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RESUMO

Goncalves, FZ. Expressao dos receptores de endotelina ETa e ETs e dos
microRNAs miR-155 e miR-199 em ratos submetidos ao alcoolismo crénico e
diabetes. 58 p.Tese de (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, 2016.

Introducéo: O Alcoolismo e o Diabetes sdo doencas bastante prevalentes em todos
0s continentes e seriam fatores de risco relacionados com a Disfunc¢éo Erétil. Dentre
0S muitos mecanismos relacionados com a erecdo temos a Endotelina e seus
receptores, causando intensa e sustentada contracdo da musculatura lisa dos
corpos cavernosos penianos (CC). Acredita-se que poderia haver regulacdo das vias
dos receptores de endotelina pelos microRNAs, que sdao RNAs nao codificantes,
regulam a expressao génica e poderiam sofrer alteragdo pelos efeitos do alcool e /
ou diabetes.

Objetivos: Avaliar, experimentalmente com utilizacdo de ratos, se ha alteracdo nas
vias dos receptores da endotelina devido ao efeito cronico do alcoolismo, do
diabetes ou de sua associacao e se existiria correlacdo com os microRNAs miR-155
e miR-199.

Materiais e Métodos: Utilizaram-se 48 Ratos Wistar machos divididos em 4 grupos:
Controle (GC), Alcoolizado (GA), Diabético (GD) e Diabético+Alcoolizado (GD+A).
Foi utilizado PCR em tempo real e imunoistoquimica para estudar a expressao
génica e proteica dos receptores da endotelina ETa e ETs em corpos cavernosos e
PCR em tempo real para avaliar a expressdo génica dos miR-155 e miR-199 no
sangue e CC.

Resultados: Andlise imunohistoquimica encontrou baixa expressao dos receptores
de endotelina no GC e elevada nos grupos experimentais, sendo que 0s receptores
ETa estavam distribuidos de forma difusa e em maior concentragdo, enquanto 0s
receptores de ETs localizavam-se na periferia dos CC. Andlise por PCR em tempo
real dos CC verificou: aumento nao significativo de ETa no GD e de ETs no GD+A;
hipoexpresséao significativa do miR-199 no GD+A e hipoexpresséo ndo significativa
do miR-199 e miR-155 nos demais grupos experimentais em relacdo ao GC. Andlise
no sangue: hipoexpressao significativa do miR-155 no GA+D e néo significativa nos
demais grupos em relacdo ao GC, hipoexpresséao significativa do miR-199 no GD e
GD+A e néo significativa no GA, todos em relagdo ao GC.

Conclusdes: Foi encontrado aumento dos receptores de endotelina como efeito do
alcool, do diabetes e de sua associacdo, também identificou-se diminuicéo,
principalmente, da expressao génica do miR-199 nos corpos cavernosos dos grupos
experimentais 0 que sugere a hipotese de que o aumento da endotelina poderia ser
determinado pela diminuicdo da ac&o supressora do miR-199 que se encontra
hipoexpresso em decorréncia dos efeitos deletérios do alcool e diabetes.

A descoberta de alteracbes em microRNAs associada ao desenvolvimento
continuado da gendmica pode propiciar novos diagnosticos e marcadores para
inUmeras doencas, além de ajudar a identificar possiveis terapéuticas alvo
moleculares.

Palavras chave: Alcoolismo, Diabetes, Corpos cavernosos, MicroRNA,
Receptores de endotelina, Disfungéo erétil



ABSTRACT

Goncgalves, FZ. Endothelin receptors ETa and ETs expression and miR-155 e
mMiR-199 microRNAs expression in rats submitted to experimental chronic
alcoholism and to diabetes mellitus. 58 p.Tese de (Doutorado) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, 2016

Introduction: Alcoholism and Diabetes are very prevalent diseases in all the
continents and are considered risk factors related to erectile dysfunction. Endothelin
and its receptor are some of the mechanism related to erection, causing intense and
sustained contracture of the penile corpus cavernosum (CC) smooth muscle. It's
thought that micro-RNAs could regulate endothelin receptors pathways. Micro-RNAs
are not coding RNAs that regulate gene expression and could be affected by alcohol
and/or diabetes.

Objectives: To experimentally evaluate, using rats, alterations in receptors pathways
due to chronic effects of alcoholism, diabetes, alone or in association, and to
correlate this alterations with miR-155 and miR-199 microRNAs.

Materials and Methods: 48 male Wistar rats were used. They were divided in four
groups: Control group (GC), Alcoholic group (GA), Diabetic group (GD) and
Diabetic+Alcoholic group (GD+A). We used real time PCR and immunohistochemical
study to evaluate gene and protein expression of endothelin ETa and ETs in corpus
cavernosum tissue and real time PCR to evaluate gene expression of miR-155 and
miR-199 in blood and CC.

Results: Immunohistochemical analysis showed low expression of endothelin
receptors in GC and high expression in experimental groups; ETa receptors were
distributed in diffuse pattern and higher concentration although ETs receptors had a
peripheral pattern in CC. Real time PCR analysis in CC showed: not significant ETa
increase in DG and ETs increase in GD+A; significant miR-199 hypoexpression in
GD+A and not significant miR-199 and miR-155 hypoexpression in other
experimental groups compared to GC. Blood analysis showed significant miR-155
hypoexpression in GD+A and not significant in other experimental groups compared
to CG, significant miR-199 hypoexpression in GD and GD+A and not significant in
GA, compared to GC.

Conclusions: We found endothelin receptors increase as an effect of alcohol abuse,
diabetes and its association; we also found decrease, mainly in gene expression, of
miR-199 in corpus cavernosum tissue of experimental groups, what suggests the
hypothesis that endothelin increase could be determined by a decrease of suppress
action of miR-199, that is hypo expressed because of deleterious effect of alcohol
and diabetes. Finding microRNAs changes, associated to continuous development in
genomics, could propitiates new diagnostic tools and markers to innumerous
diseases and even help to identify possible new molecular target therapies.

Keywords: Alcoholism, Diabetes, Corpus cavernosoum, MicroRNA, Endothelin
receptors, Erectile dysfunction.



1-INTRODUCAO

Disfuncédo erétil (DE) é definida pelo National Institute of Health (NIH) e pela
American Urological Association (AUA) como a incapacidade persistente de
alcancar ou manter uma erec¢éo adequada para a satisfacdo sexual.! A DE ocorre
em graus variaveis e apresenta-se associada a efeitos adversos sobre a qualidade
de vida, particularmente sobre o bem-estar pessoal e inter-relacbes familiares e
sociais.?3

Foi estimado que, em 1995, houve mais de 152 milh6es de homens no mundo
com algum tipo de disfuncéo erétil. A projecéo para 2025 espera uma prevaléncia
de 322 milhdes de homens*, aumentando com a idade, sendo de 1 a 10% em
homens com menos de 40 anos, 2 a 9% entre 40 e 50 anos, 20 a 40% entre 60 e
69 anos e 50 a 100% em homens com idade igual ou superior a 70 anos.®

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca crbnica bastante prevalente em todos
os continentes, com 371 milhdes de individuos acometidos em 2012. Estima-se,
para 2030, a existéncia de 552 milhdes de diabéticos.’

