou intracelulares, como
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os NLRs, que sao especializados na detecgdo de DAMPs e PAMPs que atingem o

citosol ou as organelas celulares.

Existem diversos membros da familia dos NLR que estdo envolvidos na
formagdo da plataforma inflamassoma, estes ativam proteases baseadas em
cisteinas, caspase-1, também conhecida como enzima conversora de IL-1B. A
caspase-1 cliva a pro- IL-1B e a pr6-1L-18, promovendo a maturacédo dessas citocinas
e a consequente liberagdo para o meio extracelular (Mariathasan e Monack, 2007;
Martinon et al., 2009) (figura 6).

A secrecao de IL-13 esta envolvida em diversas respostas do sistema imune,
como a febre, aumento da migragédo de leucdcitos para sitios de infecgéo, além de
promover aumento da resposta do sistema imune adaptativo (Sims e Smith, 2010). A
IL-18 promove a polarizagao de células T auxiliar [helper (Th)] 1 e 2, na presencga de
outras citocinas pré-inflamatérias, como IL-12, IL-4 e IL-10 (Nakanishi et al., 2001;
Harrington et al., 2005; Dinarello, 2009).

O complexo do inflamassoma é formado através dos NLR, que reconhecem
direta ou indiretamente a presenca de patdgenos ou agressdes ao meio intracelular
através de sua porcao C-terminal LRR, causando desdobramento e exibindo o seu
dominio NOD, que se torna livre para oligomerizar-se. Isto faz com que seu dominio
efetor N-terminal seja exposto e recrute a proteina acopladora do tipo espécie
apoptoética contendo um dominio CARD (apoptosis speck-like protein containing a
CARD domain — ASC), promovendo assim a ativagao da caspase-1. Alternativamente,
alguns membros da familia do inflamassoma podem ligar-se diretamente na caspase-

1 através de seu dominio CARD (Inohara et al., 1999).

A ASC possui dois dominios: CARD e PYD. O dominio CARD acopla-se a pro-
caspase-1 e o dominio PYD a proteinas formadoras do inflamassoma, como NLRP3
e NLRP1, o que levando a autoclivagem da pré-caspase-1 e formagao de suas formas
ativas, o tetramero caspase-1. Entretanto, existem outras vias compensatorias
envolvidas na ativagdo da caspase-1, como a caspase-11 (também conhecida como

caspase-4).

Outros membros da familia do inflamassoma também promovem a maturagao

da caspase-1, como o NLRP-1 e o NLRC4, através de seu dominio CARD nas suas
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porgdes carboxil e amino terminais, algumas vezes ndo necessitam o recrutamento

da ASC por interagirem diretamente com a caspase-1 (Hsu et al., 2008).

O NLRP3 é de longe o membro mais estudado da familia dos inflamassomas,
sendo ativado por uma ampla gama de sinais de origem patogénica, endogena e
ambientais (Rathinam et al., 2012). Trés mecanismos distintos tém sido propostos
para explicar a ativagdo do NLRP3, tais como o efluxo de K*, a geragdao de ROS
mitocondrial e a desestabilizacdo fago-lisossdmica apds a digestdo de grandes
particulas de agonistas, tais como o urato monossaédico (Jin e Flavell, 2010).

1.4.4. Mediadores envolvidos na ativagdao do NLRP3

A ativacao do NLRP3 depende de 2 sinais, sendo o primeiro devido a ativacao
da via TLR/NF-kB, promovendo aumento na transcricdo génica de pro-IL-13. O NF-
kKB €& ativado através de diversos mediadores, como TNF-a e a propria IL-1B
(Bauernfeind et al., 2009).

O segundo sinal induz a oligomerizacdo do NOD e reunido da plataforma
inflamassoma. Existem diversos ativadores do NLRP3, que incluem estimulos
bioldgicos e quimicos ligados a PAMPs e DAMPs (Hoffman e Brydges, 2011), sendo

3 principais estimulos para sua ativagao (Figura 6).
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Figura 6. Sinalizagao e formagao do complexo inflamassoma. Primeiro sinal para ativagdo do inflamassoma
NLRP3 ocorre por meio da translocagédo do NF-kB para o nucleo e transcricdo das formas inativas da caspase-
1 e IL-1B. A transcricdo do NF-kB podo ocorrer por meio da ativagdo de ETa, ATI, TLR IL-1R. O segundo sinal,
principalmente via aumento na geracao de ROS ou ativagéo do canal purinérgico 7 (P2X7) levam a ativagao do
NLRP3, recrutamento da proteina acopladora ASC e da pro-caspase-1 e consequente liberagdo da caspase-1.

A caspase-1 promove clivagem da pro-IL-1B e liberagdo de IL-1(3.

O primeiro estimulo envolve o ATP extracelular, que é conhecido como o maior
sinal liberado dos sitios de dano celular e necrose, sendo assim um importante
ativador do NLRP3. Seu mecanismo depende, fundamentalmente, da ativacdo de
canais idnicos sensiveis ao ATP, como o receptor purinérgico P2X7, responsavel pelo

efluxo de K* através da membrana celular (Petrilli et al., 2007).

O aumento na geragao de ROS, por meio da NAD(P)H oxidase ou disfungao
mitocondrial também tem um grande papel na ativagcdo do NLRP3. Isto ocorre
principalmente devido ROS promover a ligacdo da proteina que interage com
tioredoxina (thioredoxin-interacting protein — TXNIP) ao NLRP3 (Abais et al., 2015;
Chen et al., 2017).
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O englobamento de particulas, como cristais de urato ou amianto, pode levar a
desestabilizagao fago-lisossébmica, devido ao seu tamanho ser muito grande para a
translacao citoplasmatica, sendo um importante estimulo utilizado para ativagdo do
NLRP3 (Hornung et al., 2008).

1.4.5. Importancia do NLRP3 no sistema cardiovascular

O processo inflamatério crénico causado pela ativagdo do NLRP3 esta
envolvido em diversas DCV, como aterosclerose (Yin et al., 2013), insuficiéncia
cardiaca (Kawaguchi et al., 2011) e doenga renal cronica (Vilaysane et al., 2010;
Komada et al., 2014). Ademais, recentemente foi relatado que o NLRP3 possui um

papel crucial no controle do ténus do CC em camundongos (Fais et al., 2019).

Sua importancia no sistema cardiovascular se da, devido ao reconhecimento
de DAMPs ou PAMPs por células endoteliais, CMLV e cardiomidcitos, promovendo
assim producdo de citocinas, quimiocinas e hormdnios dilatadores (Foldes et al.,
2010), que facilitam a transferéncia e migragao de leucdcitos para o sitio da leséo
(Tousoulis et al., 2008). Além disso, as CMLV, via TLR e NLR, promovem aumento na
atividade proliferativa e pro-inflamatéria, e por esse mecanismo contribuem assim na
génese de desordens vasculares (Schultz et al., 2007). Como mostrado em estudo
recente, a expressao e liberacdo da IL-13 por células de musculo liso de aorta séo
mediadas pelo NLRP3 (Tangi et al., 2012).

Considerando que os mecanismos periféricos responsaveis pela ere¢cao sao
similares aos envolvidos no processo de regulagdo do ténus vascular, e que a DE
compartilha dos mesmos fatores de risco que as doencas cardiovasculares (Shabsigh

et al., 2004), é possivel que a ativagcdo do NLRP3 esteja envolvida na génese da DE.
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2. Hipotese:

O NLRP3 medeia os efeitos pro-inflamatoérios cronicos da ET-1 no CC de

animais DOCA/sal, constituindo-se mecanismo importante para a génese da DE.

Hipertensiao DOCA/sal

v

1ET-1

‘ ) { NLRP3

1Pr0cesso inflamatodrio

\

Recrutamento de
células do sistema
imune

v

DE

3. Objetivo

Investigar o papel do NLRP3 na modulagéo do processo inflamatério induzido

pela ET-1 no CC e na DE associada ao modelo de hipertensdao DOCA/sal.
3.1. Objetivos especificos:

1) Confirmar se na hipertensdo DOCA/sal ocorre aumento de ET-1, processo
inflamatério no CC e DE. Para isto, a hipertensdo DOCA/sal foi induzida em
camundongos e foram avaliados os niveis de ET-1 e citocinas pré-inflamatérias, além

da pressao intracavernosa.

2) Determinar se a ET-1 é responsavel pelo aumento do processo inflamatério no CC
e pela DE no modelo de hipertensdo DOCA/sal. Para isto, camundongos com
hipertensdo DOCA/sal foram tratados com antagonista para receptores ETa e ETs
(bosentan) ou veiculo e avaliamos o aumento de citocinas pré-inflamatérias,
expressdo de moléculas de adesao, fatores de transcricdo, infiltrado de células do

sistema imune, além de analise da pressao intracavernosa.

3) Determinar se a ativagao do NLRP3 na hipertensdo DOCA/sal medeia o processo

inflamatério no CC e a DE. Para isto, a hipertensdao DOCA/sal foi induzida em
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camundongos C57BL/6 (WT), deficientes para o receptor NLRP3 (NLRP3”-) e foram
avaliados a reatividade no CC, os niveis de ET-1 e citocinas proé-inflamatdrias,
expressdo de moléculas de adesao, fatores de transcricdo, infiltrado de células do

sistema imune, além de analise da pressao intracavernosa.

4) Determinar se a ET-1 é responsavel pela ativagcédo do NLRP3 e medeia o processo
inflamatério no CC na hipertensdo DOCA/sal. Para isto, camundongos WT com
hipertensdo DOCA/sal foram tratados com bosentan ou veiculo e avaliamos a
atividade do NLRP3.

5) Determinar se o infiltrado de células do sistema imune medeia o processo
inflamatério no CC e a DE na hipertensdo DOCA/sal. Para isto, a hipertensao
DOCA/sal foi induzida em camundongos WT tratados com anticorpo anti-LY6G,
deficientes para o RAG-1 (RAG-17) e foram avaliados a reatividade no CC, citocinas

pro-inflamatérias e analise da pressao intracavernosa.
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4. Materiais e métodos

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos controle C57/BL6 (WT) provenientes do biotério
de criagdo do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo,
camundongos deficientes para o receptor NLRP3 (NLRP37) e para RAG-1 (RAG-17)
gerados a partir de camundongos WT, provenientes dos Biotérios dos Departamentos
de Bioquimica e Imunologia e Biologia Celular, Molecular e Bioagentes Patogénicos.
Esses animais foram alocados no Biotério do Departamento de Farmacologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto-USP, mantidos em temperatura controlada
(20 a 22°C), ciclos claro/escuro de 12 horas, 60% de umidade e alimentacédo com
ragao padrédo e agua ad libitum. Os camundongos foram utilizados na idade de 10 a
12 semanas (25 gramas). Todos os protocolos experimentais em animais foram
submetidos para avaliacdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA
213/2016) da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.

4.2. Hipertensao DOCA/sal e medidas da pressao arterial.

A hipertensdo DOCA/sal foi induzida como descrito anteriormente (Chitaley,
Wingard, et al., 2001). Os camundongos WT, NLRP3 ou RAG-1 foram anestesiados
com isoflurano 3%, nefrectomizados unilateralmente e pellets silasticos de acetato de
desoxicorticosterona (DOCA; 2,4 mg/dia) foram implantados na regido escapular. Os
camundongos DOCA receberam agua contendo NaCl 1% e KCI 0,2%, por 3 semanas.
Os camundongos controle também foram nefrectomizados unilateralmente,
receberam pellets silasticos sem DOCA e agua da torneira. Os camundongos controle
ou DOCA/sal receberam bosentan [antagonista ETa e ETs (30 mg/Kg/dia por gavagem
do dia 12 ao 21)], BEOO75-1 [anticorpo anti-LY6G para depletar neutrofilos (200 ug
nos dias 12 e 17 apds a cirurgia) ou veiculo. A pressao arterial sistolica foi medida nos
camundongos, ndo-anestesiados, por pletismografia de cauda 3 dias antes da cirurgia
para ambientacdo. Além disso, a pressao arterial sistélica também foi aferida no dia

da cirurgia e nos dias 3, 7, 10, 14 e 21 ap0ds a cirurgia.
4.3. Medidas da pressao intracavernosa e pressao arterial média

Apos 3 semanas de indugdo da hipertensao arterial DOCA/sal, os animais
foram anestesiados com isoflurano 2%, a carétida esquerda e o CC direito do pénis

de cada camundongo foram canulados para continua monitorizagdo da presséo
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arterial média (PAM) e presséao intracavernosa (PIC), respectivamente. Para induzir
as mudancas na PIC, o nervo cavernoso foi estimulado eletricamente com eletrodos
de prata em diversas frequéncias (5 V, pulsos de 1 ms e frequéncias entre 0,2 a 20
Hz). Os valores obtidos pelas mudangas da PIC foram normalizados pela PAM.

4.4. Participagao do NLRP3 no efeito agudo da ET-1 sobre a PIC/PAM

ApOs a cirurgia para realizar o procedimento de PIC/PAM, como descrito no
paragrafo anterior, o nervo cavernoso foi estimulado a 16 Hz a fim de obter o efeito
maximo (max) da PIC/PAM de cada animal. A seguir, utilizamos frequéncias entre 2 e
8 Hz para definir 50% do efeito maximo (submax). Uma vez definido o submax de
cada animal, a ET-1 (0,2492 ug/Kg), MCC950 (0,42646 ug/Kg) ou veiculo foram
administrados através de injegao intracavernosa. Apds a administracdo, o nervo
cavernoso foi estimulado na frequéncia submax nos tempos de 3, 10, 20 e 30 minutos
e na frequéncia max em 25 minutos. Aos 35 minutos foi realizada nova injecéo de ET-
1 ou veiculo. Por ultimo, novamente, o nervo cavernoso foi estimulado a frequéncia
submax nos tempos de 38, 45, 55 e 65 minutos e na frequéncia max em 60 minutos.
Os tempos para os estimulos e administragdes de ET-1, MCC950 ou veiculo estéo

representados na Figura 7.
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Figura 7. Tempos dos estimulos e administragées durante o experimento para demonstrar a participagao
aguda do NLRP3 no efeito da ET-1 sobre a PIC/PAM.
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4.5. Estudo funcional nas tiras de CC

Os animais foram sacrificados em camara de COz2, os pénis foram extirpados e
transferidos para solugéo refrigerada de Krebs-Henseleit (NaCl 130 mM, KCI 4,7 mM,
KH2PO4 1,18 mM, MgS04.7H20 1,17 mM, NaHCOs 14,9 mM, acido etilenodiamino
tetraacético (EDTA) 0,026 mM, CaCl2.2H20 1,6 mM, e D-glicose 5,55 mM), e entédo
dissecados como previamente descrito (Tostes et al., 2007). As tiras foram montadas
em camaras de miografo com capacidade de 5 mL (Danish Myo Technology, Aarhus,
Dinamarca) contendo Krebs-Henseleit a 37 °C e continuamente aerado com uma
mistura de 95% Oz e 5% CO2. Os tecidos foram entdo submetidos a tensao basal de
2,5 mN, a solugéo foi trocada e a tensao reajustada a cada 10 minutos, durante 60
minutos. Mudangas na tensdo isométrica foram registradas usando um sistema de
aquisicdo de dados PowerLab/8S (Labchart software, versdo 7.0; ADInstruments,
Colorado Springs, CO, EUA). A viabilidade da preparagao foi testada por uma
concentragéo Unica de fenilefrina (10 M). Apds foi realizada uma curva concentragéo-
resposta para fenilefrina (10-°-104 M). As respostas relaxantes a acetilcolina (10-19-10
5 M) e nitroprussiato de sodio (10-1'-10° M) também foram avaliadas. Além disso,
também foram verificadas as respostas de relaxamento neurogénicos nas frequéncias
entre 0,2 a 32 Hz (20 V, pulsos de 1 ms).

4.6. Western Blotting
4.6.1 Extracao de Proteinas

ApOs extirpadas, as tiras de CC foram congeladas em nitrogénio liquido, e
entdo pulverizadas. Posteriormente, foram adicionados 100 yL de tampao de lise
celular (Tris 0,05 mol/L, cloreto de sédio (NaCl) 0,150 mol/L, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,001 mol/L, Triton X-100 1%, Deoxicolato 1%,
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 0,1%, ortovanadato de sédio (NasVOa4) 0,001 mol/L,
fluoreto de sddio (NaF) 0,1X10° mol/L —e inibidor de proteases (SIGMAFAST™
Protease Inhibitor Tablets —S8820 1X) 2 yL para cada 1 mL. As células foram entado
retiradas das placas de Petri mecanicamente. Em seguida, as células foram
transferidas para tubos plasticos de 1,5 mL, submetidas a homogeneizagado por
rotacdo durante 30 minutos. Em seguida, o lisado celular foi centrifugado na
velocidade de 13.600 rpm a 4°C durante 15 minutos. Apds a centrifugagéo, o
sobrenadante foi coletado e acondicionado em novos tubos plasticos de 1,5 mL na
temperatura de -80°C.
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4.6.2 Dosagem de Proteinas:

Para determinacdo da concentracdo protéica nas amostras, foi utilizado o
protocolo de Lowry. A cada experimento foi construida uma curva-padrao com solugao
de albumina nas concentragdes de 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,50; 1,0 e 2,0 mg/mL.
Para tanto, a cada 100 pL do reagente de Lowry, foram adicionados 10 puL de cada
amostra ou ponto da curva. Quando necessario, a amostra foi diluida 1:15 ou 1:20. O
branco foi determinado pela leitura de 10 yL de agua em 100pL do reagente de Lowry.
A absorbancia foi lida a 562 nm para a determinagao proteica. Foram subtraidos os
valores de absorbancia do branco de cada amostra e o resultado foi aplicado a uma
regressao linear das concentragdes de BSA, de 2 mg/ml — 0.03125 mg/mL, reta da

curva-padrdo. O resultado foi expresso em mg de proteina/mL.
4.6.3 Eletroforese e transferéncia para membrana de nitrocelulose

Apds a determinacdo da concentragdo de proteinas pelo método de Lowry
(descrito anteriormente), as mesmas (50 ou 100 ug de proteinas) foram separadas
por eletroforese, por duas horas, a 100 V, temperatura de 4° C, em gel de
poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE) e transferidas, por uma hora, para membrana de
nitrocelulose a 100 V e temperatura de 4° C. Para comprovar a eficiéncia da
transferéncia, os géis foram corados com azul de Coomassie e as membranas com
vermelho de Ponceau 2%. Os sitios inespecificos de ligagédo do anticorpo primario a
membrana foram bloqueados com solugdo BSA 5% por uma hora em temperatura
ambiente. Os anticorpos utilizados (descritos na Tabela 1) foram incubados por 12
horas em temperatura de 4°C, enquanto os anticorpos secundarios foram incubados
por uma hora em temperatura ambiente. A visualizacao das bandas foi obtida apés a
reacdo com ECL (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) e a
captura da imagem realizada em fotodocumentador Imagequant 350 (GE Healthcare,
Piscata Way, NJ, EUA). Logo apds, as membranas foram deblotadas com Restore
Western Blot Stripping Buffer (Thermo) por 45 minutos a 37° C para serem

reutilizadas. A analise densitométrica foi realizada pelo programa ImageJ®.
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Tabela 1. Anticorpos utilizados

Anticorpo Empresa Catalogo Diluicéo

Anticorpo Monoclonal de anti-

Imgenex IMG-5028  1:500
Caspase-1 de camundongo
Anticorpo policlonal anti-1L-103

Santa Cruz SC-7884 1:500
(H-153) de coelho
Anticorpo monoclonal anti-o/p . .

Cell Signaling 2148S 1:5000

tubulina de coelho

4.7. Ensaio de Imunoabsorg¢ao Ligado a Enzima (ELISA)

O CC dos animais foi coletado e homogeneizado para a quantificagao de IL-1p3,
TNF-a e IL-6. Além disso, o soro destes animais foi coletado para dosagem de ET-1.
A determinagéo dos niveis destas citocinas foi realizada por método imunoenzimatico
(ELISA) utilizandos kits DuoSet ELISA Development Systems (R&D Systems) de
acordo com as informagdes do fabricante. Resumidamente, as placas de
microtitulagao (96 pogos) foram recobertas com 50 pL/pogo do anticorpo especifico
anti-IL-1B, anti-TNF-a, anti-IL-6 e anti-ET-1 (Tabela 2) na concentragdo descrita pelo
fabricante. Esses anticorpos foram diluidos em PBS pH 7.4 e incubados overnight a 4
°C. As placas foram lavadas por quatro vezes com PBS/Tween-20 (0,05 % Sigma).
As ligagbes nao-especificas foram bloqueadas com 100 yL de PBS contendo BSA 1%
durante 1 hora a 37 °C. As curvas-padrao iniciaram-se com concentracdes conhecidas
de IL-1B, IL-6, TNF-a e ET-1 que foram colocadas nas placas (50 pL) e incubadas
overnight 4 °C. Apds esse periodo, as placas foram lavadas com PBS/T e 50 uL dos
anticorpos biotinilados especificos para cada citocina foram adicionados nas
concentracdes descritas pelo fabricante. Apds uma hora, as placas foram lavadas com
PBS/T e o conjugado estreptavidina-peroxidase, na diluicdo de 1:200 foi adicionado a
cada poco e incubados por 45 min. Novamente as placas foram lavadas com PBS/T
e foi adicionado o substrato TMB (KPL, USA). A densidade 6ptica foi medida a 630
nm no espectrofotdometro SpectraMAX 190 Microplate Reader (Molecular Devices) e
os dados foram analisados usando o software SoftMax Pro 5. A concentragdo de
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citocinas contidas nas amostras foi calculada a partir de uma curva-padrdo com 10

pontos obtidos por diluicdo seriada. Os resultados foram expressos em pg/mL.

Tabela 2. Kits utilizados para quantificagao dos niveis de citocinas, CCL2 no CC e ET-

1 no soro de camundongos

Kit Empresa Catalogo

IL-6 DuoSet ELISA para
R&D System DY406
camundongo

TNF-a DuoSet ELISA para
R&D System DY410
camundongo

IL-1B8/IL-1F2 DuoSet ELISA
R&D System DY401
para camundongo

CCL2/JE/MCP-1  Quantikine
R&D System MJEOOB
ELISA para camundongo

Endotelina-1 Quantikine R&D System DET100

4.8. Imunofluorescéncia

Os CC foram obtidos e entdo mantidos em OCT, a -80°C. Os cortes
transversais de CC de 5 mm de espessura foram obtidos em um micrétomo a -24°C.
Para confirmar a ativagdo do inflamassoma no CC dos camundongos, foi utilizado o
kit de atividade da caspase-1 FLICA® 660. As sondas FLICA (1:10) e DAPI foram
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds isso, os cortes foram
lavados, montados e visualizados por técnica de microscopia confocal. A intensidade
da fluorescéncia foi definida em funcédo da area. Para a definicdo da area do tecido
foram utilizadas as imagens de microscopia de campo claro, DAPI e marcagdo com
alfa-actina do musculo liso. Como controle adicional, foi utilizada a marcagdo com

anticorpo anti-alfa-actina do musculo liso de camundongo (Abcam ab7817).
4.9. Imuno-histoquimica

Fatias de CC embebidas em parafina foram fixadas com paraformaldeido

neutro 10%. Apds desparafinizagéo e reidratagdo em alcoois graduados, as segdes
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de tecido (5 uym) foram incubadas com perdxido de hidrogénio 3% para eliminar a
peroxidase enddgena. A marcacado para imuno-histoquimica foi realizada por um
meétodo de 3 etapas por streptavidina biotinilada [labeled streptavidin biotin (LSAB)].
As secdes foram emblocadas por 30 minutos com soro de camundongo a temperatura
ambiente e entdo, incubadas por 12 horas a 4 °C com picrosirius ou anticorpo primario
(Tabela 3). As sec¢des foram lavadas com PBS (0,05 mol/L: pH 7,0 a 7,6) e entdo as
secbOes marcadas com anticorpo primario foram incubadas com anticorpo secundario
biotinilado por 60 minutos. Apds 3 lavagens em PBS, os antigenos foram visualizados
com streptavidina conjugada a peroxidase e 3-amino-9-etil-carbasole como um
cromogénio. Hematoxilina-eosina foi utilizada como um co-marcador. Os controles
negativos foram expostos a soro de camundongo ou de coelho, diluido na mesma
concentragdo do anticorpo primario. Os experimentos foram conduzidos com o
mesmo tempo de incubacgao. As secdes foram entdo observadas em microscopio de

campo claro com um microscépio Nikon Eclipse E600 (Nikon, Tokyo, Japan).

Tabela 3. Anticorpos utilizados para marcacao de ICAM-1 e VCAM-1 no CC

Anticorpo Empresa Catalogo Diluigcao
Anticorpo monoclonal anti- Cell  Signaling

67836S 1:400
ICAM-1 de coelho Technology
Anticorpo monoclonal anti- Cell  Signaling

39036S 1:500
VCAM-1 de coelho Technology

4.9.1. Anadlise semi-quantitativa da expressao de VCAM-1, ICAM-1, picrosirius.

Um nudmero positivo de células foi quantificado em cinco campos
representativos do tecido. Foi utilizado um aumento de 400 vezes. Com este aumento,
as células presentes em uma area de 10 mm x 10 mm foram quantificadas. As médias
foram calculadas para cada tecido de animais WT ou NLRP3 uninefrectomizados ou

DOCA/sal, tratados com bosentan ou veiculo.
4.10. Citometria de fluxo e analise

Os animais foram sacrificados em camara de diéxido de carbono (COz2). Os CC

foram isolados e lavados em solugéo salina com tampao fosfato (phosphate buffered
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saline, PBS), contendo cloreto de sddio 0,125 mol/L, cloreto de potassio 0,005 mol/L,
fosfato de sédio monobasico 0,008 mol/L e fosfato de sédio dibasico 0,002 mol/L. Em
seguida, foi realizada em ambiente estéril, a trituragdo mecanica do tecido, e 0 mesmo
foi incubado em 20 mL de meio PBS contendo 20 mg de colagenase (Worthington BR
N° 4196), 13 mg de DNAse (Sigma, D4263-1VL) por 30 minutos, a 37°C, para
digestdo. As células passaram por um filtro celular de 70 uM, a fim de remover

qualquer sobra de tecido n&o digerido.

Para medir as citocinas intracelulares, as células provenientes do CC (1 x 10°)
em tubos para FACS (100 uL) foram estimuladas com acetato miristato de forbol
[Phorbol 12-Myristate 13 acetate - PMA (50 ng/mL, Sigma)] e ionomicina (1 uM,
Sigma) por 4 horas. As células do CC foram entdo incubadas com os anticorpos
primarios por 1 horas. Também utilizamos marcadores de superficie celular nas

células provenientes do CC.

Como controle foram utilizadas células livres de marcacéo, além de células

incubadas com um unico anticorpo.

As marcacgbes foram realizadas em duas etapas distintas, a primeira para
diferenciar as populagdes positivas ou negativas para CD45, CD11b, CD4, F4/80 e
LY6G. A segunda etapa para diferenciar as células positivas ou negativas para CD45,
CD4, interferon gama e IL-17 (Tabela 4).

ApOs a lavagem para remover a marcagao inespecifica, os pellets celulares
foram ressuspendidos em 100 yL de PBS gelado. Em seguida, as amostras foram
introduzidas e analisadas pelo citdbmetro de fluxo FACSAria Il (Becton Dickinson). A

analise dos dados foi realizada utilizando o software FlowdJo versao X (TreeStar).
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Anticorpo/comprimento de Empresa Catalogo Diluicéo
onda
Anticorpo  monoclonal anti- Becton

558108 10 pg/mL
CD45R/Pacific Blue de rato Dickinson
Anticorpo monoclonal anti- Becton

553311 10 pg/mL
CD11b/PE de rato Dickinson
Anticorpo  monoclonal anti- Thermo Fisher

11-4801-82 10 pg/mL
F4/80/FITC de rato Scientific
Anticorpo  monoclonal anti- Becton

561236 10 pg/mL
LY6G/Alexa Fluor® 700 de rato Dickinson
Anticorpo  monoclonal anti- Becton

552051 10 pg/mL
CD4/APC de rato Dickinson
Anticorpo  monoclonal anti- Becton

553046 10 pg/mL
CDA4/FITC de rato Dickinson
Anticorpo monoclonal anti- Becton

562542 10 pg/mL
IL17/PE de rato Dickinson
Anticorpo monoclonal anti-IFN- Becton

o 554413 10 pg/mL

y de rato Dickinson

4.10. Analise estatistica:

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste t de Student ou pelo teste de

analise de variancia de uma via (ANOVA de uma via), seguido do pés-teste de Dunnet

de acordo com cada analise. Valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos. As respostas contrateis foram representadas como a

forca desenvolvida a partir do tdnus basal em millinewtons (mN) normalizadas pelo

peso seco (g) de tiras individuais do CC em um determinado numero de experimentos.



63

Por outro lado, as respostas de relaxamento foram expressas como a porcentagem
de relaxamento em relacdo aos niveis de pré-contracdo induzidos pela fenilefrina.
Curvas concentragéo-efeito foram submetidas a analise de regressao ndo-linear. A
poténcia dos agonistas e a resposta maxima foram expressas como pECso (logaritmo
negativo da concentragao molar que produz 50% da resposta maxima) e Emax (efeito
maximo produzido pelo agonista), respectivamente. Analises estatisticas dos valores
de Emax e pECso foram realizadas usando-se a regressdo nao-linear seguida pelo
teste F ou teste “t” de Student. A presséo arterial sistélica foi avaliada pela analise de
medidas repetidas ANOVA de duas vias, seguida de pds teste de Bonferroni. O
programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism (GraphPad Prism 6.0; GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA)
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5. Resultados

5.1. A ET-1 aumenta a pressao arterial em camundongos com hipertensao
DOCA/sal.

Os camundongos submetidos ao protocolo DOCA/sal tiveram aumento gradual
da presséao arterial sistdlica, atingindo um platé no 10° dia, o qual manteve-se assim
até o 21° dia (Figura 8).

O tratamento com bosentan restabeleceu a presséo arterial aos niveis basais
em camundongos com hipertensdo DOCA/sal no terceiro dia de tratamento (Figura
8).

-O- UNIveiculo
@ DOCA veiculo
4F UNIbosentan
4 DOCA bosentan
1607
* *
> 1401 * *
o
IS
£ 1201
<
0O 100 l
80 T L] L] T 1
0 5 10 15 20 25

Dias

Figura 8. Analise temporal da presséo arterial sistélica, em camundongos WT submetidos ao modelo de
hipertensdo DOCA/sal e tratados com bosentan ou salina por 10 dias. A seta indica o inicio do tratamento
com bosentan. Os valores dos graficos representam a média £ EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo

grupo controle. N=6-10.
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5.2. A ET-1 aumenta a liberagao de citocinas pré-inflamatérias e ativagao da
caspase-1 no CC de camundongos com hipertensao DOCA/sal.