O aumento da glicemia presente na DM é o principal determinante das
complicacBes vasculares e microvasculares e teria participacdo na fisiopatologia da
DE em individuos diabéticos, que frequentemente possuem outras comorbidades
clinicas: hipertens@o arterial, sobrepeso, obesidade, sindrome metabdlica e
aterosclerose, que também seriam fatores de risco para DE. 8

O consumo de bebidas alcodlicas tem aumentado bastante nas uGltimas
décadas, sendo que a prevaléncia de dependéncia alcodlica na populacéo das 107
maiores cidades brasileiras é de 12,3%.° Acredita-se que possa haver relagéo
entre alcoolismo e DE.1°

O estudo dos mecanismos envolvidos na erecdo peniana pdde proporcionar o
desenvolvimento das atuais medicagdes utilizadas para o tratamento da disfuncéo
erétil, porém novas medicacfes poderdo ser desenvolvidas com a compreensao
dos mecanismos moleculares e com a descoberta da regulacdo génica
determinada pelos microRNAs, que s&o RNAs nao-codificantes (NncRNAS)
constituidos por 19 a 25 nucleotideos, sendo responsaveis por diversos processos
celulares e estariam relacionados com diversas patologias, inclusive com a DE.

No presente estudo, propusemos avaliar a relacédo existente entre o Diabetes
mellitus, Alcoolismo cronico e Disfuncdo Erétil, indiretamente por meio da

expressao dos receptores de endotelina e dos microRNAs miR-155 e miR-199.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 Disfuncéo Erétil

E uma desordem médica comum, com incidéncia anual em norte-americanos,
com idade entre 40 e 69 anos, de 26 casos por 1000 homens. A incidéncia
aumenta com a idade, diabetes, baixa escolaridade, problemas cardiacos e
hipertenséo arterial.®

Estudo brasileiro realizado na cidade de Salvador obteve incidéncia 2,5 vezes
maior, 65 casos anualmente por 1000 homens nesta mesma faixa etaria. Esse
resultado foi atribuido a maior prevaléncia de fumantes, hipertensos e portadores
de doencas cardiovasculares nesta populacéo.*!

A DE é classificada ap6s anamnese, histéria psicossexual, exame clinico e
laboratorial em organica, psicogénica ou mista. A predominantemente psicogénica
possui aparecimento agudo, situacional, de curso intermitente, com erecdes
noturnas ou nao coitais preservadas. As causas organicas usualmente tém
etiologia vascular, hormonal ou neurogénica de forma isolada ou associadas.!?

A DE vasculogénica e a doenca cardiovascular (DCV) tém comum
fisiopatologia: disfuncdo endotelial e inflamacdo, que determinam obstrucéo
vascular em estagios mais avangados.*?

Em relagdo ao tratamento, a mudanga no estilo de vida, diminuindo os fatores
de risco, principalmente com perda de peso e pratica de exercicios fisicos
regulares, deve preceder ou acompanhar a terapéutica com medicamentos e tem
impacto no controle da disfuncéo erétil em pacientes obesos ou com sobrepeso.4

A DE néo orgéanica deve ter uma abordagem psicossexual com resultados
variaveis.!®

Na DE resultante de traumas arteriais, em pacientes jovens, a cirurgia de
revascularizacao microcirargica tem bons resultados a longo prazo, em torno de 60
a 70%.%6

A causa hormonal de DE pode ser efetivamente tratada com reposi¢cao de
testosterona, apOs exclusdo de outras causas enddcrinas para faléncia testicular e
adequada investigacdo para cancer prostatico, necessitando seguimento peridédico
com toque retal, antigeno prostatico especifico (PSA) e hematdcrito.!” Estudos
recentes demonstram que a terapéutica com reposicdo de testosterona nao
aumenta a incidéncia de cancer prostatico.*®

Tratamento medicamentoso oral, considerado como primeira linha, é

realizado com um dos tipos de inibidor seletivo da fosfodiesterase tipo 5 (PDEDS),
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ndo sendo responsavel pela iniciagdo da erecao e requer estimulo sexual para que
esta ocorra.'®

Sildenafila (Viagra®), lancado em 1998, foi o primeiro PDE5 comercializado,
com efeito apdés 30 a 60 minutos da sua ingesta, com bons resultados quando
comparados com placebo.® Varios estudos demostraram sua eficacia e seguranca,
mesmo em individuos diabéticos, hipertensos e com doencas cardiovasculares,9-2
possuindo inclusive efeito protetor cardiaco.?? O vardenafila (Levitra®) possui
estrutura e propriedades quimicas bastante semelhantes ao sildenafila.??

Tadalafila (Cialis®), com meia vida mais longa e efeito mais prolongado que o
sildenafil, foi testado em uso diario com doses mais reduzidas (2,5 e 5,0 mg), em
relacdo a posologia habitual de 20 mg, obtendo-se satisfatoria tolerancia e
efetividade.?®2* Similar resultado ocorreu em pacientes diabéticos.?®

Pacientes prostatectomizados, pela técnica preservadora de feixe
vasculonervoso, obtiveram menor taxa de DE com uso de 5 mg de tadalafila
diariamente quando comparado com placebo nos primeiros 9 meses de
acompanhamento apés a cirurgia. 26

Ensaios clinicos demonstraram que os inibidores da PDE5 possuem boa
seguranca e nao aumentaram a incidéncia de Infarto Agudo do Miocérdio, sendo o
uso de nitratos para vasodilatacdo coronariana a unica contraindicacdo formal para
seu uso. 2’

Pacientes que nado respondem a terapéutica oral com dose plena sao
candidatos a segunda linha de tratamento, com injecdo intracavernosa de
alprostadil isoladamente ou associado a papaverina e fentolamina.?® Possui
eficacia entre 70 e 94% na atividade sexual, porém seu uso muitas vezes é
descontinuado devido a dores penianas (50%), erec¢Oes prolongadas (5%),
priapismo (1%) e fibrose do corpo cavernoso (2%).2%30

Implante cirargico de préteses semirrigidas ou inflaveis pode ser considerado
guando houver falha com a terapéutica medicamentosa, com indice de satisfacéo
em torno de 70%, sendo a infeccéo do sitio cirtrgico sua temida complicagdo.3!

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na erecdo, associada aos
avancos adquiridos pela Ciéncia Basica, propiciou um novo horizonte no
tratamento da DE. A terapéutica génica com alvo molecular, que é definida como a
capacidade de introduzir material genético (RNA ou DNA) em um apropriado tipo
celular in vitro ou in vivo alterando a expressao génica celular para producéo de um

efeito terapéutico desejado.3?
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O uso de modelos animais, principalmente com mamiferos de pequeno porte
(ratos, camundongos e coelhos) é bastante difundido para estudo da DE.

O rato € o modelo mais utilizado pela facilidade financeira e de espaco, por
existir modelos ja bem estabelecidos para hipertensdo e diabetes, além de seu
tamanho ser um pouco maior que o camundongo, 0 que facilitaria sua

instrumentacéo.33

2.2 Anatomia e fisiologia da erecao

A irrigacdo arterial peniana é realizada, usualmente, pela artéria pudenda
interna, proveniente da artéria iliaca interna. Irrigacdo acessoria pode existir
oriunda das artérias iliaca externa, obturatoria, vesical e femoral.

A artéria pudenda interna, apds emitir ramos perineais continua como artéria
peniana comum, que por sua vez, da origem aos seus trés ramos: artéria dorsal
peniana, artéria bulbouretral e artéria cavernosa. A dorsal é responsavel pela
irrigacdo e aumento da glande durante erecéo. A artéria bulbouretral irriga o bulbo
€ COrpo esponjoso peniano.

A artéria cavernosa fornece a maioria do aporte sanguineo do corpo
cavernoso, através de seus muitos ramos terminais, denominados artérias
helicinais, que irrigam o tecido de erecao trabecular e os sinusoéides, encontrando-
se contraidas e tortuosas na detumescéncia e dilatadas e retificadas na
tumescéncia.®*

Anatomicamente, o pénis pode ser dividido em duas partes: a raiz e o corpo
peniano. A raiz ou base do pénis, sua porcao fixa aos ramos conjuntos do pubis e
do isquio, € constituida de ramo (crus) esquerdo, ramo direito, bulbo e masculo a
eles associados (musculatura bulboesponjosa). O bulbo do pénis localiza-se entre
0S ramos, sendo sua parte posterior aumentada e perfurada superiormente pela
uretra.®®

O corpo do pénis é formado por trés estruturas tubulares: os corpos
cavernosos pareados e 0 corpo esponjoso situado na porcao inferior dos corpos
cavernosos. Distalmente, o corpo esponjoso se expande para formar a glande,
dentro da qual os corpos cavernosos terminam.36

Cada corpo cavernoso possui uma camada externa, a tunica albuginea,
constituida por colageno e elastina, e uma interna constituida por pequenas
cavidades vasculares designadas sinusoides, lacunas ou espacgos cavernosos, que
sdo delimitados por endotélio, o que permite considerar o pénis um O0rgao

essencialmente vascular.

17



Os espacos sinusbides sdo sustentados por uma rede de trabéculas
formadas por tecido muscular liso e conjuntivo, com fibras elasticas e de colageno,
onde existem numerosas arteriolas e terminacdes nervosas.**

O controle do ténus do musculo liso cavernoso € um processo complexo que
envolve trés tipos de controle neurolégico: adrenérgico, colinérgico e nao-
adrenérgico e nao-colinérgico (NANC).%’

As artérias, as veias e a musculatura lisa cavernosa peniana recebem uma
rica inervacao adrenérgica, sendo aceito que o pénis mantenha seu estado flacido
principalmente devido a esta atividade simpatica, em que a liberacdo de
noradrenalina induz a sua contracdo,® enquanto 0s nervos parassimpaticos
determinam o seu relaxamento.*®

A contracdo induzida por noradrenalina e fenilefrina (PhE) em corpos
cavernosos € mediada pela ativacdo dos receptores alfal-adrenérgicos.*°
Consequentemente, h4 reducdo do limen arteriolar e dos espacgos sinusoidais,
restringindo o fluxo sanguineo com a finalidade de manter uma baixa pressao
intracavernosa e o pénis no estado flacido.38:3%.41

A resposta erétil do pénis esta associada ao musculo liso vascular presente
na tlnica média das artérias e arteriolas, que carregam sangue dentro do corpo
cavernoso, e também as células do musculo liso vascular que delineiam os
sinusoides. O relaxamento destas células no inicio da resposta erétil permite que
0s sinusodides possam expandir e acomodar o aumento do influxo sanguineo. Ao
expandirem-se contra a tunica albuginea, os sinusodides comprimem as veias
responsaveis pelo efluxo sanguineo. A limitacdo do efluxo dependente da presséo
constitui o processo veno-oclusivo. O aumento do influxo devido a dilatacédo
arteriolar e a reducdo do efluxo determinado pela veno-oclusdo sdo a base da

erecao peniana.*?

2.3 Disfuncéo Erétil Vasculogénica e Fatores de Risco

Pacientes que apresentam doenca vascular estao predispostos a desenvolver
disfuncéo erétil vasculogénica (DEV).%*44 Fatores de risco como diabetes mellitus,
hipercolesterolemia, idade avancada, tabagismo e alcoolismo atuam de maneira
sinérgica no desenvolvimento de DEV e aterosclerose. Em ambas as patologias,
observam-se a ocorréncia de disfuncdo endotelial, em particular a alteracdo na
liberagcdo e nas ac¢des do oxido nitrico. Foi demonstrado que tanto em pacientes
com DEV quanto em animais a liberacdo de NO de fiboras NANC e do endotélio

esta prejudicada.*>4’
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A DEV e as doengas cardiovasculares podem ser consideradas duas
manifestagbes diferentes do mesmo agravo Sistémico, uma vez que possuem oS
mesmos fatores de risco e semelhante fisiopatologia, porém a DE normalmente
precede de 3 a 5 anos um evento cardiovascular sintomatico como infarto agudo do
miocardio e angina, podendo por este motivo ser considerado como um marcador
biolégico. O urologista deve ficar atento na sua prética clinica aos sintomas de
impoténcia sexual, devendo haver acompanhamento conjunto com um

cardiologista no caso de DEV.*®

2.4 O Alcoolismo e a eregdo peniana

O aumento significativo da producdo de bebidas alcodlicas nos ultimos anos,
acompanhado pelo seu grande consumo, tem provocado um aumento dos
problemas médicos e psicossociais relacionados com o uso abusivo e dependéncia
alcodlica. As consequéncias do alcoolismo na saude do individuo e da
comunidade vém sendo uma das causas do aumento da morbidade e da
mortalidade.*®

Estudo brasileiro realizado em 134 cidades, com 2.346 individuos por meio de
entrevista, tragcou o padrdo de consumo de &lcool da populacdo adulta nas cinco
regibes brasileiras e encontrou maior consumo entre os homens, solteiros, mais
pobres e com menor nivel de escolaridade. O numero de abstémios, individuos que
nao fizeram uso de alcool nos ultimos 12 meses, foi considerado alto, em torno de
48%, porém os individuos que consumiam bebidas alcodlicas apresentaram
elevado indice de consumo de risco, com 25% relatando algum tipo de problema
relacionado ao consumo, 3% preencheram critério para abuso e 9% para
dependéncia.®°

Considerando que as doencas cardiovasculares e disfuncdo erétil tenham
similares fatores de risco e que o consumo cronico de grandes quantidades de
alcool possua efeito citotoxico deletério na saude global, na funcdo hepatica e na
imunidade, acredita-se que haja relacdo entre DE e consumo de &lcool.1®

Porém, estudo prospectivo, com seguimento de 14 anos, realizado com
profissionais da saude americanos, que incluiu 22.086 individuos com idade
variando entre 40 e 75 anos, que gozavam de boa saude e satisfatéria erecdo, ndo
encontrou associagdo entre consumo de bebidas alcodlicas e DE, inclusive em
doses superiores a 30mg por dia.>!

Estudos de corte transversal realizados no Brasil, Italia, Japdo, Malasia e

Austria ndo encontraram relagéo entre consumo de bebidas alcoolicas e DE.52
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Em estudo prospectivo americano com 1.156 individuos, realizado entre 1987
e 1989, na &rea metropolitana de Boston, a modificagdo no habito de beber, ou
seja, parar de beber, ndo alterou a taxa de DE.>?

Ratos submetidos a um modelo de alcoolismo crbénico semivoluntario
apresentaram menor taxa sérica de testosterona, sendo observado aumento na
contragdo do corpo cavernoso com estimulo noradrenérgico e diminuicdo no
relaxamento endotelial induzido por acetilcolina, apesar da taxa de nitrato, uma
forma de estimar o NO, encontrar-se inalterada entre o grupo alcoolizado e o grupo

controle nao alcoolizado.>*

2.5 Diabetes mellittus

O Diabetes mellitus € uma sindrome de etiologia mdultipla, decorrente ou da
falta de insulina, ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus
efeitos, ou das duas, o que produz profundas anormalidades no metabolismo.
Caracteriza-se por hiperglicemia crénica com disturbios do metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas. As consequéncias do DM no longo prazo incluem
danos, disfuncdo e faléncia de varios 6érgaos, especialmente rins, olhos, nervos,
coracado e vasos sanguineos.>

O DM é dividido, principalmente, em dois tipos: diabetes tipo | e diabetes
tipo Il. Estudos demonstram que o diabetes tipo Il, tipo de diabetes mais prevalente
na populacdo, é capaz de aumentar de 2 a 4 vezes o0 risco de doencas
cardiovasculares e de complicagbes microvasculares como retinopatia e
nefropatia.>6-58

O DM est4 associado a um acelerado processo aterosclerotico dos grandes
vasos, doenca microvascular arterial, neuropatia autonémica, dislipidemia,
hipertenséo e disfungéo endotelial.