A hipertensdo DOCA/sal aumentou os niveis sistémicos de ET-1 (Figura 9A)
em camundongos. Além disso, houve aumento de IL-13 (Figura 9B) e TNF-a (Figura
9C) no CC de camundongos WT submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal.
Contudo, os niveis de IL-6 ndo foram alterados (Figura 9D).

O tratamento com bosentan n&do reduziu os niveis sistémicos de ET-1 em
camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal (Figura 9A).
Entretanto, reduziu os niveis de IL-1B (Figura 9B) e de TNF-a (Figura 9C) no CC.
Curiosamente, o bosentan reduziu os niveis basais de IL-6 no CC de camundongos
WT, mas n&o em animais DOCA/sal (Figura 9D).

Uma vez demonstrado que a ET-1 induz o aumento na liberagao de citocinas

pré-inflamatérias no CC, decidimos investigar se 0 NLRP3 medeia estes efeitos.
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Figura 9. Analise dos niveis de ET-1 no soro (A) e de IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-6 (D) no CC de camundongos
WT submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal, tratados por 10 dias com bosentan ou salina. Os

valores dos graficos representam a média + EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle.

N=6.

Considerando que atividade da caspase-1 ocorre principalmente por meio da

ativagao do NLRP3, nés decidimos investigar a sua atividade.

De fato, a hipertensdo DOCA/sal aumentou a atividade da caspase-1 no CC de

camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. O tratamento com

bosentan reduziu a atividade da caspase-1 aos niveis basais (Figura 10).
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Figura 10. Analise da atividade da caspase-1 medida pela fluorescéncia para FAM FLICA no CC de
camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal, tratados 10 dias com bosentan ou salina.
Os valores dos graficos representam a média + EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle.
N=5.
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O CC de camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal
apresentou aumento da expressao da IL-1 (Figura 11A) e caspase-1 (Figura 11C).
O tratamento com bosentan reduziu a expressao da IL-1(3 (Figura 11A) e da caspase-
1 (Figura 11C) aos niveis basais. Entretanto, nenhuma alteragéo foi observada na

expressao da pré-IL-1B (Figura 11B) ou pré-caspase-1 (Figura 11D).
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Figura 11. Analise densitométrica da expressao de IL-1B (A), pré-IL-1B (B), caspase-1 (C) e pré-caspase-
1 (D) no CC de camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal, tratados por 10 dias com
bosentan ou salina. Os valores dos graficos representam a média + EPM. * P<0,05 comparado com o

respectivo grupo controle. N=6.
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5.3. A ET-1 prejudica a fungao erétii em camundongos com hipertensao
DOCA/sal.

A hipertensdo DOCA/sal induziu o prejuizo na funcéo erétil, a qual foi
mensurada pela analise da pressao intracavernosa. Os camundongos DOCA/sal
apresentaram prejuizo da fungao erétil nos estimulos entre as frequéncias de 4Hz e
20 Hz (Figura 12). O tratamento com bosentan restabeleceu a fungao erétil dos
animais DOCA/sal aos niveis basais quando comparados com camundongos controle
(Figura 12).
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Figura 12. Tragado representativo da pressdo arterial (topo) e da pressdo intracavernosa (abaixo) de
camundongos controle ou DOCA/sal, tratados com veiculo ou bosentan. Analise da funcdo erétil,
representada pela razdo entre a pressdo intracavernosa e a pressdo arterial média (PIC/PAM) em
camundongos submetidos ao modelo de hipertensdao DOCA/sal. Os valores dos graficos representam a média

+ EPM. * P<0,05, comparado com o respectivo grupo controle. N=6-10.
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5.4. O NLRP3 medeia o efeito agudo da ET-1 sobre a fung¢ao erétil em
camundongos.

Inicialmente, foi observado que os estimulos repetidos sobre 0 nervo cavernoso
nao produziram nenhum tipo de diminuicdo da resposta na PIC/PAM max e submax
durante os 65 minutos de duragdo do protocolo (Figura 13A). A administragao de
veiculo no CC dos animais nao produziu qualquer mudanga na PIC/PAM ao longo do
protocolo experimental (Figura 13A). Entretanto, a administragao intracavernosa de
ET-1 (Figura 13B) reduziu a PIC/PAM submax nos tempos de 20 e 30 minutos quando
comparada com a resposta no inicio do protocolo antes da administragédo da ET-1. E
interessante observar que mesmo apoés a administragao intracavernosa de veiculo no
tempo de 35 minutos, a PIC/PAM submax continuou reduzida, como pode ser
observado nos tempos 45, 55 e 65 minutos (Figura 13B). A injec&o intracavernosa de
MCC950 induziu aumento da PIC/PAM somente no tempo de 3 minutos apds a
administracao (Figura 13C). Além disso, a administracao prévia de MCC950 foi capaz
de abolir completamente a reducdo da PIC/PAM induzida pela ET-1 (a ET-1 foi
administrada no tempo de 35 minutos do protocolo experimental Figura 13C).
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Figura 13. Tragcado representativo da presséao arterial e da presséo intracavernosa de camundongos WT com

PIC/PAM (%)

CC950

M

a administragao de veiculo (A), ET-1 (B) ou MCC950 (C), seguida da administragdo de veiculo ou ET-1 aos
35 minutos do protocolo experimental. Analise da fungéo erétil, representada pela razdo entre a pressao
intracavernosa e a presséo arterial média (PIC/PAM) frente a estimulo por max (16 Hz) ou submax (2 a 8 Hz).

Os valores dos graficos representam a média + EPM. * P<0,05, comparado com o respectivo grupo controle.

5.5. A ET-1 prejudica a reatividade do CC em camundongos com hipertensao
DOCA/sal.

As curvas para contracdo induzida pela fenilefrina (Figura 14A) e o
relaxamento mediado por estimulo elétrico (Figura 14B) em tiras de CC de
camundongos DOCA/sal ndo apresentaram diferenga quando comparadas com o

respectivo controle. Entretanto, as tiras de CC de camundongos DOCA/sal




74

apresentaram diminuigcdo no relaxamento para acetilcolina (Figura 14C) e para o
nitroprussiato de sodio (Figura 14D).

O tratamento com bosentan reduziu a pECso da curva de contracédo induzida
pela fenilefrina (Figura 14A) e restaurou o relaxamento para acetilcolina (Figura 14C)
e nitroprussiato de sédio (Figura 14D) aos niveis basais no CC de camundongos
DOCA/sal. Além disso, o tratamento com bosentan aumentou a pECso da curva de
relaxamento por nitroprussiato de sodio no CC de camundongos controle (Figura
14D). Os valores referentes a Emax e pECso estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de Emax (%) e pECso das curvas de concentragc&o-efeito para
fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de sédio no CC de camundongos controles ou
DOCA/sal.

Efeito do tratamento com bosentan na reatividade do CC em camundongos
controle e com hipertensao DOCA/sal

Droga QNI D(?CA UNI DOCA
veiculo veiculo bosentan bosentan

fenilefrina

pECso 5,85+0,14 5,93+0,12 5,97 £ 0,19 4,80 +0,19*

Emax 1145+ 70,08 1295+92,42 1209+114,5 1020+ 193,0
acetilcolina

pECso 7.20+0,08 6.55+0,12* 7,05%0,07 7.23+£0.09

Emax 95,02+3,01 8221+496 96,54+286 95,77 +3,45
nitroprussiato
de sodio

pECso 7,16+0,07 6.36+0,05* 7,90+ 0,09* 7.60+0,10

Emax 100 100 100 100

Valores sao representados como média + EPM (n=5-6 cada grupo). * p<0.05
UNI veiculo vs DOCA veiculo, UNI bosentan vs DOCA bosentan.
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Figura 14. Curvas concentracao-efeito para fenilefrina (A), relaxamento mediado por estimulo elétrico (B),
acetilcolina (C) e nitroprussiato de soédio (D) em tiras de CC de camundongos controle ou DOCA/sal, tratados

com veiculo ou bosentan. Dados expressos como média + EPM. *, p<0,05 em relagéo grupo controle. N=6.




76

5.6. O aumento na pressao arterial de camundongos com hipertensao DOCA/sal
depende do NLRP3.

A auséncia do NLRP3 promoveu aumento da pressao arterial no terceiro dia
nos camundongos DOCA/sal. Entretanto, a press&o arterial retornou aos niveis basais
nos camundongos NLRP3”- DOCA/sal no dia 7 apos a cirurgia. A auséncia do NLRP3

nao alterou a pressao arterial nos camundongos controle. (Figura 15).

WT UNI

WT DOCA
NLRP3 UNI
NLRP3 ' DOCA

L J=K e

Dias

Figura 15. Analise temporal da pressao arterial sistdlica, em camundongos WT e deficientes para o receptor
NLRP3 (NLRP3") submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos graficos representam a

média + EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle. N=6-10.

5.7. O aumento na liberagcao de citocinas pré-inflamatérias e ativagcao da
caspase-1 em camundongos com hipertensao DOCA/sal depende do NLRP3.

A auséncia do NLRP3 n&o reduziu os niveis sistémicos de ET-1 em
camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal (Figura 16A).
Entretanto, normalizou os niveis de IL-1p (Figura 16B) e TNF-a (Figura 16C) no CC
de animais DOCA/sal. Nenhuma alteracgao foi induzida nos niveis de IL-6 no CC dos

animais hipertensos (Figura 16D).
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Figura 16. Analise dos niveis de ET-1 no soro (A) e de IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-6 (D) no CC de
camundongos WT e NLRP37 submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos gréaficos

representam a média £ EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle. N=6.

A hipertensdo DOCA/sal aumentou a atividade do NLRP3, medida pela
atividade da caspase-1, no CC de camundongos. A auséncia do NLRP3 preveniu o

aumento da atividade da caspase-1 induzida pela hipertensdo DOCA/sal (Figura 17).
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Figura 17. Analise da atividade da caspase-1 medida pela fluorescéncia para FAM FLICA em
camundongos WT ou NLRP3- submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos graficos

representam a média £ EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle. N=5.
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A auséncia do NLRP3 preveniu 0 aumento na expressao da IL-1B (Figura 18A)
e da caspase-1 (Figura 18C) no CC de camundongos DOCA/sal. Entretanto,
nenhuma alteragéo foi observada na expressao da pro-IL-13 (Figura 18B) ou pré-
caspase-1 (Figura 18D).
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Figura 18. Andlise densitométrica da IL-1 (A), pro-IL-1B (B), caspase-1 (C) e pro-caspase-1 (D) no CC de
camundongos WT e NLRP3" submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos graficos

representam a média £ EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle. N=6.
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5.8. O prejuizo na fungao erétil e na reatividade do CC em camundongos com
hipertensao DOCA/sal depende da atividade do NLRP3.

A auséncia do NLRP3 previne a redugdo na PIC/pam promovida pela
hipertensdo DOCA/sal em camundongos. Adicionalmente, ndo foi observada

alteragdo na presséo arterial dos camundongos NLRP3-- controle (Figura 19).
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Figura 19. Tracado representativo da presséo arterial (topo) e da presséo intracavernosa (abaixo) de
camundongos WT ou NLRP3” submetidos ao protocolo de hipertensdo DOCA/sal. Analise da fungao erétil,
representada pela razdo entre a pressdo intracavernosa e a pressdo arterial média (PIC/PAM) em
camundongos WT ou NLRP3”- submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos gréaficos

representam a média £ EPM. * P<0,05, comparado com o respectivo grupo controle. N=6-10.
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A auséncia do NLRP3 n&o alterou a contragao para fenilefrina (Figura 20A) ou
relaxamento mediado por estimulo elétrico (Figura 20 B) no CC de camundongos
DOCA/sal ou controle.

A auséncia do NLRP3 preveniu o prejuizo no relaxamento para acetilcolina
(Figura 20C) e nitroprussiato de sédio (Figura 20D) no CC de camundongos
DOCA/sal. Além disso, a pECso foi aumentada para o relaxamento mediado por
nitroprussiato no CC dos camundongos NLRP3”- quando comparado com o CC WT
para o relaxamento para nitroprussiato de sédio. Os valores referentes a Emax e

pECso0 estao descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de Emax (%) e pECso das curvas de concentracéo-efeito para
fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de sédio no CC de camundongos WT ou
NLRP3-- submetidos a hipertensdo DOCA/sal.

Efeito da auséncia do NLRP3 na reatividade do CC de camundongos WT ou
NLRP3” submetidos a hipertensdo DOCA/sal

Droga WT UNI WT DOCA  NLRP3- UNI Nlil)_gzi/
fenilefrina

pECso 5,85+0,14 5,93+0.12 6,05+ 0,16 578 +0,12

Emax 1145 +£70,08 129519242 875+41,33 928,90 + 60,11
acetilcolina

pECso 7.20 £ 0,08 6.55+0,12* 7,05+ 0,14 6,91+ 0,16

Emax 95,02+3,01 8221+496 90,28+5,05 80,69 5,06
nitroprussiato
de sddio

pECso 7,16 £ 0,07 6.36 + 0,05 8,16 £ 0,24 8,56 + 0,31*

Emax 100 100 100 100

Valores sao representados como média £+ EPM (n=5-6 cada grupo). * p<0.05
WT UNI vs WT DOCA, NLRP3”- UNI vs NLRP3-- DOCA.
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Figura 20. Curvas concentracao-efeito para fenilefrina (A), relaxamento mediado por estimulo elétrico (B),
acetilcolina (C) e nitroprussiato de sodio (D) em tiras de CC de camundongos WT ou NLRP3 submetidos ao
protocolo de hipertensdo DOCA/sal. Dados expressos como média + EPM. *, p<0,05 em relagdo grupo

controle. N=6.
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5.9. O NLRP3 medeia o recrutamento de neutréfilos e linfécitos Th1 induzido
pela ET-1 no CC de camundongos hipertensos DOCA/sal.

A hipertensdao DOCA/sal aumentou a porcentagem de células positivas para
marcagao com Ly6G (Neutrofilos) (Figura 21A) e para interferon-gama [IFN-y
(linfocitos Th1)] (Figura 21C) no CC. Nao houve alteragdo significativa para marcagao
de células positivas para F4/80 (macrofagos) (Figura 21B) ou IL-17 (linfocitos Th17)
(Figura 21D). As células mieloides (neutréfilos e macréfagos) também apresentaram
marcacao positiva para CD45 (leucécitos), CD11b (células mieloides) e negativa para
CD4 (células linfoides) (Figura 21A e B). Adicionalmente, as células linfoides
(linfécitos Th1 e Th17) apresentaram marcagao positiva para CD45, CD4 e negativa
para CD11b (Figura 21C e D).

O tratamento com bosentan ou a delecdo do NLRP3, respectivamente,
restaurou aos niveis normais ou preveniu o aumento neutréfilos (Figura 21A) e

linfécitos Th1 (Figura 21C) no CC de animais submetidos a hipertensdo DOCA/sal.
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Figura 21. Porcentagem de células Ly6G+ (neutrdéfilos) (A), F4/80+ (macréfagos) (B), IFN-y+ (linfécitos Th1)
(C) e IL-17+ (linfocitos Th17) (D) em tiras do CC de camundongos WT submetidos a hipertensdo DOCA/sal e
tratados com bosentan ou veiculo e animais NLRP3" submetidos a hipertensdo DOCA/sal. Dados expressos

como média + EPM. *, p<0,05 em relagéo grupo controle. N=6.
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Uma vez demonstrado que a ET-1 promove o aumento de neutréfilos e
linfécitos Th1 no CC de camundongos DOCA/sal, e que isto depende da atividade do
NLRP3, decidimos investigar os mecanismos envolvidos no recrutamento destas

células do sistema imune para o CC.