A incidéncia de DE em individuos diabéticos é elevada e dependente do
periodo de exposicdo desde o diagndstico, quando comparada a populacdo em
geral, na mesma faixa etaria, sendo aproximadamente trés vezes mais comum.%®

A causa da disfuncédo erétii aumentada no DM €& multifatorial, sendo
principalmente determinada pela disfuncdo endotelial e neuropatia autonémica dos
nervos colinérgicos dos corpos cavernosos penianos dos individuos expostos ao
diabetes.®°

Estudo recente em ratos diabéticos, utilizando-se de terapia génica,

conseguiu aumentar a taxa de oOxido nitrico sintetase induzida, tal conhecimento
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pode ser utilizado para o desenvolvimento de novas terapias para tratamento da
DE.61

2.6 Papel da endotelina na disfuncéao erétil

Dados da literatura sugerem que o consumo cronico de etanol acaba
modificando as fungdes vasculares em decorréncia de alteragbes no
funcionamento do endotélio que é reconhecido como uma importante unidade
funcional envolvida na regulacdo do ténus muscular. Dentre os diferentes fatores
de relaxamento e contracdo produzidos pelo endotélio temos a endotelina (ET),
que € um potente peptideo vasoconstritor, isolado inicialmente de um meio de
cultura de células endoteliais humanas.6%63

Trés isoformas da ET foram isoladas, a endotelina-1 (ET-1), endotelina-2
(ET-2) e endotelina-3 (ET-3), cada uma constituida por uma cadeia de 21
aminoacidos. Recentemente foram caracterizados e clonados de pulmdes bovinos
e de ratos dois subtipos distintos de receptores de ET (ETa e ETs).

Os receptores ETa sdo expressos nas células de musculo liso vascular, no
gual medeiam a vasoconstricdo. Receptores vasculares ETs foram, inicialmente,
descritos no endotélio, mediando vasodilatacdo via producdo de Oxido nitrico e
prostaciclina. Porém também foram descritos receptores ETg localizados no
musculo liso vascular que sdo responsaveis por induzir contragéo.%%3

A endotelina-1 causa intensa e sustentada contracdo da musculatura lisa dos
corpos cavernosos e contribui para a manutencdo do tbnus peniano. Estudos in
Vivo e in vitro demonstraram contracdo do corpo cavernoso peniano mediado pelo
ETa, enquanto ETs desencadearam vasodilatacdo.®* Além da vasoconstricdo a ET-
1 também possui propriedades mitogénicas, inflamatorias, estando seu aumento
relacionado com inUmeros processos patolégicos como doencas cardiovasculares,
hipertenséo arterial e insuficiéncia renal cronica.®

A ET-1 teve seu aumento relatado em estudos com alcoolismo crénico e
acredita-se que esteja relacionada com a fisiopatologia do aumento na incidéncia

de disfungdes sexuais em alcodlatras.®
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2.7 MicroRNAs

Os microRNAs (miRs) sédo definidos como sendo RNAs nao-codificantes
(ncRNASs) constituidos por 19 a 25 nucleotideos, clivados no citoplasma a partir de
precursores com 60 a 110 nucleotideos (pré-miRs) pela enzima RNA polimerase lll,
denominada Dicer.%6-%8 Descritos pela primeira vez em 1993, com a descoberta do
Lin4 (do inglés lineage-deficient-4), sendo nesta época associado a regulacdo do

desenvolvimento larval em Caenorhabditis elegans ©°

Os microRNAs agem regulando a expresséo génica por reduzir os niveis dos
transcritos de mRNA, de proteinas traduzidas, ou dos dois. Muitos miRs sé&o
conservados entre organismos relacionados remotamente, 0 que sugere que estas
moléculas sdo essenciais na regulacdo de diversos processos celulares tais como
na diferenciacéo, proliferacdo, apoptose e no metabolismo. Dessa forma, a perda

na regulacdo da expressdo de miRs pode determinar uma série de desordens.”®

Estudos tém demonstrado que um dnico miR pode controlar centenas de
diferentes genes alvo. Acredita-se que cerca de um terco dos genes humanos
sejam controlados por miR, o que determinaria grande impacto nos inameros
processos fisioldgicos, imunoldgicos e patoldgicos, inclusive na biologia molecular

cancerigena.”

O miR-155 seria um tipico microRNA multifuncional modulando a expressao
génica em nivel pos transcricional e estaria relacionado com diversos mecanismos
fisiopatolégicos, incluindo proliferacdo celular, angiogénese, carcinogénese,
cascata inflamatéria e aterosclerose, exercendo em cada tipo celular efeitos

distintos.”?

Estudos utilizando rastreamento de alteracdo na expressdo de microRNAs
pelo alcool encontraram cerca de 2% de alteracdo (aumento ou diminui¢ao). O
mecanismo de alteracdo dos miRs ainda nao foi totalmente compreendido.
Acredita-se que a reducdo nos niveis de metilagdo do DNA tenha relagdo com tal
alteracdo. Também ha associacao entre a tolerancia alcodlica, que € uma alteracéo
importante para os efeitos deletérios do etilismo, e modificacdbes moleculares

baseadas em mecanismos dos miRs.”3

O consumo de &lcool em ratos aumenta a permeabilidade intestinal para
endotoxinas que, ao entrarem em contato com os macréfagos e células de Kupffer

hepaticas, desencadeariam processo inflamatério local, a esteatohepatite.’
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A regulacdo da resposta inflamatoria celular hepéatica ao aumento de
endotoxinas via circulacdo portal, desencadeada pelo alcool, também é regulada

por microRNAs, principalmente pelos miR-155, miR-21 e miR-146a.”

Consumo de alcool em humanos causaria decréscimo nos miR-199 e miR-
155, que influenciaria no aumento da endotelina-1, potente vasoconstritor, e do seu
receptor, o que afetaria a microcirculacdo hepatica, piorando 0 processo
inflamatorio.’®

Estudos in vivo sdo necessarios para elucidar o real efeito dos microRNAs em
cada tipo celular para, no futuro, desenvolver terapéutica alvo molecular capaz de

interferir nos mecanismos de inUmeros processos patoldgicos.
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3. JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares, incluindo doengas coronarianas, infarto,
hipertensdo arterial, hipercolesterolemia, doencas vasculares periféricas e o
diabetes mellitus estao estreitamente correlacionados com a presenca de disfuncéo
sexual em homens. Acredita-se também que possa haver relacdo entre alcoolismo
e DE.

Visto que o alcoolismo e o diabetes mellitus sdo problemas de saude, social e
econdmico em muitas sociedades, tornam-se necessarios maiores estudos dos

seus efeitos sobre a disfuncéo erétil.

24



4. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar, experimentalmente com
utilizacéo de ratos, se ha alteracdo nas vias dos receptores da endotelina devido ao
efeito cronico do alcoolismo, do diabetes ou de sua associacdo e se existiria

correlagcdo com os microRNAs miR-155 e miR-199.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.Estudos da expresséo génica:

Avaliar o perfil de expresséao génica por meio da técnica de PCR em tempo
real:
- Dos receptores de endotelina (ETa e ETs) em tecido de corpos
cavernosos de ratos.
- Dos miR-155 e miR-199 no sangue e em tecido de corpos

cavernosos de ratos.

4.2 .Estudos da expresséo proteica:
Avaliar o perfil de expressdo proteica por meio da técnica de
imunoistoquimica dos receptores de endotelina (ETa e ETs) em tecido de corpos

cavernosos de ratos.

25



5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Foram utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus) machos adultos, da linhagem
Wistar, fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, ap6s aprovacdo pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal.

Os animais foram mantidos em gaiolas durante o periodo pré-operatério, com
livre acesso a ragdo balanceada e agua, no Biotério do Laboratério de Técnica
Cirargica e Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia e Anatomia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —USP.

5.2.Grupos experimentais
Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais e tiveram seguimento

de 4 semanas apoés periodo adaptativo:

5.2.1.Grupo Controle (GC): foi constituido por 12 animais, dos quais 6 foram
utilizados para o estudo imunoistoquimico e 6 para expressao génica por qT-PCR.

Todos os animais receberam diariamente agua ad libitum.

5.2.2.Grupo Alcoolizado (GA): foi constituido por 12 animais, dos quais 6
foram utilizados para o estudo imunoistoquimico e 6 para expressao génica por qT-
PCR. Todos os animais receberam diariamente alcool etilico absoluto diluido a
20% em agua pelo periodo de 3 semanas.

5.2.3.Grupo Diabético (GD): foi constituido por 12 animais, dos quais 6 foram
utilizados para o estudo imunoistoquimico e 6 para expressao génica por qT-PCR.

5.2.4.Grupo Diabético e Alcoolizado (GD+A): foi constituido por 12 animais,
dos quais 6 foram utilizados para o estudo imunoistoquimico e 6 para expressao
génica por gqT-PCR.

Para os animais do grupo etanol (GA, GD+A), foi utilizado o modelo de
“alcoolismo semivoluntario”, no qual o fornecimento da solugao de etanol a 20% foi
0 Unico liquido disponivel a estes animais. Assim, a preparacdo desse grupo
experimental ficou condicionada a um breve periodo de adaptagcdo gradativa ao
consumo de etanol. Essa adaptagdo consistiu no fornecimento de etanol em
concentragbes crescentes semanais de 5, 10, 20%, tendo inicio a fase
experimental apds a terceira semana de tratamento.”’
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J& para os animais do grupo diabético (GD, GD+A), foi utilizado o modelo de
inducdo de diabetes pela administragdo intravenosa de aloxana, apOs jejum
alimentar de 24 horas, com fornecimento de 4gua ad libitum. Uma Unica injecédo de
50uL de solugédo contendo aloxana foi administrada na veia caudal dos animais.
Depois deste procedimento, os animais foram alimentados normalmente e
receberam solucéo de glicose 5% ad libitum por 4 horas. Decorrido este tempo, a
solucéo de glicose foi substituida por agua. Para finalizar, cada rato recebeu 100 pl
de insulina (100 Ul/ml) diluido 1:10 em agua destilada, por via subcutanea, 24 e 48
horas apés a injecdo de aloxana. Os niveis de glicose sanguinea foram
monitorados utilizando-se o aparelho Accu-Check Blood glucose monitor
(Boehringer Mannheim Corporation, Germany).

5.3. Andlise por estudo imunoistoquimico

Neste estudo, foram utilizados 24 animais, sendo as amostras dos corpos
cavernosos processadas de acordo com a rotina para a inclusdo do tecido
histolégico do Laboratério de Histologia e de Biologia Molecular do Departamento
de Cirurgia e Anatomia da FMRP — USP.

Para a obtencdo da expressao proteica dos receptores ETa e ETs, pela
técnica de imunoistoquimica, foi utilizado o método de quantificagao “em cruzes” da
imunorreatividade do tecido muscular liso dos corpos cavernosos marcados
(imunorreativas). Os cortes foram avaliados quanto a porcentagem de células
marcadas e graduadas de O (nenhuma marcacao) até 4++++ (mais de 75% das
células marcadas), sendo considerado 1+ quando a marcacao ocorreu em até 25%
das células, 2++ quando a marcacdo envolveu de 25 a 50% das células e 3+++
guando de 50 a 75% das células estavam marcadas.

A analise das laminas foi realizada em um microscopio Zeiss®, em aumento
de 400x. As imagens foram registradas por uma camera (Axio Cam Hrc ®)

acoplada ao microscopio, que foram arquivadas pelo programa Axiovision 3.1®.

5.4. Deteccao da endotelina pelatécnica de qT-PCR.

Os animais de todos os grupos (n=24) foram exsanguinados e o0 pénis retirado
na regido de insercdo da crura. O tecido cavernoso foi dissecado apés remocao
dos tecidos conectivos e da tunica albuginea. O corpo cavernoso retirado foi
congelado imediatamente com nitrogénio liquido. Os lisados celulares do tecido
cavernoso foram processados com o Protein Expression Sample Prep kit (Applied
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Biosystems ®) de acordo com as instru¢cdes do fabricante, sendo avaliados
posteriormente para o perfil de expressao proteica por qT-PCR.

5.4.1 Deteccdao dos receptores de endotelina

O método de PCR em tempo real foi utilizado para a confirmagdo da
expressédo proteica diferencial dos receptores de endotelina (ETa e ETs),
relacionados ao mecanismo de disfungéo erétil nos grupos do estudo.

Para a analise quantitativa da expressdo das proteinas supracitadas, foram
utilizados os sistemas disponiveis comercialmente TagMan Protein Assays,
compostos por anticorpos alvo-especificos e oligonucleotideos (Applied
Biosystems).

Ensaios TagMan de proteina sdao uma forma adaptada do PLA ™, uma
tecnologia de ensaio de ligacdo de proximidade inventado por Fredriksson e
colaboradores em 200278, que combina a ligacdo anticorpo-proteina com a
deteccdo em tempo real baseado no PCR da sequéncia de acidos nucléicos
repérter. As trés etapas basicas do ensaio envolvem num primeiro passo a ligacao
de uma proteina-alvo a pares de sondas do ensaio. J4 na segunda etapa, temos a
ligacdo da DNA ligase aos oligonucleotideos. O substrato para a ligase é uma
estrutura de ponte formada por hibridizacdo de um terceiro oligonucleotideo
complementar as extremidades do par de oligonucleotideos da sonda. Esta
estrutura € formada preferencialmente quando as sondas de ensaio estdo em
proximidade umas das outras. Subsequente tratamento com proteases inativam a
ligase. Na etapa final, tem-se a amplificacdo e detecgéo por PCR em tempo real de
uma sonda TagMan.

Os valores de Ct foram determinados das curvas de amplificacdo usando um
limiar de 0.2. Mudancas no “fold” de expressido proteica entre as amostras
tratadas e néo-tratadas foram determinadas pelo calculo do ACT para cada alvo
proteico. Todas as reacfes foram realizadas no aparelho 7500 Fast Sequence
Detection System (Applied Biosystems) e analisadas no software ProteinAssist
TM ®(Applied Biosystems).