5.10. O NLRP3 medeia o aumento na expressdao de VCAM-1, ICAM-1 e CCL2
induzido pela ET-1 no CC de camundongos hipertensos DOCA/sal.

A hipertensdo DOCA/sal aumentou os niveis de CCL2 no CC (Figura 22). O
tratamento com bosentan ou a delecdo do NLRP3, respectivamente, preveniu o
aumento na liberagdo de CCL2 no CC de camundongos DOCA/sal.

A expressdao de VCAM-1 aumentou no CC de camundongos DOCA/sal.
Entretanto, o tratamento com bosentan foi capaz nao apenas de prevenir o aumento
de VCAM-1 no CC de animais DOCA/sal, mas reduziu a expressao no CC de
camundongos controle e DOCA/sal quando comparados com os animais tratados com
veiculo (Figura 23A). A delegéo genética do NLRP3 foi capaz apenas de prevenir o
aumento na expressao de VCAM-1 no CC de camundongos DOCA/sal (Figura 23A).

A hipertensdo DOCA/sal aumentou a expressdo da ICAM-1 no CC (Figura
23B). O tratamento com bosentan ou a delegao do NLRP3, respectivamente, preveniu

o aumento na expressao de ICAM-1 no CC de camundongos DOCA/sal.
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Figura 22. Analise dos niveis de CCL2 em tiras do CC de camundongos WT submetidos a hipertensdo

DOCA/sal e tratados com bosentan ou veiculo e animais NLRP3"-submetidos a hipertensdo DOCA/sal. Os
valores dos graficos representam a média + EPM. * p<0,05 comparado com o respectivo grupo controle.
N=6.




uninefrectomizado

DOCA/sal

uninefrectomizado

DOCA/sal

WT NLRP3--

veicu

lo

% expressadao de VCAM-1

WT UNIveiculo

WT DOCA veiculo
WT UNIbosentan
WT DOCA bosentan
NLRP3™ UNI
NLRP3 DOCA

100000

1101
*

100

: : . i
o0l -
20T
" U l u l ! l
oA

WT NLRP3--

veicul

lo) bosentan

% expressdo de ICAM-1

WT UNIveiculo
WT DOCA veiculo
WT UNI bosentan
WT DOCA bosentan
NLRP3™ UNI
NLRP3” DOCA

100000

1107 "
] I i
1 [

JURLUEENE

Figura 23. Analise microscdpica imuno-histoquimica da expressdo de VCAM-1 (A) e de ICAM-1 (B) em
tiras do CC de camundongos WT submetidos a hipertensdo DOCA/sal e tratados com bosentan ou veiculo

e animais NLRP3" submetidos a hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos gréaficos representam a média +

EPM. * p<0,05 comparado com o respectivo grupo controle. N=6.
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5.11. O NLRP3 medeia o aumento da camada de musculo liso e na deposig¢ao de
colageno induzido pela ET-1 no CC de camundongos hipertensos DOCA/sal.

O CC de camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal
apresentou aumento na marcagao para alfa-actina no musculo liso. O tratamento com
bosentan ndo apenas de preveniu o aumento de alfa-actina no musculo liso do CC de
animais DOCA/sal, mas reduziu significativamente a marcagdo para alfa-actina no
musculo liso do CC de animais do grupo controle tratado com bosentan (Figura 24A).
Entretanto, a auséncia do NLRP3 n&o normalizou, mas apenas atenuou a expressao
de alfa-actina no musculo liso do CC de animais hipertensos DOCA/sal quando
comparados com os animais NLRP3-- uninefrectomizados (Figura 24A).

A hipertensdo DOCA/sal aumentou a deposi¢cdao de colageno no CC dos
camundongos. No entanto, o tratamento com bosentan reduziu significativamente a
deposi¢ao de colageno no CC dos camundongos DOCA/sal em relagdo ao animais
uninefrectomizados. A auséncia do NLRP3 preveniu o aumento da deposicdo de

colageno no CC de camundongos DOCA/sal (Figura 24B).
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Figura 24. Representagéo microscopica imuno-histoquimica da expressao de a-actina do musculo liso (A),
e deposicéo de colageno (B) em tiras do CC de camundongos WT submetidos a hipertensdo DOCA/sal e
tratados com bosentan ou veiculo e animais NLRP3"- submetidos a hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos
graficos representam a média + EPM. * p<0,05 comparado com o respectivo grupo controle. N=6.
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5.12. O aumento na pressao arterial em camundongos com hipertensao
DOCA/sal depende da agao de neutrofilos.

A deplegdo de neutréfilos restaurou a pressao arterial de camundongos
hipertensos DOCA/sal a niveis basais no terceiro dia de tratamento apds a

administracao de BE0075-1 (Figura 25).
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Figura 25. Analise temporal da presséo arterial sistdlica, em camundongos submetidos ao modelo de
hipertensdo DOCA/sal e tratados com BE0075-1. As setas indicam a administragdo do BE0075-1 nos dias 12

e 17. Os valores dos gréaficos representam a média + EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo

controle. N=6-10.
5.13. O aumento na liberagao de citocinas pré-inflamatérias e ativagao da

caspase-1 no CC de camundongos com hipertensdao DOCA/sal depende da agao
de neutrofilos.

A deplecado de neutrdfilos atenuou a expressdo da IL-1B (Figura 26A) e
atenuou a expressao da caspase-1 (Figura 26C) no CC de camundongos DOCA/sal..
Entretanto, nenhuma alteragao significativa foi observada na expressao da pré-IL-13

(Figura 26B) ou pro-caspase-1 (Figura 26D).
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Figura 26. Analise densitométrica da IL-1B (A), pro-IL-1B (B), caspase-1 (C) e pro-caspase-1 (D) no CC de
camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal, tratados nos dias 11 e 16 com BE0075-1
ou salina. Os valores dos graficos representam a média + EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo

grupo controle. N=6.
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5.14. A acao de neutréfilos prejudica a fungao erétil e a reatividade do CC em
camundongos com hipertensao DOCA/sal.

O tratamento com BEO0075-1 restaurou completamente a fungao erétil nos
camundongos DOCA/sal. Adicionalmente, o BEOO75-1 promoveu aumento da fungéo
erétil nos camundongos uninefrectomizados e DOCA/sal nas frequéncias de 0,2 a 2

Hz (Figura 27).
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Figura 27. Tragado representativo da pressédo arterial e da presséo intracavernosa de camundongos
uninefrectomizados ou DOCA/sal tratados com veiculo ou BE0O075-1. Analise da funcéo erétil, representada
pela razdo entre a pressao intracavernosa e a pressdo arterial média (PIC/PAM) em camundongos
submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos graficos representam a média + EPM. *

P<0,05, comparado com o respectivo grupo controle. N=6.
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As curvas para contracao induzida pela fenilefrina (Figura 28A) ou relaxamento
mediado por estimulo elétrico (Figura 28B) em tiras de CC de camundongos
DOCA/sal nado apresentaram diferenca quando comparadas com o respectivo
controle. Entretanto, as tiras de CC de camundongos DOCA/sal apresentaram
prejuizo no relaxamento para acetilcolina (Figura 28C) e para nitroprussiato de sédio
(Figura 28D).

O tratamento com BEO0075-1 diminuiu a pECso para as curvas de contragao
para fenilefrina (Figura 28A) nas tiras de CC de camundongos uninefrectomizados e
DOCA/sal. Além disso, o BE0O0O75-1 restaurou o relaxamento para acetilcolina (Figura
28C) e nitroprussiato de sodio (Figura 28D) aos niveis basais nas tiras de CC de
camundongos DOCA/sal. Os valores para a Emax e pECso estdo expressos na Tabela
7.

Tabela 7. Valores de Emax (%) e pECso0 para as curvas de concentragao efeito para
fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de s6dio no CC de camundongos

uninefrectomizados ou DOCA/sal.

Efeito do tratamento com BE0O75-1 na reatividade do CC de camundongos
submetidos a hipertensao DOCA/sal

Droga U’NI D(?CA UNI BEOO75- DOCA
veiculo veiculo 1 BEO0O75-1

fenilefrina

pECso 5,85+0,14 593+0,12 5,13+0,17* 5,32+0,17*

Emax 1145+ 70,08 1295+92,42 1249+217,9 1396 + 166,1
acetilcolina

pECso 720+0,08 6.55+0,12* 7,19+0,11 7,55+0,13

Emax 95,02+3,01 8221+4,96 91,33+3,89 87,77 +3,90
nitroprussiato
de sodio

pECso 7,16+0,07 6.36+0,05* 7,39+0,14 7.27 +0,14

Emax 100 100 100 100

Valores sao representados como média + EPM (n=5-6 cada grupo). * p<0.05
UNI veiculo vs DOCA veiculo, UNI BE0O075-1 vs DOCA BEOO75-1.
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Figura 28. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (A), relaxamento mediado por estimulo elétrico (B),
acetilcolina (C) e nitroprussiato de soédio (D) em tiras de CC de camundongos uninefrectomizados ou

DOCA/sal tratados com veiculo ou BE0O075-1. Dados expressos como média + EPM. *, p<0,05 em relagcéo

grupo controle. N=6.
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5.15. O aumento na pressao arterial em camundongos com hipertensao
DOCA/sal depende da acao de linfécitos.

A auséncia de linfocitos preveniu o aumento na pressao arterial de
camundongos com modelo de hipertensdo DOCA/sal. Adicionalmente, a auséncia de

linfcitos n&o alterou a pressao arterial nos camundongos controle (Figura 29).

UNI veiculo
DOCA veiculo
RAG-1" UNI
RAG-1" DOCA

R4

0 5 10 15 20 25
Dias

Figura 29. Analise temporal da presséo arterial sistdlica, em camundongos WT ou RAG-1- submetidos ao
modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos graficos representam a média £+ EPM. * P<0,05 comparado

com o respectivo grupo controle. N=6-10.

5.16. O aumento na liberagcdao de citocinas proé-inflamatérias e ativagao da
caspase-1 em camundongos com hipertensao DOCA/sal depende da acao de
linfocitos.

O aumento da expressédo da IL-1 B no CC de camundongos DOCA/sal n&o foi
abolida quando a hipertenséo foi induzida em camundongos RAG-17 (Figura 30A).
Entretanto, o aumento na expresséo da caspase-1 no CC de camundongos DOCA/sal
foi prevenido quando animais RAG-1-- foram submetidos ao protocolo de hipertensdo
DOCA/sal (Figura 30C). Nenhuma alteracao significativa foi observada na expressao

da pré-IL-1B (Figura 30B). Curiosamente, houve aumento da expressao de pro-
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caspase-1 no CC de camundondos DOCA/sal WT. Contudo, o aumento na expressao
da pré-caspase-1 foi prevenido (Figura 30D) em camundongos RAG-17 submetidos

a hipertensdo DOCA/sal.
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Figura 30. Analise densitométrica da IL-1B (A), pro-IL-1B (B), caspase-1 (C) e pré-caspase-1 (D) no CC de
camundongos WT e RAG-17- submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. Os valores dos graficos

representam a média £ EPM. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle. N=6.
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5.17. A acao de linfécitos altera a fungao erétil e a reatividade do CC em
camundongos com hipertensao DOCA/sal.

A auséncia de RAG-1 melhorou a fungdo erétii nos camundongos
uninefrectomizados nas frequéncias de 0,2 a 0,8 Hz. Adicionalmente, os
camundongos RAG- quando submetido ao protocolo DOCA/sal tiveram a fungao erétil
preservada somente nas frequéncias de 4 e 8 Hz. Entretanto, houve um prejuizo na
fungdo erétii em camundongos RAG-17- submetidos ao modelo de hipertensdo

DOCA/sal nas frequéncias de 12 a 20 Hz (Figura 31).
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A auséncia de linfécitos diminuiu a pECso para as curvas de contragédo para
fenilefrina (Figura 32A) nas tiras de CC de camundongos uninefrectomizados e
DOCA/sal. Entretanto, as tiras de CC dos camundongos DOCA/sal e RAG-1"
apresentou apretentatam Emax maior. Adicionalmente, n&o foi observada alteragao
significativa no relaxamento para estimulo elétrico nas tiras de CC de camundongos
uninefrectomizados e DOCA/sal RAG-1"- (Figura 32B).

As tiras de CC de camundongos DOCA/sal apresentaram prejuizo no
relaxamento para acetilcolina (Figura 32C) e para nitroprussiato de sédio (Figura
32D). Além disso, a auséncia de RAG”- preveniu o prejuizo as curvas de relaxamento
para acetilcolina (Figura 32C) no CC de camundongos DOCA/sal quando comparado
com as tiras de camundongos uninefrectomizados. Embora a pECso para o
relaxamento as tiras de CC dos camundongos DOCA/sal RAG-17- esteja reduzida
quando comparada as tiras de CC de camundongos WT. Curiosamente, as tiras de
CC de camundongos RAG-17- uninefrectomizados apresentaram aumento no
relaxamento para nitroprussiato de sédio (Figura 32D). Contudo, o prejuizo para
relaxamento para nitroprussiato de soédio ndo foi prevenido nas tiras de CC de
camundongos RAG-17- DOCA/sal. Os valores de Emax e pECso estdo expressos na
Tabela 8.

Tabela 8. Valores de Emax (%) e pECso0 para as curvas de concentragao efeito para
fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de sédio no CC de camundongos

uninefrectomizados ou DOCA/sal.

Efeito da auséncia do RAG-1 na reatividade do CC de camundongos
submetidos a hipertensao DOCA/sal

Droga WT UNI WT DOCA RAG-1""UNI RAG-17-DOCA
fenilefrina

pECso 5,85+0,14 593+0,12 493+0,19* 468 +0,11*

Emax 1145 +70,08 1295+9242 2164 +468.2* 2366 +250,6*
acetilcolina

pECso 7.20 + 0,08 6.55+0,12* 6,88 + 0,10 6,64 +0,12*

Emax 95,02+3,01 8221+496 86,63 3,70 92,91 + 5,05
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nitroprussiato

de sodio
pECso 7,16 + 0,07 6.36 + 0,05* 7,92 + 0,09* 6,67 + 0,09*
Emax 100 100 100 100

Valores sao representados como a média £+ EPM (n=5-6 cada grupo). * p<0.05
WT UNI vs WT DOCA, RAG-1"- UNI vs RAG-1"- DOCA.
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Figura 32. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (A), relaxamento mediado por estimulo elétrico (B),
acetilcolina (C) e nitroprussiato de soédio (D) em tiras de CC de camundongos WT ou RAG-1+
uninefrectomizados ou DOCA/sal. Dados expressos como média + EPM. *, p<0,05 em relacdo grupo controle.

N=6.
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6. Discussao

Os resultados do presente estudo indicam que o NLRP3 medeia o efeito da ET-
1 em aumentar a liberacdo de citocinas proé-inflamatdrias e recrutamento de células
do sistema imune, como neutrdfilos e linfocitos para o CC de camundongos
submetidos a hipertensdo DOCA/sal. Isto parece desempenhar um importante papel

no prejuizo da fungao erétil induzido pelo modelo de hipertensdao DOCA/sal.