5.5 Reacgédo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR)

5.5.1 Extracao do RNA

Para a extracdo do RNA do tecido, foi adicionado 250 uL de PBS e 750uL de
TRIZOL as amostras de corpos cavernosos, as quais foram lisadas em

homogeneizador do tipo “Polytron” por aproximadamente 3 minutos. Em seguida, o
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RNA total foi extraido pelo método de TRIZOL (Invitrogen), conforme instrugcfes do
fabricante. J& para a extracdo do RNA do sangue, as amostras de sangue foram
coletadas da aorta abdominal de animais anestesiados com tiopental sédico
(Thiopental; 40 mg/kg i.p.), utilizando-se seringas heparinizadas. As amostras
foram acondicionadas em tubos BD Vacutainer® com EDTA e centrifugadas 10’
por 3000 rpm, sendo o plasma transferido para um tubo eppendorf de 2,0 ml. Em
seguida, o RNA total foi extraido com o RNeasy Mini Kit Qiagen ®, conforme as

instrucdes do fabricante.

5.5.2 Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA (DNA complementar) do mRNA, a transcricao
reversa foi realizada utilizando o kit comercial (Applied Biosystems) High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, de acordo com as instru¢des do fabricante. Para
cada 0,5ug de RNA, foi adicionado 2,5ul de RT Buffer; seguido de 1,0ul de dNTP’s;
2,5ul de Random Primers e 1,25ul da enzima MultiScribe™, 0,6 ul de RNase out,
completando com agua DEPC o volume final de 20ul. Ja para a sintese do cDNA
do microRNA, a transcricao reversa foi realizada também utilizando o kit comercial
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), porém para cada
5ng de RNA, é adicionado 0,75ul de RT Buffer; seguido de 0,075ul de dNTP’s;
1,5ul de Primers especificos (mMiRNAs ou controles endogenos) e 0,5ul da enzima
MultiScribe™, 0,094ul de RNase out (1.9U), completando com agua DEPC o
volume final de 7,5ul, sendo as amostras incubadas no termociclador por 30
minutos a 16 ° C, 30 minutos a 42 °C, 5 minutos a 85 ° C e em seguida, realizada a
4°C.

5.5.3. Condigdes dareacao de PCR em tempo real (QT-PCR)

O método de PCR em tempo real foi utilizado para a confirmacdo da
expressao diferencial génica dos receptores de endotelina e dos miR-155 e miR-
199, relacionados ao mecanismo de disfuncdo erétil em ratos nos grupos de
estudo.

A partir do cDNA obtido das amostras, foi realizada a amplificacdo por
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) quantitativo em tempo real (RT-PCR),
com a utilizacdo da TagMan Master Mix (Applied Biosystems). Para a analise
quantitativa da expressdo génica, foram utilizados os sistemas disponiveis
comercialmente TagMan Assay, compostos por oligonucleotideos e sondas

(Applied Biosystems). Considerando-se as diferengas causadas por quantidades

29



distintas de cDNA utilizadas nas reag0es, os valores de CT determinados para as
diferentes amostras, sdo normatizados. O CT determinado para uma amostra (para
um determinado gene) é subtraido do CT determinado para um gene
“‘housekeeping” (neste caso o B actina para o mRNA e RNU24, 48 para
microRNAs) na mesma amostra, originando o chamado ACT. Os valores de ACT
podem, para um mesmo gene, ser comparados de maneira diferente, obtendo-se
uma quantificagao relativa da expresséo deste gene em diferentes amostras.

A cada ciclo, o niumero de copias em uma reacdo de PCR duplica. Assim, o
numero de ciclos que separa o ACT de uma amostra do ACT de outra amostra de
referéncia (AACT), reflete a diferenca existente entre as amostras. Esta diferenca,
em termos de nivel de expressdo génica relativa, € obtida de forma aproximada,
aplicando a férmula 222CT, Todas as reacdes foram realizadas em duplicata e

analisadas no aparelho 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

5.6 Analise estatistica

Na técnica de qT-PCR, foram consideradas para analise as amostras em que
a diferenca entre as duplicatas ndo excediam um ciclo e meio. A partir do limiar,
foram fornecidos pelo software do aparelho 7500 Real-Time PCR System os
valores de Ct para cada amostra testada. Para analise dos dados, uma amostra foi
escolhida como calibrador (p. ex. medula 6ssea) com o qual cada comparacao foi
realizada: a) foram realizadas réplicas para calcular o Ct médio; b) Calculo da
diferenca entre os Cts do gene de interesse e do gene “housekeeping”, cujo
resultado é o valor de ACt; c) Célculo da diferenga entre o calibrador e a amostra
(AACt); d) O ultimo passo do calculo foi transformar esses valores em valores
absolutos, cujas diferencas entre os diferentes grupos experimentais foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis e seguido de pdés-teste de Dunn's Multiple
Comparison Test.
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6. RESULTADOS

6.1. PCR em tempo real

6.1.1. Genes
ETa
20+
—1Controle
i [ Alcoolizado
[ Diabético
k] 10 I Diabético+Alcoolizado
o —
L

9 T T

0

Gréfico 01. Representacdo da média dos valores (+ erro padrdo) da expressdo do
gene do receptores ETa entre os grupos estudados. N&o houve diferenca significante
entre 0s grupos (p = 0,5189, Kruskall Wallis test).
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Grafico 02. Representacdo da média dos valores (+ erro padrdo) da expressao do
gene do receptores ETs entre os grupos estudados. Nao houve diferenca

significante entre os grupos (p = 0,7867, Kruskall Wallis test)
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6.1.2. MicroRNAs tecido
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Gréafico 03. Representagdo da média dos valores (+ erro padrdo) da expressado do
microRNA-155 entre os grupos estudados. N&o houve diferenca significante entre
os grupos (p = 0,2553, Kruskall Wallis test).
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Grafico 04. Representacdo da média dos valores (+ erro padrdo) da expressédo do
microRNA-199 entre os grupos estudados. Houve diferenca significante para o grupo
controle em relacéo ao grupo Diabético+Alcoolizado (p = 0,0424, Kruskall Wallis test e p
< 0,05, pos-test Dunn’s).
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6.1.3 MicroRNAs sangue

miR-155 sangue
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Gréfico 05. Representacdo da média dos valores (x erro padrédo) da
expressdo do microRNA-155 entre os grupos estudados. Houve diferenga
significante para 0 grupo controle em relacdo ao grupo
Diabético+Alcoolizado (p = 0,0364, Kruskall Wallis test e p < 0,05, pos-test
Dunn’s).
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Gréfico 06. Representacdo da meédia dos valores (+ erro padréo) da
expressao do microRNA-199 entre os grupos estudados. Houve diferenca
significante para o grupo controle em relacdo aos grupos Diabético e
Diabético+Alcoolizado (p = 0,0057, Kruskall Wallis test e p < 0,05, pos-test
Dunn’s).
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6.2. Resultados: Analise Imunoistoquimica

Quando se avalia a expressao proteica dos receptores de endotelina A
(ETa) e endotelina B (ETg) nos animais do GC, observa-se baixa expressao para

as duas proteinas (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Fotomicrografia da expressao global da proteina ETaA em corte transversal dos corpos
cavernosos de rato do GC. Observar marcagao difusa no tecido erétil (cor caramelo). Corpo
cavernoso (CC); corpo esponjoso (CE).50x

34



Figura 2. Fotomicrografia da expresséo global da proteina ETg em corte transversal dos corpos
cavernosos de rato do GC. Corpo cavernoso (CC); corpo esponjoso (CE).50x.

A expressdo de ETa nos animais do grupo alcoolizado (GA), foi bem
evidente, com padrdo de marcacdo positiva difusa no tecido erétil que delimita
0S espacos cavernosos, marcagao por cruzes: 2X (Figura 3).

Foi observado que a marcacao positiva para ETs foi maior na regiao
periférica dos corpos cavernosos, principalmente proximo a tunica albuginea e na

propria tunica albuginea, marcacéo por cruzes: 2X (Figura 4).
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Figura 3. Fotomicrografia da expresséo global da proteina ETa em corte transversal dos corpos
cavernosos de rato do GA. Observar marcacgédo difusa no tecido erétil. Corpo cavernoso (CC);
corpo esponjoso (CE).50x.

Figura 4. Fotomicrografia da expresséo global da proteina ETg em corte transversal dos corpos
cavernosos de rato do GA. Observar marcacdo difusa no tecido erétil (cor caramelo),
principalmente proximo & tunica albuginea (setas). Corpo cavernoso (CC); corpo esponjoso
(CE).50x.
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A expresséo proteica de ETa e ETs nos animais do grupo diabético
(GD) foi alta, com padréo de marcacéo para ETa de forma homogénea e mais
intensa no tecido cavernoso, com marcacao por cruzes: 3X (Figura5).

Como descrito para os animais do grupo alcoolizado, foi observado
gue a marcacgao positiva para ETs foi maior na regido periférica dos corpos

cavernosos, principalmente proximo a tdnica albuginea e na prépria tanica

albuginea, com marcacao por cruzes: 2X (Figura 6).

¥ B ETTRD o, B R I
Figura 5. Fotomicrografia da expresséo global da proteina ETa em corte transversal dos corpos

cavernosos de rato do GD. Observar forte e difusa marcacdo no tecido erétil. Corpo
cavernoso (CC); corpo esponjoso (CE).50x.
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Figura 6. Fotomicrografia da expressédo global da proteina ETg em corte transversal dos corpos
cavernosos de rato do GD. Observar marcagcdo difusa no tecido erétil, principalmente
préximo a tanica albuginea. Corpo cavernoso (CC); corpo esponjoso (CE).50x.

Nos animais do grupo diabético + alcoolizado (GD+A), também foi
observada alta expressédo proteica de ETa e ETs com padrdo de marcagéo
positiva difusa no tecido erétil dos corpos cavernosos quando comparado ao
grupo controle.

Da mesma forma: a marcagdo positiva para ETa foi mais intensa e
homogénea no tecido erétil, com marcacéo por cruzes igual a 3x (Figura7) e a
marcacao positiva para ETs foi maior na regido periférica dos corpos cavernosos,
principalmente préxima atunica albuginea e na tunica albuginea, com marcacao

por cruzes igual a 2x (Figura 8).
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Figura 7. Fotomicrografia da expresséo global da proteina ETaA em corte transversal dos corpos

cavernosos de rato do GD+A. Observar forte e difusa marcacdo no tecido erétil. Corpo
cavernoso (CC); corpo esponjoso (CE).50x.

Figura 8. Fotomicrografia da expresséo global da proteina ETB em corte transversal dos corpos
cavernosos de rato do GD+A. Notar marcagéo difusa no tecido erétil, principalmente préximo a tanica
albuginea. Corpo cavernoso (CC); corpo esponjoso (CE).50
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Chama a atencdo para o estudo da expressdo de ETs o fato de sua
marcacgao positiva ter sido mais intensa na periferia dos corpos cavernosos
€ na sua transicdo com a tanica albuginea.

A expressao proteica das duas proteinas estudadas foi pouco maior nos
corpos cavernosos dos animais do GD quando comparado ao GA e muito
semelhante nestes dois grupos quando comparado ao GD+A. Neste Ultimo

grupo, a expressao de ETa foi maior (Figura 9).

Figura 9. Detalhe da marcagdo positiva para a expressao de ETa no tecido cavernoso de um
animal do GD+A. Observar espacos cavernosos (EC) e marcagdes positivas (setas). 400x.

As figuras 10 e 11 mostram detalhes da marcagdo positiva para a
expressao de ETa e ETs no tecido cavernoso nos grupos GD e GD+A.
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Figura 10. Detalhe da marcacao positiva para a expressdo de ETa no tecido cavernoso de um
animal do GD. Observar um grande espaco vascular (EV) circundado pelo tecido cavernoso
erétil (TE) com forte marcacao. 400x.

Figura 11. Detalhe da marcacéo positiva para a expressédo de ETg no tecido cavernoso de um
animal do GD+A. Observar espacos cavernosos (EV) e marcacdes positivas (setas). 400x.
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7. DISCUSSAO

Utilizamos modelo experimental para alcoolismo cronico proposto por
Tirapeli et al., 2001.7” Acreditamos ser adequado o tempo total de sete semanas
de seguimento dos quatro grupos, uma vez que, na literatura, existem trabalhos
que utilizaram o mesmo periodo.>*647° Qutro aspecto relevante é que o aumento
no tempo de seguimento acarretaria expressiva perda por morte dos animais em
decorréncia dos efeitos deletérios do alcoolismo e diabetes.

Existem poucas publicacdes utilizando modelo experimental de diabetes e
alcoolismo para avaliar alteracfes no corpo cavernoso que poderiam estar
relacionadas com DE, apesar do alcoolismo e do diabetes serem doencas
bastante prevalentes em nosso meio.

O uso de modelos animais, principalmente com mamiferos de pequeno porte
(ratos, camundongos e coelhos), é bastante util para estudo da DE. O rato € o
modelo mais utilizado pela facilidade financeira e de espaco, devido ao seu
tamanho ser pouco maior que do camundongo, facilitando a instrumentagéo e por
existirem modelos ja bem estabelecidos para hipertensdo, diabetes e alcoolismo
cronico.3377

A utilizacdo do rato como modelo experimental associado a disfuncao erétil e
a ensaios de biologia molecular tem se destacado na literatura nas Ultimas
décadas. Estudos atuais evidenciam as vias dos receptores de endotelina como
importantes e promissores alvos para novos estudos relacionados com a DE, ao
alcoolismo e ao diabetes.8-82 Os receptores de ETa sdo expressos nas células de
musculo liso vascular e estdo relacionados a vasoconstricdo.®® Entretanto, a
ativacdo dos receptores ETs endoteliais promove vasodilatacdo pela formagéo de
NO® e liberacdo de prostaglandina®. A acdo vasoconstritora da endotelina
também pode estar relacionada com a ativacéo dos receptores ETs localizados no
musculo liso, que é relevante em certos leitos vasculares e dependente da espécie
e tecido estudado.®® Apesar da alta prevaléncia do alcoolismo e do diabetes,
existem poucos estudos relacionando-os com alteragbes nos receptores de
endotelina em tecido erétil peniano.

Propusemos o estudo para avaliar tais efeitos cronicos sobre os
receptores de endotelina no tecido de corpos cavernosos de ratos induzidos
experimentalmente ao diabetes e ao alcoolismo crénico. Encontramos por analise
imunoistoquimica baixa expressao dos receptores de endotelina no grupo controle

(GC) e alta expresséao no grupo alcoolizado (GA), no grupo diabetes (GD) e no
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grupo diabetes em associacdo com alcoolismo (GD+A). Nao havendo diferenca
significativa entre estes dois Ultimos grupos, enquanto a expressao foi mais
acentuada no grupo diabetes quando comparado com o grupo alcoolizado.

A distribuicdo dos receptores ETa e ETs ndo foi homogénea ou
proporcional, enquanto os receptores de endotelina B concentravam-se na
periferia dos corpos cavernosos e na sua transicdo com a tunica albuginea, os
receptores de endotelina A estavam distribuidos de forma difusa e em maior
concentracdo por todo corpo cavernoso, o que acreditamos que poderia
determinar um maior efeito vasoconstritor da endotelina.