O modelo de hipertensdo DOCA/sal mimetiza os efeitos observados na
hipertensdo arterial em humanos, como disfuncéo, hipertrofia e fibrose no sistema
cardiovascular (lyer et al., 2010). Além disso, existe uma grande correlagdo entre a
DE e doengas cardiovasculares, como a hipertensao (Feldman et al., 2000; Carson,
2007). Diversos estudos demonstraram que o modelo de hipertensdao DOCA/sal
prejudica a funcdo erétil mensurado pela PIC/PAM (Chitaley, Webb, et al., 2001,
Carneiro, Nunes, et al., 2008; Jin et al., 2008).

O NLRP3 possui importancia muito grande no sistema cardiovascular, uma vez
que as células vasculares sao capazes de detectar e responder a DAMPs ou PAMPs
via TLRs e NLRs e assim promover a liberagéo de citocinas, quimiocinas e hormdnios
dilatadores (Schultz et al., 2007; Foldes et al., 2010) que facilitam a transferéncia e
migragdo de leucécitos para o sitio da lesdo (Tousoulis et al., 2008). Com isso,
podemos dizer que nossos dados sao essenciais para o entendimento de mecanismos
que ainda carecem de elucidacgao, tais como a liberacdo de marcadores inflamatorios

no modelo de hipertensdo DOCA/sal, e como estes participam na génese da DE.

Evidéncias experimentais e clinicas indicam que o aumento na atividade do
sistema imune inato esta envolvido na patogénese da DE (Rodrigues et al., 2015;
Stallmann-Jorgensen et al., 2015), aterosclerose, sindromes coronarianas agudas,
acidentes vasculares cerebrais, miocardite viral, sepse, lesao tecidual por isquemia-
reperfusdo e insuficiéncia cardiaca congestiva. O mecanismo exato pelo qual o
sistema imune inato atua na génese da DE ou das doengas cardiovasculares ainda
nao esta muito bem elucidado. Talvez a relacéo do sistema imune com a DE ou fatores
de risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares seja a exacerbacéo do
processo inflamatério, contribuindo para o surgimento de lesdes teciduais na
vasculatura e no CC (Mann, 2011). Reforgando esta sugestdo, o aumento do nivel de

citocinas pré-inflamatérias esta intimamente ligado a génese da DE (Stallmann-
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Jorgensen et al., 2015). Adicionalmente, foi demonstrado que o NLRP3 tem um papel
crucial na modulagdo dos mecanismos responsaveis pelo relaxamento do CC (Fais et
al., 2019).

Inicialmente, foi demonstrado que camundongos submetidos ao tratamento
DOCA/sal tem aumento da pressao arterial e prejuizo na funcao erétil. Resultados
semelhantes foram demonstrados previamente em varios estudos na literatura
(Chitaley, Webb, et al., 2001; Carneiro, Nunes, et al., 2008; Jin et al., 2008). Portanto,
0s nossos resultados corroboram achados anteriores e validam o modelo de DE

utilizado no presente estudo.

Os camundongos submetidos a hipertensao DOCA/sal apresentaram aumento
nos niveis sistémicos de ET-1. De fato, este modelo apresenta aumento da expressao
do gene para ET-1, RNA mensageiro da pré-pro-ET-1 e o peptideo ET-1 em artérias
mesentéricas, aorta e no CC (Lariviere et al., 1993; Day et al., 1995; Carneiro,
Giachini, et al., 2008). Ja é conhecido que a ET-1 eleva a producdo de anion
superoéxido e isto contribui para o aumento da sua agao contratil (Li, Watts, et al.,
2003). Alem disso, o aumento na geragao de anion superdxido esta intimamente
relacionado com a liberagao de citocinas pro-inflamatérias (Bataller et al., 2003; Yang
et al., 2007).

Observamos que os camundongos submetidos ao modelo de hipertensao
DOCA/sal tém aumento de TNF-a e IL-1B. De fato, o aumento na liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias, esta intimamente relacionada com o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. O tratamento com etanercept, inibidor do TNF-q,
nitidamente reduziu a leséo renal em ratos com hipertensdo DOCA/sal (Elmarakby et
al., 2008). Além disso, o do TNF-a esta intimamente relacionado com o prejuizo na
funcao erétil (Carneiro et al., 2010). Evidéncias cientificas mostram também que a ET-
1 promove a liberacdo de citocinas proé-inflamatdérias, como IL-1B, em mondcitos
(Helset et al., 1993), em células de ligamentos periodontais (Liang et al., 2014), células
endoteliais e CMLV (Kowalczyk et al., 2015).

Uma vez que camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal
apresentaram prejuizo na fungao erétil, aumento de ET-1 e citocinas pro-inflamatdrias,

decidimos investigar o papel da ET-1 neste prejuizo no CC.
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O tratamento com bosentan reduziu os niveis de IL-18 e TNF-a no CC de
camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal. De fato, a ET-1
também promove aumento na liberagdo de TNF-a em CMLV (Browatzki et al., 2000).
Esta citocina aumenta a atividade da NAD(P)H oxidase elevando assim a produgao
de ROS que, por sua vez, aumenta a producao e liberagao de quimiocinas e citocinas,
levando a um ciclo vicioso na inflamagao. Diversos fatores podem interferir com a
atividade da NAD(P)H oxidase, como a angiotensina Il, altas concentragdes de glicose
e altos niveis de colesterol, estimulos esses que estdo também envolvidos na ativagao
do NLRP3 (Hoffman e Brydges, 2011).

Além disso, ET-1 aumenta a producao de IL-13 no CC. A IL-13 € o produto da
ativagao do NLRP3. Portanto, decidimos investigar o papel do NLRP3 no prejuizo da
funcao erétil induzido pela ET-1 no modelo de hipertensdo DOCA/sal. Curiosamente,
nao observamos alteragao nos niveis de IL-6 em camundongos DOCA/sal. Entretanto,

o tratamento com bosentan reduziu os niveis de IL-6 nos animais uninefrectomizados.

O tratamento com bosentan reduziu a atividade da caspase-1 no CC de
camundongos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/SAL. A caspase-1 é
responsavel por clivar a IL-13 e IL-18 em resposta a DAMPs ou PAMPs. Os membros
da familia NLR sao responsaveis pela ativagao da caspase-1, através da proteina ASC
ou ligando-se diretamente através de seu dominio CARD (Mariathasan e Monack,
2007; Franchi et al., 2009; Martinon et al., 2009). Apds constatarmos que a ET-1
aumenta a atividade da caspase-1 em camundongos submetidos ao modelo de
hipertensdo DOCA/sal, o préximo passo foi investigar se isto promovia alteragbes

funcionais.

Curiosamente, ja foi demonstrado uma relagéo negativa entre os niveis de ET-
1, ativagdo do NLRP3, caspase-1 e liberacao de IL-18 em células do hipocampo
(HT22) (Ward e Ergul, 2016). Entretanto, dados ainda ndo publicados de nosso
laboratério também demonstram que a auséncia do NLRP3 ou da caspase-1 previnem

0 prejuizo na reatividade do CC promovidas pela ET-1.

O tratamento com o bosentan, antagonista de receptores ETa e ETs, reverteu
completamente o aumento na pressao arterial e o prejuizo na fungao erétil promovido
pela hipertensdo DOCA/sal. O tratamento por 3 semanas com bosentan reduziu a
presséao arterial, a hipertrofia e o remodelamento arterial em ratos DOCA/sal (Li et al.,
1994). Além disso, o A-127722 ou o BMS182874, antagonistas ETa, reduziram a
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fibrose do ventriculo esquerdo, a inflamagao (Ammarguellat et al., 2001; Ammarguellat
et al., 2002), a hipertrofia renal e cardiaca em ratos DOCA/sal (Ammarguellat et al.,
2002). Além disso, ratos com hipertensdo DOCA/sal tratados com atrasentan, um
antagonista ETa, apresentaram melhora na fung&o erétil e na reatividade do CC
(Carneiro, Nunes, et al., 2008).

O tratamento com bosentan reverteu o prejuizo promovido pela hipertensao
DOCA/sal nos relaxamentos dependente e independente de endotélio. De fato, o
modelo de hipertensdo DOCA/sal esta intimamente associado a disfungédo endotelial,
principalmente via aumento da expressao de ET-1 e redugao da fosforilacdo da eNOS
em anéis de aorta (Gomez-Guzman et al., 2012). Similarmente, foi demonstrado que
o incremento na expresséo de receptores ETa (Viel et al., 2008) ou gene para ET-1
(Lariviere et al., 1995), prejudica a fun¢ao endotelial promovendo estresse oxidativo,

por meio da xantina oxidase, na aorta e artéria mesentérica de ratos DOCA/sal.

O prejuizo para relaxamento mediado por nitroprussiato de sddio pode ocorrer,
devido a ET-1 induzir, além da ativacédo da via da RhoA/RhoK, a formagao de ROS,
que pode reduzir a biodisponibilidade de NO pela formag&o de peroxinitrito. Alguns
estudos mostram que a ET-1 aumenta a producdo de Oz na aorta de ratos, via
ativagao de receptores ETa (Galle et al., 2000), possivelmente por meio da ativagéo
da NAD(P)H oxidase (Li, Watts, et al., 2003). Além disso, Carneiro, Nunes, et al.
(2008) mostraram que ratos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA/sal tem a
funcao erétil prejudicada, devido ao aumento da atividade da via da RhoA/Rho-cinase

e ERK 1/2, e o tratamento com antagonista ETa reverteu essas alteragdes.

Uma vez demonstrado que o aumento de ET-1 leva a disfungao erétil, através
do aumento de IL-13, TNF-a, caspase-1, promovendo assim disfuncdo endotelial e do
musculo liso do CC de camundongos submetidos ao modelo de hipertensao
DOCA/sal, decidimos estudar se a atividade do inflamassoma NLRP3 estaria

envolvido no prejuizo na fungao erétil.

A auséncia do NLRP3 reduziu a liberacdo de IL-1B e TNF-a no CC de
camundongos DOCA/sal. As citocinas, como a IL-1 e IL-18, que sao produtos finais
da ativacdo do NLRP3, tem efeitos especificos na vasculatura, em células endoteliais,
CMLV e na matriz extracelular, como a regulagdo do tbnus vascular, além da
sinalizagdo de vias que promovem vasoconstricdo e/vasodilatagcdo, crescimento

celular e proliferagcédo, levando a mudangas estruturais no leito vascular (Sprague e
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Khalil, 2009; Imai et al., 2013). Uma vez que o CC possui estruturas similares ao leito
vascular, acredita-se que alteracdes estruturais promovidas pela ativacdo do NLRP3
no CC também possam promover aumento na liberagdo de citocinas, disfungédo na

reatividade do CC, e consequentemente, pode levar a DE.

De fato, a deficiéncia do receptor NLRP3 preveniu o prejuizo na fungao erétil
promovido pela hipertensdo DOCA/sal. Além disso, dados ainda nao publicados de
nosso laboratorio mostram que a ET-1 aumenta a atividade do NLRP3, a liberagao de
IL-18 e prejudica a reatividade do CC.

A auséncia do NLRP3 preveniu o prejuizo promovido pela hipertensao
DOCA/sal no relaxamento para acetilcolina e para nitroprussiato de sédio. De fato, ja
foi observado que o NLRP3 é responsavel pela proliferagao de células de musculo liso
isoladas de aortas de camundongos, isto representa um importante marcador para
remodelamento e prejuizo na reatividade vascular (Ren et al., 2017). Adicionalmente,
em modelo de infusdo de aldosterona, o NLRP3 prejudicou o relaxamento dependente
de endotélio para acetilcolina em artérias de resisténcia de camundongos (Bruder-
Nascimento et al., 2016). Além disso, recentemente mostramos que o aumento da
atividade do NLRP3 no CC, por meio da incubagdo com lipopolissacarideo seguido
por adenosina trifosfato (ATP), prejudica o relaxamento dependente de endotélio pra
acetilcolina e também para nitroprussiato de sédio. Isto ocorre principalmente devido
ao NLRP3 reduzir a atividade da eNOS (residuo de serina 1177) e a expresséo da
guanilato ciclase- (GCp) (Fais et al., 2019).

Uma vez demonstrado que a ET-1 prejudica a fungao erétil, por meio da
atividade do NLRP3, em modelo de hipertensdo DOCA/sal. Decidimos entao
investigar os possiveis mecanismos que poderiam estar relacionados com este

prejuizo.

O tratamento com bosentan ou a delegdo génica do NLRP3, respectivamente
reduziu ou preveniu o aumento de neutréfilos no CC de camundongos submetidos ao
modelo de hipertensdo DOCA/sal. Reconhecidamente, a ET-1 aumenta os niveis de
TNF-a, IL-1B e IL-6 (Yeager et al., 2012), a expressao de moléculas de adesdo em
células endoteliais (Li, Chu, et al., 2003; Callera et al., 2004), estimula a agregacéao de

NPM e contribui para o aumento do processo inflamatério e disfuncao endotelial. Além
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disso, ja foi demonstrado que cristais de colesterol, em modelo de aterosclerose em
camundongos, promovem ativagao do NLRP3 ou dos componentes para formagao do
inflamassoma, aumentam o acumulo de neutréfilos e a formagdo de complexos
conhecidos neutrophils extracelular traps (NETs) (Westerterp et al., 2018). Do mesmo
modo, os cristais de colesterol ativam linfocitos Th17 e amplificam o recrutamento de

células do sistema imune para as placas de ateroma (Warnatsch et al., 2015).

Os NPMs promovem danos no miocardio através do aumento na liberagédo de
ROS, proteases e metabdlitos do acido araquidbénico (Hansen, 1995). A ET-1 é
responsavel pelo acumulo de NPMs, estresse oxidativo e disfungdo na mucosa
intestinal de ratos (Oktar et al., 2000). O bloqueio de receptores ETa reduz o numero
de neutrdfilos e a atividade da mieloperoxidase no miocardio isquémico (Gonon et al.,
2001). Ademais, a delecédo do gene que codifica a pré-pro-ET-1 em células endoteliais
de camundongos reduz a inflamacao vascular promovida pela ligacdo da artéria
carétida (Anggrahini et al., 2009).

O NLRP3 também é responsavel por regular a fungao de neutrofilos e promover
lesdo hepatica em modelo de isquemia e reperfusdo em camundongos (Inoue et al.,
2014). De fato, o aumento de IL-1p e caspase-1 promovem recrutamento e ativagao
de células autoimunes como neutréfilos, no sitio de infecgao ou devido a dano tecidual
em orgaos terminais (Latz et al., 2013). Além disso, a IL-18 aumenta a severidade da
placa de ateroma na aorta de camundongos deficientes para apolipoproteina E,
possivelmente através do aumento da expressdo de VCAM-1 e proteina

quimioatrativa de mondécitos-1 (monocyte chemotactic protein-1, MCP-1).

Adicionalmente, existem evidéncias que o sistema imune adaptativo também
desempenha um grande papel na génese e agravamento da hipertenséo (Harrison et
al., 2011; Muller et al., 2011; Marvar et al., 2012). De fato, camundongos deficientes
para RAG17 [RAG (ndo apresentam linfocitos)], sdo resistentes a desenvolver
hipertensdo nos modelos por infusdo de angiotensina Il e DOCA/sal. Entretanto,
quando estes animais RAG1-- recebem linfocitos T, mas ndo B, passam a desenvolver
hipertensao (Guzik et al., 2007; Marvar et al., 2009). Estes linfécitos liberam citocinas
pro-inflamatérias que promovem aumento da vasoconstricdo e retencdo de sodio,

levando ao aumento da presséao arterial (Guzik et al., 2007; Madhur et al., 2010).

Uma vez mostrado que o aumento da atividade do NLRP3 por meio da ET-1

promove prejuizo na fungédo erétil e aumento no recrutamento de neutrdfilos e
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linfécitos no CC de camundongos. Decidimos investigar os mecanismos envolvidos

no recrutamento de neutrdéfilos e linfocitos.

Assim, observamos que o tratamento com bosentan ou a dele¢do génica do
NLRP3, respectivamente, reverteu ou preveniu o aumento na expressao fatores que
promovem recrutamento de células do sistema imune, como VCAM-1, ICAM-1 e
CCL2. A ET-1 tem um grande papel na liberagdo de quimiocinas como MCP-1,
proteina inflamatoria de macrofagos-1a [monocyte Inflammatory protein(MIP-1a)] ou
RANTES (Molet et al., 2000). Adicionalmente, essas quimiocinas modulam a
expressao de moléculas de adesdo como ICAM-1, VCAM-1, além de induzir a
liberagdo de diversos mediadores por neutrofilos e linfocitos Th1 (Vaddi e Newton,
1994).

A ET-1 estimula VCAM-1 arterial em pacientes com hipertenséo arterial (Li,
Chu, et al., 2003). A VCAM-1 e ICAM-1 sao responsaveis pela adesao de células do
sistema imune no leito vascular (Blankenberg et al., 2003). A ET-1 também promove
proliferagdo de células de musculo liso vascular (Li et al., 2010)(Li, 2010). Ja foi
observado que a ET-1, por meio de receptores ETa, promove aumento da formagao
do complexo enzimatico da NAD(P)H oxidase e eleva a pressao arterial em ratos
DOCA/sal (Callera et al., 2006). Além disso, o tratamento com BMS 182874,
antagonista seletivo para receptores ETa, reduz significativamente a atividade de
ICAM-1, VCAM-1 e a mieloperoxidase (Callera et al., 2004). Além disso, existem
receptores para ET-1 em linfécitos T. Estes linfécitos T sédo responsaveis por modular
a expressao de receptores ETae ETs no musculo liso vascular, o que contribui para a

progressao da aterosclerose na aorta de pacientes (lwasa et al., 1999).

O NLRP3 também esta intimamente relacionado ao aumento do recrutamento
de células do sistema imune, por meio da estimulagcdo de moléculas de adeséo ou
fatores quimioatrativos. De fato, camundongos submetidos ao modelo de hipertensao
DOCA/sal apresentam prejuizo na funcao renal, além de aumento de VCAM-1, ICAM-
1 e CCL2 no rim. No entanto, o tratamento com MCC950, um inibidor seletivo do
NLRP3, restaura a fungdo renal e reduz a expressao destes fatores (Krishnan et al.,
2019). Adicionalmente, o NLRP3 também promove aumento de VCAM-1 e ICAM-1
em modelo de infusdo de aldosterona (Bruder-Nascimento et al., 2016) ou de

aterosclerose induzida por diabetes (Wan et al., 2019) em camundongos.
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A integridade estrutural do CC é importante para fungao erétil. Adicionalmente,
as células do sistema imune tém grande papel promovendo fibrose e aumento da
camada média no leito vascular. Desta forma, verificamos possiveis alteragcdes
estruturais promovidas pela ET-1 ou o NLRP3 no modelo de hipertensao DOCA/sal.
Para tal, determinamos a deposi¢cdo de colageno e avaliamos mudangas na

quantidade de musculo liso.

Observamos que houve fibrose e aumento proliferagdo de musculo liso nos
cortes de tiras do CC de camundongos WT DOCA/sal e, o tratamento com bosentan
ou a auséncia do NLRP3 reverteu ou preveniu a fibrose e o0 aumento na proliferagao
de musculo liso. O modelo de hipertensdao DOCA/sal e a hipertensao arterial em
humanos compartilham grande parte das alteragdes ocorridas no leito vascular como
hipertrofia, fibrose (Mirkovic et al., 2002) e disfungcdo endotelial. Adicionalmente, a
Hipertensdo DOCA/sal é conhecida por provocar hipertrofia cardiaca (Loch et al.,
2006; O'brien et al., 2010) e renal (Klanke et al., 2008) de ratos. Além disso, a
hipertensdo DOCA/sal promove hipertrofia em pequenas e grandes artérias em ratos,
com proeminente espessamento da camada média por meio da atividade da ET-1
(Deng e Schiffrin, 1992).

A ET-1, por meio de receptores ETa, tem um grande papel na hipertrofia e
fibrose no coragdo (Ammarguellat et al., 2001; Ammarguellat et al., 2002). Além disso,
a ET-1 também promove proliferagdo de células de musculo liso vascular (Li et al.,
2010). Adicionalmente, a inibigdo farmacoldgica do NLRP3 restaura a fungéo renal e

previne o aumento da fibrose renal em camundongos DOCA/sal (Krishnan et al., 2019)

Uma vez demonstrado os mecanismos envolvidos e as alteragdes morfologicas
promovidas pela ET-1 no recrutamento de neutrdfilos e linfécitos Th1, e que este efeito
€ mediado via aumento da atividade do NLRP3, decidimos investigar se os neutrofilos
e linfécitos estariam envolvidos na génese e agravamento da disfungéo erétil na

hipertensao arterial.

Inicialmente, foi demonstrado que a deplecado de neutrofilos reduz a IL-13 e
atenua a caspase-1 no CC de camundongos DOCA/sal. De fato, neutrofilos s&o
cruciais para modulagdo da inflamacéo vascular (Phillipson e Kubes, 2011). Além
disso, ja foi demonstrado em modelo experimental de artrite, que a produgéo de IL-18
em neutréfilos nao é dependente de caspase-1 (Guma et al., 2009). O NLRP3 também

regula a funcdo dos neutréfilos em modelo de isquemia e reperfusdo hepatica em
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camundongos (Inoue et al., 2014). De fato, a atividade dos componentes do
inflamassoma NLRP3, assim como a ET-1 esta ligada ao recrutamento e atividade
dos neutrdfilos e alteragbes morfologicas no CC de camundongos DOCA/sal. Desta
forma, decidimos investigar se o aumento de neutrodfilos e linfocitos Th1 tém algum

papel na regulatério na fungao erétil.

A deplecao de neutrdfilos restaura a pressao arterial, funcao erétil e vascular
em camundongos submetidos a hipertensdo DOCA/sal. Diversos estudos mostraram
o papel do aumento do recrutamento de neutrofilos na génese e agravamento da
hipertensdo (Jackson et al., 1992; Ofosu-Appiah et al., 1997; Kristal et al., 1998;
Chatterjee et al., 2007; Morton et al., 2008). Isto ocorre principalmente por meio de
sua acao pro-oxidativa e pro-inflamatéria. Além isso, a produg¢ao do NO por meio da
INOS em neutrdfilos parece tem um grande papel no prejuizo na fungao vascular em
ratos (Chatterjee et al., 2007).

Neutrdfilos, através de sua acao proteolitica, tem acao oxidativa e citotéxica no
endotélio vascular de ratos espontaneamente hipertensos (Ofosu-Appiah et al., 1997).
Adicionalmente, neutréfilos circulantes podem modular o ténus vascular, uma vez que
sdo capazes também de suprimir a iINOS dependente de IFN-y em camundongos
(Morton et al., 2008). Ademais, ja foi demonstrado que doadores de NO inibem a
adesao e migracao de neutrdfilos na vasculatura induzida por estimulo com LPS. Tal

efeito se deve a inibicdo da E-selectina (Kosonen et al., 2000).

Diferentemente dos efeitos observados pela deplecdo de neutrdfilos, a
auséncia de linfécitos ndo alterou a expressao de IL-1B. Entretanto, preveniu o
aumento de caspase-1 em camundongos RAG17 submetidos ao modelo de
hipertensdo DOCA/sal. De fato, poucos estudos mostram a atividade do NLRP3 em
células linfoides. Contudo, o NLRP3 é fundamental para regular a atividade do sistema
complemento e linfocitos Th1, afetando diretamente a produgao de IFN-y. Além disso,
ja foi demonstrado que ha ativagdo do inflamassoma NLRP3 em linfécitos T na
circulagao periférica de pacientes hipertensos, por meio da ativagdo de canais para
potassio voltagem dependente 1,3 (Zhu et al., 2017). Confirmado que a atividade dos
componentes do inflamassoma NLRP3 esta correlacionada com a atividade dos
linfécitos, decidimos investigar se estes tém alguma fungéo na regulatéria na fungao

erétil.
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A auséncia de linfocitos preveniu o aumento na pressao arterial e endotelial em
camundongos submetidos a hipertensdo DOCA/sal. Curiosamente, o prejuizo na
funcao erétil ndo foi completamente prevenido, pois houve melhora somente para o
estimulo com menores frequéncias. Guzik et al. (2007) mostraram que a auséncia de
linfécitos em camundongos RAG1-- preveniu o aumento da pressao arterial e prejuizo
na funcdo vascular promovidas pelo modelo de hipertensdo DOCA/sal e/ou por
infusdo de angiotensina Il. Além disso, Guzik et al. (2007) mostraram que a reposi¢ao
de linfécitos T restaura o quadro hipertensivo nestes camundongos, 0 mesmo n&o
ocorre com a reposigcao de linfocitos B. Adicionalmente, a dele¢cdo do gene RAG1
atenuou a pressao arterial e preveniu o dano renal em ratos Dahl sensiveis a sal
(Mattson et al., 2013).

Embora ndo existam estudos mostrando o papel do infiltrado de neutréfilos ou
linfocitos alterando a funcédo do CC, podemos especular que os danos promovidos por
estas células do sistema imune no CC ocorre da mesma forma que na vasculatura

devido a similaridade entre as estruturas vasculares e o CC.
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7. Conclusao:

O NLRP3 constitui-se um mecanismo importante para a génese da DE, por
meio do aumento na liberagédo de citocinas, recrutamento de neutrofilos e linfocitos

Th1, promovidos pela ET-1 no CC
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8. Anexos.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Papel do NLRP3 na disfungdo
erétil em modelo de hipertensdo DOCA/sal e sua possivel ativagdo por ET-1", registrado com
0 nimero 213/2016, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Silva Carneiro,
envolvendo a produgdo, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de
julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto da Universidade de S3o Paulo em

reunido de 30 de janeiro de 2017.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 160 camundongos C57Bl/6 machos
pesando 25g, oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo; e 160 camundongos transgénicos machos (linhagens Nalp-3 KO e
Caspase-1 KO) pesando 25g, oriundos do Centro de Criagdo de Camundongos Especiais da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. Vigéncia da
autorizagdo: 30/01/2017 a 15/02/2019.

We certify that the Protocol n° 213/2016, entitled “Role of NLRP3 on erectile dysfunction in DOCA/salt hypertensive
model and its possible activation by ET-1”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted
by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local
Animal Ethical Committee from Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo in 01/30/2017. This
protocol involves the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except humans) for research purposes, and includes the use of 160 male C57B1/6 mice weighing 25g, from the Central
Animal House of Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo; and 160 male transgenic mice (strains
Nalp-3 KO and Caspase-1 KO) weighing 25g, from the Special Mice Breeding Center of Ribeirdo Preto Medical
School, University of S3o Paulo. This certificate is valid until 02/15/2019.

Ribeirdo Preto, 30 de janeiro de 2017

Al

Prof. Dr. Ferngrido Silva Ramalho
Presidente da ZEUA — FMRP — USP

Comissgo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeir3o Preto da Universidade de S3o Paulo
(16)3315-3301
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NLRP3 plays a role in vascular diseases. Corpora cavernosa (CC) is an extension of the vasculature.

We hypothesize that NLRP3 plays a deleterious role in CC relaxation. Male C57BL/6 (WT) and NLRP3
deficient (NLRP3™/") mice were used. Intracavernosal pressure (ICP/MAP) measurement was
performed. Functional responses were obtained from CC strips of WT and NLRP3~/~ mice before and
after MCC950 (NLRP3 inhibitor) or LPS +ATP (NLRP3 stimulation). NLRP3, caspase-1, IL-13, eNOS,
nNOS, guanylyl cyclase-31 (GC31) and PKG1 protein expressions were determined. ICP/MAP and
sodium nitroprusside (SNP)-induced relaxation in CC were decreased in NLRP3~/~ mice. Caspase-1,
IL-13 and eNOS activity were increased, but PKG1 was reduced in CC of NLRP3~/~. MCC950 decreased
non-adrenergic non-cholinergic (NANC), acetylcholine (ACh), and SNP-induced relaxation in WT mice.
MCC950 did not alter NLRP3, caspase-1 and IL-13, but reduced GCB31 expression. Although LPS +ATP
decreased ACh- and SNP-, it increased NANC-induced relaxation in CC from WT, but not from NLRP3~/—
mice. LPS +ATP increased NLRP3, caspase-1 and interleukin-13 (IL-13). Conversely, it reduced eNOS
activity and GCB1 expression. NLRP3 plays a dual role in CC relaxation, with its inhibition leading to
impairment of nitric oxide-mediated relaxation, while its activation by LPS + ATP causes decreased CC
sensitivity to NO and endothelium-dependent relaxation.

The corpora cavernosa (CC) are the primary structure responsible for penile erection. These structures depend on
the abundant blood supply to carry out their function'~. The CC tonus is modulated by the activity of the sym-
pathetic (SNS) and parasympathetic (PNS) autonomic nervous system*”. The SNS is responsible for the mainte-
nance of the flaccid state of the penis through the release of noradrenaline (NA), which leads to the activation of
calcium-dependent and -independent signaling pathways that promote CC smooth muscle contraction. On the
other hand, the PNS induces CC relaxation, by nitric oxide (NO) release, directly from nitrergic nerve-endings
containing neuronal NO synthase (nNOS) or the activation of the endothelial NO synthase (eNOS) isoform by
acetylcholine from cholinergic nerve-endings.

The erectile function is closely linked with vascular function, mainly due to the similarity of the structures that
form the cavernosal spaces and the arterioles*~".

Several studies suggest that the immune system play a role in CC tone modulation through the release and
activation of inflammatory mediators®-'°. Toll-like receptors (TLR) overactivation impairs the reactivity of CC
mainly by the release of proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor (TNF)-a and interleukin
(IL)-13"""2. These mediators stimulate CC contractile responses, through increased RhoA/Rho Kinase activity'’,
and reduction of NO bioavailability, which decreases the relaxation of CC'% Elevated levels of these cytokines
may also lead to CC structural changes in chronic conditions'*-*,

IL-18 is the product of inflammasome activation’®?'. The inflammasome is a multiprotein complex of the
innate immune system, and the nucleotide-binding oligomerization domain leucine-rich repeat containing
pyrin 3 (NLRP3) is the most studied receptor of this complex. NLRP3 depends on two signals for its activation.
First, nuclear factor kappa B (NF-xB) activation, mainly via TLR4, releases inactive forms of cytokines as well
as components of the inflammasome complex””. The second signal occurs through a membrane perturbation,
such as pore-forming proteins in the membrane, ATP-P2X channels overactivation, increased reactive oxygen
species (ROS) generation, phagolysosomal or mitochondrial destabilization”. The second signal leads to NLRP3

Departments of Pharmacology, Ribeirao Preto Medical School, University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.
*Departments of Physiology, Ribeirao Preto Medical School, University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil. *email:
fsilvac@usp.br
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Figure 1. Effect of NLRP3 deletion in the ICP/MAP ratio (a) and raw ICP data (b). Graph depicts the ICP/
MAP ratio and raw ICP response to cavernosal nerve stimulation assessed over a range of frequencies (0.2—

20 Hz). Data represent the mean + SEM values of the groups (graph in the left). Representative tracings showing
changes in intracavernosal pressure (bottom traces) and blood pressure (top traces) in response to electrical
stimulation of the cavernosal nerve stimulation (right of the figure). *p < 0.05 compared to WT group. n=5-6.
The comparison of each frequency value for the ICP/MAP ratio and raw ICP of WT (white bars) and NLRP3~/~
(black bars) was performed by Student’s t-test. ICP = intracavernosal pressure; MAP = mean arterial pressure.

oligomerization and assembly of the inflammasome complex, which promotes caspase-1 auto-cleavage and sub-
sequent processing and release of the active forms of [L-13 and IL-18?>%. The components of the inflammasome
are closely linked with the onset of vascular dysfunction, leading to functional and/or structural damage?’~'.
Based on these data, we hypothesized that NLRP3 plays a detrimental role in the modulation of the CC relaxation,
which may predispose to erectile dysfunction (ED) development.
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Figure 2. Frequency-response curves for NANC-induced relaxation (a), concentration-effect curves to
acetylcholine (100 pM-10 uM) (b) and sodium nitroprusside (10 pM-30pM) (c) in CC strips of WT (white
spheres) and NLRP3~'~ (black squares) mice. Data represent the mean = SEM values of the groups. *p < 0.05
compared to WT group. n =4-6. The comparison of each frequency value for NANC-induced relaxation, pECy;
and Emax parameters was performed by Student’s t-test.

Materials and Methods

Animals. Male C57BL/6 (WT) and NLRP3~/~ mice were housed in a room with controlled temperature (20
to 22°C) and on light/dark cycles of 12 hours with free access to standard chow and filtered water. Mice were used
at 10 to 12 weeks of age (25 g). All experimental animal protocols followed the regulations of the National Council
on Animal Experimental Control (CONCEA, Brazil) and were approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation (CEUA n® 005/2015-1) at Ribeirao Preto Medical School.

Drugs and solutions. Physiological Krebs Henseleit buffer of the following composition was used:
NaCl 130 mM, KCl 4.7 mM, KH,PO, 1.18 mM, MgS80,.7H,0 1.17 mM, NaHCO; 14.9 mM, EDTA 0.026 mM,
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Drug  [WTvehice | WTMCC950
Pharmacological inhibition of NLRP3 with MCC950
ACh
pEC., 6.90+£0.09 6.32£0.09%
Emax 80.50+8.91 53.93+3.87*
SNP
PEC;, 7.25+0.06 6.67 + 0.08%
Emax 100 £3.40 100+6.18
Concentration-effect curves in CC from NLRP3 '~ mice
Drug wT NLRP3 '
ACh
PECsy 7.27+0.10 7.26 0.11
Emax 71.61+7.84 75.86 £6.84
SNP
pECsy 6.22+0.06 5.73 +£0.10%
Emax 80.02+2.45 63.11+£5.23*
Activation of NLRP3 with LPS + ATP
Deug s ‘ IPS.+ ATP PLRES: = velicls LS 4 ATP
ACh
pECs 6.7410.07 6.90+0.09 6.8810.06 6.90+0.12
Emax 79.28+5.21 54.60 £ 5.69* 68.29+2.10 61.41+10.66
SNP
pECs 7.29+0.14 6.61 +0.06% 7.04£0.09 6.68+0.10
Emax 100 £4.80 100+£2.64 100£3.25 100£3.99

Table 1. Values of Emax (%) and pECs, for the concentration-effect curves to ACh and SNP in CC from WT
and NLRP3~/~ mice under conditions of stimulation (LPS + ATP) or inhibition (MCC950) of the NLRP3
inflammasome. Values are mean +SEM (n=4 to 6 in each group). *p < 0.05 WT vehicle vs WT MCC950, WT
vs NLRP3 " or WT vehicle vs WT LPS + ATP. The comparison of pECs; and Emax parameters was performed
by Student’s t-test.

CaCL.2H,0 1.6 mM and D-glicose 5.55 mM. The incubations were performed with MCC950 (1 uM* Cayman
Chemical 17510; diluted in 5% DMSO and 95% deionized water), lipopolysaccharide (LPS) (1 ug/mL; diluted in
deionized water), adenosine 5-triphosphate (ATP) [(2mM, Sigma- Aldrich A6144; diluted in deionized water).
To evaluate the relaxation, the following drugs were used: acetylcholine (ACh) (100 pM-10 pM; diluted in deion-
ized H,0), sodium nitroprusside (SNP) (10 pM-30uM; NO donor), phenylephrine (10uM), guanethidine (30 uM),
atropine (1uM) and L-NAME (100 mM) purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Stock solutions were
prepared in deionized water and stored in aliquots at —20°C; dilutions were made up immediately before use.

Cavernosal tissue reactivity. Cavernosal strips were isolated and mounted in 5 mL-myograph chambers
(Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark) containing Krebs Henseleit buffer continuously bubbled with a
mixture of 95% O, and 5% CO, and maintained at 37 °C. The tissues were stretched to a resting force of 2.5mN
and allowed to equilibrate for 60 min Changes in isometric force were recorded using a PowerLab/8SP data acqui-
sition system (Chart software, version 5.2; ADInstruments, Colorado Springs, CO). A solution containing high
concentration of potassium chloride (KCl, 120mM) was added to the organ baths at the end of the equilibration
period to verify the contractile ability of the preparations. The CC strips were divided into three groups: group
1 -WTand NLRP3 /- CC strips; group 2 - WT CC strips incubated with NLRP3 MCC950 or vehicle for 2 hours;
group 3 - WT and NLRP3 /"~ CC strips incubated with vehicle or LPS for 4 hours followed by stimulation with
ATP for 10 minutes (LPS + ATP).

Relaxation responses were evaluated by cumulative concentration-response curves for ACh and SNP in CC
strips contracted with phenylephrine. All SNP concentration-response curves were performed after incubation
with L-NAME (100 pM; diluted in deionized H,0) to prevent interference of basal NO production. Electrical
field stimulation (EFS) (20V, 0.2 to 32 Hz) was performed to determine non-adrenergic non-cholinergic
(NANC)-mediated relaxations. Briefly, it was performed an incubation (30 minutes) with guanethidine (30 uM)
and atropine (1 uM); the strips were then contracted with phenylephrine (10 uM). After reaching a plateau, the
EFS was performed to observe the relaxation. Each stimulation lasted 10s, and an interval between stimuli was
allowed until full recovery of the resting tension.

Western blot assay. The CC were isolated, cleaned from surrounding fat tissue, snap frozen in liquid nitro-
gen and homogenized in a lysis buffer [50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 1 mM EDTA, 1pg/
ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, 1 pg/ml aprotinin, I mM sodium orthovanadate, 1 mM phenylmethanesul-
fonyl fluoride (PMSF), and 1 mM sodium fluoride]*. Protein concentration was determined by the Bradford
assay. Spectra multicolor broad range protein ladder (10 to 260 KDa) was used as a protein standard. Aliquots

SCIENTIFIC REPORTS | (2019) 9:16224 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-52831-0

145



146

www.nature.com/scientificreports/

a pro-caspase-1 (40 Klja):

O wWT
. NLRP3

caspase-1 (20 KDa) :

GAPDH (36 KDa) —p

O wr
BN NLRP3

=
pro-caspase-1
/GAPDH
o .4 a o
Al *

caspase-1/GAPDH
s s =
T 9

]

€ ol 1pGIKD) —_— d
R * ] WI
IL-1B (17KDa) | - e
6 - EE NLRP3

O wr

*
20 _— Bl NLRP3 0 —_—
1.0
0.5
0.0 —

Figure 3. Densitometric analysis of caspase-1 (a), pro-caspase-1 (b), IL-103 (¢) and pro-1L-13 (d) in CC strips
of WT (white bar) and NLRP3 " (black bar) mice. The expression of GAPDH was determined and used as the
internal control. The bars represent the mean = SEM values of protein expression. *p < 0.05 compared to WT
group. n=6-8. The comparison of protein expression was performed by Student’s t-test.

pro-IL-1B/GAPDH

IL-1B/GAPDH

with 30 pg of proteins were prepared and separated by electrophoresis at 100V for 2 hours at 4°C in 10% poly-
acrylamide gel (SDS-PAGE) and transferred for 1 hour to a nitrocellulose membrane at 100V at 4 °C. Gels were
stained with Coomassie blue and membranes with Ponceau red 2% to demonstrate the transference efficiency.
Nonspecific binding sites of the membrane to the primary antibodies were blocked with 5% bovine serum albu-
min (BSA) solution for 1 hour at room temperature. The primary antibodies described below were incubated for
12 hours at 4°C, and the secondary antibodies were incubated for 1 hour at room temperature. Protein bands
visualization were obtained by chemiluminescence after ECL reaction (Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent) and image capture performed on ImageQuant 350 gel imager (GE Healthcare, Piscata Way,
NJ, USA). The densitometric quantification was performed by Image]® software. Membranes were stripped
with restore western blot stripping buffer (Thermo) for 45 minutes at 37 °C. The following antibodies were used
in the study: NLRP3 (MAB7578, diluted 1:500, R&D), caspase-1 (IMG-5028, diluted 1:500, Imgenex), IL-13
[(H-153)-SC-7884, diluted 1:500, Santa Cruz Biotechnology], phospho-eNOS [(ser1177)-95718, diluted 1:500,
Cell Signal], eNOS (9572, diluted 1:500, Cell Signaling), nNOS (42345, diluted 1:1.000, Cell Signaling), PKG1
(32485, diluted 1:500, Cell Signaling), guanylyl cyclase o (GCa) (AB50358, diluted 1:1.000, Abcam), guanylyl
cyclase f (GCB) (SAB4501344, diluted 1:1.000, Sigma-Aldrich). The glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) (G9545, diluted 1:5.000, Sigma-Aldrich) expression was used as endogenous control for normalization
of all proteins. Membranes were then incubated with the following secondary antibodies: goat anti-mouse IgG
H&L (AB6789, diluted 1:10.000, Abcam), goat anti-rabbit IgG H&L (AB6721, diluted 1:10.000, Abcam), rabbit
anti-rat IgG (AB6703, diluted 1:3.000, Abcam).
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Figure 4. Densitometric analysis of nNOS (a), GCj (b), GCa (¢), PKG1 (d) and eNOS phosphorylation (e)
expressions in CC strips of WT (white bars) and NLRP3~/~ (black bars) mice. The expression of GAPDH was
determined and used as the internal control. Data represent the mean & SEM values of protein expression.

#p < 0.05 compared to WT group. n=4-6. The comparison of protein expression was performed by Student’s
t-test.

In vivo measurements of intracavernosal pressure and mean arterial pressure.  The animals were
anesthetized with 2% isoflurane in 100% oxygen (2 L/min). Then, the left carotid artery and right CC of each
mouse were cannulated for continuous monitoring of mean arterial pressure (MAP) and intracavernous pressure
(ICP), respectively. Finally, the cavernosal nerve (CNV) was stimulated electrically with silver electrodes at dif-
ferent frequencies (5 V, 1 ms pulses, and frequencies between 0.2 and 20 Hz) to induce changes in ICP. During the
stimulation these animals were maintained anesthetized with isoflurane 1% in 100% oxygen (2 L/min).

Statistical analysis. The results were analyzed by the Student’s t-test. Values of p less than 0.05 were considered
statistically significant. The contractile responses were represented as the force developed from the baseline tonus in
millinewtons (mN) normalized by the dry weight (g) of individual CC strips in a given number (n) of experiments.
On the other hand, relaxation responses were expressed as the percentage change from pre-contraction induced by
phenylephrine. Concentration-effect curves were submitted to non-linear regression analysis using the GraphPad
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Figure 5. Frequency-response curves for NANC-induced relaxation (a), concentration-effect curves to
acetylcholine (100 pM-3 uM) (b) and sodium nitroprusside (10 pM-30pM) (c), in vehicle- (white spheres) or
MCC950-treated (1 puM, black spheres) CC strips from WT mice. Data represent the mean + SEM values of
the groups. *p < 0.05 compared to vehicle group. n = >5-6. The comparison of each frequency value for NANC-
induced relaxation, pECs; and Emax parameters was performed by Students t-test.

Prism program (GraphPad Prism 6.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Agonist potency and maxi-
mal response were expressed as pEC;, (negative logarithm of molar concentration producing 50% of the maximal
response) and E_ . (maximal effect produced by the agonist), respectively. Statistical analysis of the E_,,, and pEC,
values was performed using nonlinear regression followed by Student’s t-test.

Results

Effect of NLRP3 deletion on the erectile function of mice.  The first set of experiments shows that
in vivo measurement of ICP demonstrated that electrical stimulation of the cavernosal nerve induced frequen-
cy-dependent ICP changes in NLRP3~"~ and WT mice. The ICP/MAP ratio at 8, 12 and 16 Hz was decreased
in NLRP3 /'~ mice (Fig. 1a). In addition, the ICP alone at 4, 8, 12 and 16 Hz was decreased in NLRP3 /" mice
(Fig. 1b). These data suggest that NLRP3~/~ mice display decreased erectile function.

SCIENTIFIC REPORTS | (2019) 9:16224 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-52831-0



149

www.nature.com/scientificreports/

a
e
GAPDH (36 KD) —- s |
10
&4 [ Vehicle
O 08 W MCC950 1 pM
=
06
2
& 04
e
= 02
z
00
b ¢
pro-caspase-1 (40 KDﬁ):
: 1 Vehicle
T) T s Wl MCC950 1 pM
25 1 4
T8 1
& &
=5
0
caspase-1 20 KDa) 3| S .
GAPDH (36 KDa) ..E
1 Vehicle
- . . MCCO50 1M
: 0.6 B
_’l.J 04
2
]
? 02
8
[X1]
d e
pro-IL-1( (31 KDa) 7§
5
[ Vehicle

i . MCC950 1 pM

11 (17 KDa) 23| -

2
GAPDH (36 KDa) --E s | ‘ I
]

1.5

Lo .
0.3
opd L

Figure 6. Densitometric analysis of NLRP3 (a), caspase-1 (b), pro-caspase-1 (c), IL-1B (d) and pro-IL-173 (e)
expression in CC strips of WT mice incubated with MCC950 (1 uM, black bars) or vehicle (white bars). The
expression of GAPDH was determined and used as the internal control. The bars represent the mean + SEM
values of protein expression. n= 5-6. The comparison of protein expression was performed by Student’s t-test.
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NLRP3 downstream signaling pathway and CC reactivity in NLRP3 knockout mice. No differ-
ences in NANC- or ACh-induced relaxation (Fig. 2a,b) were observed between CC strips of WT and NLRP3~/~
mice. However, SNP-mediated relaxation was decreased in CC strips of NLRP3 /- mice compared to WT
(Fig. 2¢). The values of pEC;; and Emax for the relaxation induced by ACh and SNP are described in Table 1.

The CC of NLRP3 "~ mice displayed increased expression of caspase-1 (Fig. 3a), pro-caspase-1 (Fig. 3b),
IL-1f3 (Fig. 3c) and pro-IL-103 (Fig. 3d) when compared to WT mice.
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Figure 7. Densitometric analysis of nNOS (a), GCB (b), GCa (¢), PKG1 (d) and eNOS phosphorylation (e)
expressions in CC strips of WT mice incubated with MCC950 (1 uM, black bars) or vehicle (white bars). The
expression of GAPDH was determined and used as the internal control. Data represent the mean + SEM values

of protein expression. *p < 0.05 compared to vehicle group. n=5-6. The comparison of protein expression was
performed by Student’s t-test.

total eNOS)

[(phospho eNOS
JGAPDH x10°]

Effect of NLRP3 deletion on the signaling pathways of CC relaxation. There were no changes in
nNOS (Fig. 4a) protein expression in CC of NLRP3 '~ mice. On the other hand, GCJ expression (Fig. 4b), but
not GCa (Fig. 4c) was increased in CC of NLRP3~'~ mice when compared to control animals. Also, CC strips of
NLRP3 "~ mice showed decreased expression of PKG1 (Fig. 4d) and increased eNOS phosphorylation (Fig. 4e).

Effect of NLRP3 pharmacological inhibition on CC reactivity. NANC-induced relaxation was
decreased in CC strips in the presence of a NLRP3 inhibitor (Fig. 5a). Similarly, endothelium-dependent relax-
ation to ACh (Fig. 5b) and endothelium-independent relaxation to SNP (Fig. 5¢) were decreased in CC strips
treated with MCC950. The values of pECs; and Emax for the relaxation induced by ACh and SNP are described
in Table 1.

Inhibition of NLRP3 with MCC950 did not alter the expression of NLRP3 (Fig. 6a), caspase-1 (Fig. 6b),
pro-caspase-1 (Fig. 6¢), IL-13 (Fig. 6d), or pro-IL-13 (Fig. 6e) in the CC of WT mice.

Effect of NLRP3 pharmacological inhibition on the signaling pathways of CC relaxation. There
was no change in the protein expression levels of nINOS (Fig. 7a) and reduction of GC3 (Fig. 7b) in CC strips from
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Figure 8. Frequency-response curves for NANC-induced relaxation (a,d), concentration-effect curves to
acetylcholine (100pM-3 uM) (b,e) and sodium nitroprusside (10 pM-30pM) (c,f) in mice CC strips of WT
vehicle (white spheres), WT incubated with LPS + ATP (1 pg/mL+ 2mM) (black spheres), NLRP3~~ vehicle
(black square) and NLRP3 "~ incubated with LPS+ATP (1 pg/mL+ 2 mM) (white square). Data represent the
mean =+ SEM values of the groups. *p < 0.05 compared to WT LPS + ATP group. n=>5-6. The comparison of each
frequency values for NANC-induced relaxation, pEC;; and Emax parameters was performed by Students t-test.

WT mice after incubation with MCC950. Nevertheless, MCC950 incubation did not alter the expression of GCox

(Fig. 7¢), PKG1 (Fig. 7d) and eNOS phosphorylation (Fig. 7e) in CC strips from WT mice.

Effect of NLRP3 activation on CC reactivity.

The activation of NLRP3, with LPS + ATP incubation,
increased NANC- potency (Fig. 8a), reduced the ACh- maximal response (Fig. 8b) and SNP-mediated relaxation
potency (Fig. 8¢c) in CC of WT mice. However, these functional changes were prevented in CC from NLRP3 '

mice (Fig. 8d-f). The values of pEC;; and Emax induced by ACh and SNP are described in Table 1.
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Figure 9. Densitometric analysis of NLRP3 (a), caspase-1 (b), pro-caspase-1 (c), IL-13 (d) and pro-IL-13
(e) expression in CC strips of WT mice incubated with LPS+ ATP (1 pg/mL + 2 mM, black bars) or vehicle
(white bars). The expression of GAPDH was determined and used as the internal control. The bars represent
the mean = SEM values of protein expression. *p < 0.05 compared to respective control group. n=5-6. The
comparison of protein expression was performed by Student’s t-test.

The stimulation of mice CC with LPS followed by ATP increased NLRP3 protein expression (Fig. 9a),

caspase-1 (Fig. 9b), but not pro-caspase-1 (Fig. 9c) expression, and also increased IL-13 (Fig. 9d) and a tendency
to increase pro-1L-13 (Fig. 9e) expression.
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Figure 10. Densitometric analysis of nNOS (a), GCB (b), GCa (¢), PKGI (d) and eNOS phosphorylation (e)
in CC strips of WT mice incubated with LPS+ ATP (1 pg/mL+ 2 mM, black bars) or vehicle (white bars). The
expression of GAPDH was determined and used as the internal control. Data represent the mean &= SEM values
of protein expression. *p < 0.05 compared to vehicle group. n=5-6. The comparison of protein expression was
performed by Student’s t-test.
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Effect of NLRP3 activation on the signaling pathways of CC relaxation.  Activation of NLRP3, by
LPS+ ATP, did not change nNOS (Fig. 10a) expression. Nevertheless, it reduced GC3 (Fig. 10b) without changes
in the GCa (Fig. 10c) and PKG1 (Fig. 10d) protein expression when compared to control animals. Also, the CC
strips of WT mice showed and decreased phosphorylation of eNOS (Fig. 10e).

Supplemental data.  All the Western blotting full representative membranes and the GAPDH statistics are
present in the supplemental data (Figs s1-s9).

Discussion

The results of the present study indicate that NLRP3 has a dual role in mice CC relaxation, with its inhibition leading
to impairment of NO-mediated relaxation, while its overactivation causes a decreased cavernosal smooth muscle
sensitivity to NO and endothelium-dependent relaxation. NLRP3, an essential member of the innate immune sys-
tem, overactivation or inhibition impairs, respectively, the nitric oxide- and endothelium-mediated CC relaxation.
Indeed, NLRP3 plays a crucial role in the cardiovascular system, since vascular cells can detect and respond to
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damage-associated molecular patterns (DAMPs) or pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) via TLRs and
NLRs. Therefore, it promotes the release of cytokines, chemokines and dilating hormones®***, which facilitates the
transfer and migration of leukocytes to the lesion site®*, Erectile dysfunction (ED) and cardiovascular diseases
share the same risk factors”. As an example, the sustained presence of low-grade inflammatory mediators in patients
with ED and coronary artery diseases is well documented®. Nevertheless, it was still unknown whether the machin-
ery that produces inflammatory mediators contributes to modulate the tonus of CC.

Clinical and experimental evidence show that increased activity of the innate immune system is implicated in
the pathogenesis of ED''""!, atherosclerosis®, acute coronary syndrome®, and cerebrovascular accidents*’. The
exact mechanism by which the innate immune system acts in the genesis of ED or cardiovascular diseases has
not yet been fully elucidated. Perhaps the contribution of the immune system to cardiovascular diseases and ED
development is the exacerbation of the inflammatory process, which may contribute to the generation of vascular
and CC lesions!**, Further support to this idea is the fact that the increased levels of proinflammatory cytokines
are closely linked to the genesis of ED'".

Considering the facts mentioned above, the present manuscript determined whether NLRP3, a protein
involved in IL-15 and IL-18 maturation, contributes to CC relaxation modulation. Initially, it was demonstrated
that NLRP3 is not only expressed and displayed in a constitutive manner, but it can also be activated in CC of
mice. These findings are determined by the following facts: (1) there are active caspase-1 and IL-1(3 in mice CC at
basal conditions; and (2) LPS + ATP stimulus is able to increased NLRP3 expression, caspase-1 and IL-13 release
in CC, which is similar to NLRP3 activation in cells of the immune system'®"", The basal activity of NLRP3 in CC
suggests that it may modulate CC function at physiological levels. Also, its activation may contribute to functional
changes at pathophysiological states. Since NLRP3 is expressed and active in CC, we decided to dig deeper in our
research on the effect of NLRP3 inhibition in CC.

The CC from NLRP3 ' mice showed higher expression of caspase-1, pro-caspase-1, pro-1L-13, and IL-13.
This effect may occur due to overactivation of other NLR or TLR evoked by the absence of NLRP3 in CC. The
inflammasome is a dynamic multiprotein complex, whereas different components of the inflammasome family
could be recruited to form the same platform in bone marrow macrophages infected with Salmonella® or in glo-
merular infections?. Indeed, it has been demonstrated that the activation of inflammasome can occur through
dual activation of the NLRP3 and NLR family of caspase recruitment domain-(CARD)-containing protein 4
(NLRC4) platforms. Therefore, it is possible that NLRP3 absence may lead to the NLRC4 increase®®. The increased
cytokine expression in CC from NLRP3 /'~ mice was associated with an impairment of the erectile function and
sodium nitroprusside-induced relaxation in CC. Taken together, these results suggest that compensatory changes
induced by the NLRP3 deletion in CC may account for the differences observed in functional responses between
NLRP3 pharmacological inhibition and NLRP3 '~ mice.

Our next step was to investigate whether the pharmacological inhibition would cause the same effects observed
after its genetic inhibition upon the cavernosal functional responses. The small molecule MCC950 is a potent
and selective inhibitor of NLRP3. Coll and co-workers*? demonstrated that MCC950, at nanomolar concentra-
tions, inhibits NLRP3, but not other inflammasomes, such as AIM2, NLRC4, and NLRP1. Furthermore, MCC950
reduced IL-15 production in vivo and rescued the neonatal lethality in a mouse model of the cryopyrin-associated
periodic syndrome, and it was effective in ex vivo samples from individuals with Muckle-Wells syndrome*?. Both
syndromes are characterized by four different missense mutations in the exon 3 of the NLRP3 gene, which cause
gain-of-function and defines NLRP3 as a critical component of the inflammatory process™.

Following the previous idea, in this study, the pharmacological inhibition of NLRP3 did not change basal
caspase-1 activation and IL-1( release. This result could indicate that NLRP3 is not the sole responsible for the
maintenance of the basal levels of caspase-1 and IL-13. Also, it suggests that another member of the inflammas-
ome family may partially assume NLRP3 function after its inhibition. NLRP3 activation is mainly driven by oxi-
dative stress® and cytokines release™. Also, its activation is closely linked to vascular function impairment® and
to the generation and/or worsening of cardiovascular™ and metabolic™ diseases, such as arterial hypertension®*’,
atherosclerosis®, diabetes™, and obesity®®®". These effects occur because increased 1L-13 or IL-18 cytokines pro-
mote endothelial dysfunction®®*® and vascular smooth muscle proliferation®*“>. In contrast, the present study
demonstrated that NLRP3 inhibition impaired the endothelium-dependent and endothelium-independent
relaxation.

The canonical activation of NLRP3 uses the apoptosis-associated speck-like protein containing CARD (ASC),
an adaptor protein, to activate caspase-1 and, subsequently, the release of IL-153 and TL-18%. On the other hand,
the non-canonical activation of NLRP3 is mediated by caspase-11, which triggers caspase-1-independent mac-
rophage death and caspase-1-dependent IL-13 and IL-18 production in response to inflammasome activators.
Caspase-11 is expressed not only in cells of the immune system but also in the epithelium®-%’. The present study
indicates that NLRP3 may modulate the cavernosal smooth muscle relaxation, at least partially, independent
of its canonical and noncanonical role, since MCC950 did not inhibit caspase-1 and IL-13 production at basal
conditions.

The NO is synthesized by the constitutive forms of NOS: the nNOS and eNOS. These enzymes are coupled
to Ca?* and calmodulin and are involved in the relaxation of CC. NO-induced soluble guanylyl cyclase (GC)
stimulation is essential in the erectile process, and it has been reviewed in detail™!. GC catalyzes the conversion
of guanosine triphosphate (GTP) into cyclic guanosine monophosphate (cGMP). cGMP activates the PKG1,
promotes depletion of cytosolic calcium (Ca’*), and this leads to CC smooth muscle relaxation®*. NO may
be also produced by the inducible NOS (iNOS) isoform, which is expressed in inflammatory condition such as
endotoxemia induced by LPS treatment™.

Surprisingly NLRP3 '~ mice displayed increased eNOS phosphorylation and GC protein expression in
CC. Conversely, the pharmacological inhibition of NLRP3 with MCC950 impaired CC relaxation. In conjunc-
tion, there was a reduction in GC(3 subunit expression, which may account for cavernosal decreased relaxation.
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NO/cGMP pathway has an anti-inflammatory effect by reducing the expression of intracellular cell adhesion
molecule-1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) induced by TNF-a in rat aorta™ or
in carrageenan model of hypernociception’. Also, NO inhibits the NLRP3 inflammasome activation in mac-
rophages, which may involve S-nitrosylation of NLRP3 and caspase-17". Therefore, it is tempting to speculate that
the increased eNOS phosphorylation and GCB may occur to counteract the increased expression of IL-18 in the
CC of NLRP3~/~ mice. On the other hand, the PKG1 expression is reduced in the CC of NLRP3~/~ mice, and this
could indicate that NLRP3 modulates the NO-dependent relaxation in CC.

Experiments were also performed to determine whether the NLRP3 activation would promote oppo-
site effects from those after NLRP3 genetic deletion or its pharmacological inhibition. Indeed, CC
stimulation with LPS + ATP (NLRP3 activation) decreased ACh-(endothelium-dependent) and SNP-
(endothelium-independent)-induced relaxation. High cytokine levels lead to increased ROS generation and
impair the NO/cGMP pathway*>7, Based on these results we speculate that increased caspase-1 and IL-13 may
lead to endothelial and smooth muscle dysfunction, which then underlie cavernosal reactivity dysfunction.
Further support to this idea is the fact that CC from NLRP3~/~ mice, which exhibited increased caspase-1 and
IL-1B, also displayed reduced relaxation to a NO donor. However, it is noteworthy that the NLRP3 activation was
performed with ATP (as a second signal to activate NLRP3) and mice CC not only express purinergic receptors
but also respond to their activation. ATP decreases phenylephrine-induced contraction in preparations of CC
from rabbits”* and acts as a potent relaxant agent in CC from humans®'. Also, the sequential hydrolysis of ATP
may result in adenosine formation, which directly relaxes mice CC¥8, Therefore, ATP and other metabolic
breakdown products may account for some of the effects observed in the present study. The development of
pharmacological tools (agonists) more specific to activate NLRP3 in CC will enable to rule out this possibility. On
the other hand, LPS + ATP increased the relaxation response to EFS. The relaxation produced by EFS is mainly
dependent on nNOS activity. Previous studies have shown inconsistent results on nNOS expression after LPS
stimulation. As an example, the expression of nNOS increased in rat oligodendrocytes™ and paraventricular
nucleus®, and vena cava®™ of pigs. Nevertheless, nNOS expression decreased in rat cardiac myocytes after LPS¥’
incubation. In the present study, LPS + ATP stimulation did not change nNOS expression in mice CC, suggesting
that nNOS is not involved in the increased functional response to EFS-induced relaxation. Therefore, additional
studies are required to investigate the mechanisms responsible for increased CC relaxation evoked by EFS after
LPS+ ATP stimuli.

NLRP3 activation reduced the activity of eNOS and expression of GCP in CC. Indeed, increased activity of
NLRP3 impairs the endothelial function in the vasculature through aldosterone-' or TXNIP-induced NLRP3
activation®®. Also, NLRP3 increased activity in the endothelium synergizes with hyperlipidemia to cause a top-
ographic distribution of atherosclerotic lesions™. Considering that GC3 is stimulated by NO, the reduction of its
expression might be due to the decrease in eNOS activity.

In summary, our study shows that NLRP3 has a dual role in mice CC relaxation in vitro, with its inhibition
leading to impairment of nitric oxide-mediated relaxation, while its activation by LPS + ATP causes decreased
cavernosal smooth muscle sensitivity to NO and endothelium-dependent relaxation. Therefore, NLRP3 may rep-
resent a novel target to modulate erectile function.
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