Analise imunoistoquimica realizada por Sullivan et al.,, em 1997, em
coelhos diabéticos induzido por aloxano teve como resultado o aumento
significativo de ETs apds 6 meses de diabetes e 0 aumento ndo significativo de
ETa difusamente pelos corpos cavernosos, na microvasculatura localizada na
borda dos corpos cavernosos e na tunica albuginea.®? Bell et al., em 1995 ao
estudarem o efeito do diabetes induzido por estreptozotocin em corpos
cavernosos de ratos, através de autoradiografia de alta resolu¢cdo, demonstraram
aumento de ETa e ET-1 apds 2 meses do inicio do diabetes.

Existem estudos ja bem estabelecidos que demonstraram aumento de
concentracdo de endotelina-1 no sangue de homens impotentes,® bem como seu
aumento em pacientes diabéticos®' e em ratos submetidos ao consumo cronico
de alcool,®? o que demonstra, portanto, o envolvimento da via dos receptores de
endotelina com as referidas doencgas.

Leite et al., em 2013 realizaram estudo experimental utilizando ratos
submetidos ao alcoolismo com modelo e tempo de exposicdo similares a nossa
pesquisa.®* Estes autores utilizaram a técnica de PCR em tempo real e néo
encontraram aumento na expressao génica de ETa ou ETs, resultados estes
semelhantes aos nossos. Também ndo encontramos alteracbes na expressao
génica nos GD e GD+A por esta técnica. Ainda sobre o estudo de Leite., em
2013, foi analisada a expressdo proteica por Western immunoblotting,
demonstrando aumento apenas de ETa no grupo alcoolizado em relagdo ao grupo
controle. Achados semelhantes entre nossos estudos demostram um maior
aumento de ETa em relacdo ao ETs, pela analise imunoistoquimica, o que teria
relevancia para a fisiopatologia da DE associada ao alcoolismo, uma vez que ETa
poSsui agao vasoconstritora mais potente.

N&o existem estudos prévios sobre os receptores de endotelina em

individuos expostos aos efeitos associados do diabetes e alcoolismo crénico.
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Lizarte et al. (2009 e 2010) investigaram o efeito do diabetes e do consumo
cronico de etanol durante quatro semanas no relaxamento mediado pelo NO, na
musculatura lisa dos corpos cavernosos de ratos. Pela analise imunoistoquimica
e da expressao génica por PCR em tempo real, foi observada alta expresséo de
eNOS e INOS nas fibras musculares lisas dos ratos diabéticos e diabéticos
associado ao consumo cronico de etanol, quando comparados aos animais
controle. Isso demonstrou diminuicdo na capacidade de relaxamento induzido
pela acetilcolina, na musculatura dos corpos cavernosos destes animais, via
mecanismo endotélio dependente, sugerindo que o consumo cronico de etanol
também induza disfuncdo endotelial.>*"°

Outros fatores conhecidos de DE, como obesidade e hipertenséo arterial,
também possuem modelos bem estabelecidos, como por exemplo estudo
realizado por Carneiro et al., 2008 em ratos submetidos a hipertensédo arterial
induzida por mineralocorticéides, que demonstrou que a resposta contratil a ET-1
foi abolida por um antagonista do receptor ETa, a administracdo de um
antagonista ETs ndo produziu nenhum efeito significante na acdo vasoconstritora
do ET-1, enquanto o uso de agonista ETs provocou relaxamento e néo
vasoconstricdo em microtiras de corpos cavernosos. Analise por Western
immunoblotting encontrou aumento ndo significativo de ETa e diminuicdo
significativa de ETs e eNOS.8” Portanto, podemos sugerir que a fisiopatologia da
DE na hipertensao arterial, como fator de risco, tem em relacdo aos receptores da
endotelina ETa, um perfil de expressédo semelhante ao alcoolismo, uma vez que
em ambos fatores de risco para disfuncdo erétii houve um aumento dos
receptores ETa que possuem maior efeito vasoconstritor.

Entretanto, em nossas analises por PCR em tempo real, apesar de néo
observarmos diferenca estatistica, o receptor de endotelina ETs apresentou niveis
de expressdo maior. Podemos sugerir uma possivel regulacéo de ETs pelo miR-
199 principalmente no GD+A, visto que o miR-199 apresentou diferenca
significativa neste grupo e padrao de expressao inverso de ETs.

Os miRs séo conhecidos por desempenhar um papel importante em muitos
processos fisioldgicos e patologicos, incluindo carcinogénese, proliferacao celular,
hematopoiese, metabolismo, funcdo imune e doencas epigenéticas e
neurodegenerativas.88

Estudos utilizando rastreamento de alteracdo na expressao de microRNAs
pelo alcool encontraram cerca de 2% de alteracdo (aumento ou diminui¢do). O

mecanismo de alteragdo dos miRs ainda n&o foi totalmente compreendido.
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Acredita-se que a reducado nos niveis de metilacdo do DNA tenha relacdo com tal
alteracéo.”> N&do encontramos na literatura trabalhos que relacionassem a
expressdo de miRs no tecido cavernoso peniano associado ao alcoolismo e
diabetes.

Nossos principais resultados foram a hipoexpressédo dos microRNAs miR-
199 e miR-155, apesar de que apenas o0 miR-199 apresentou diferenca
estatistica significativa no tecido cavernoso quando foram comparados 0s grupos
experimentais com o grupo controle. Também encontramos, ao analisarmos
amostras de sangue, hipoexpressao do miR-155 nos 3 grupos experimentais em
relacdo ao grupo controle, sendo estatisticamente significativa apenas a do
grupo diabetes em associacdo com alcoolismo. Analise do miR-199 demonstrou
hipoexpressédo significativa no grupo diabetes e no grupo diabetes em
associacdo com alcoolismo, além de hipoexpressdo nado significativa no grupo
alcoolizado, quando comparados ao grupo controle.

Yeligar et al. (2009) realizaram estudo, utilizando PCR em tempo real e
Western immunoblotting, em cultura celular endotelial humana e endotelial
hepatica de ratos. Grupo controle foi comparado com grupo submetido ao
alcoolismo por 9 semanas, enquanto as células da microvasculatura dérmica
humana foram expostas durante 24 horas aos efeitos do alcool. Encontraram
aumento de endotelina-1 e de seus receptores do tipo B como efeito a exposicao
alcoolica, correlacionaram que o controle da expressdo da endotelina-1 é
suprimida pelo miR-199 nas células endoteliais hepaticas de ratos e pelos miR-
199 e miR-155 nas células endoteliais humanas, indicando assim que estes
miRs podem funcionar como reguladores negativos do controle de transcricao
da endotelina.”® Comparando com os nossos resultados, também encontramos
aumento dos receptores de endotelina a imunoistoquimica como efeito do alcool,
do diabetes e de sua associacdo. Semelhantes resultados foram encontrados
com a diminuicdo da expressdo dos miR-199 nos corpos cavernosos dos ratos
nos grupos alcoolizado e alcoolizado em associagdo com diabetes, dados estes
que corroboram a hipétese de que o aumento da endotelina poderia ser
determinado pela diminuicdo da acé&o supressora do miR-199 que se encontra
hipoexpresso em decorréncia dos efeitos deletérios do alcool.

Fichtlscherer et al. (2013) estudaram a expressdo génica plasmatica de
alguns microRNAs, sabidamente relacionados com endotélio e inflamacéo,
utilizando-se PCR quantitativo em pacientes com doenca coronariana estavel,

comparando-os a de voluntarios saudaveis e encontrando hipoexpressao
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significativa dos miR-199a e miR-155, sendo mais significativa nos individuos
diabéticos e do sexo masculino. Comparando com nossos resultados, apesar de
serem espécies diferentes, em ambos o0s estudos, o diabetes pbdde ser
relacionado com o decréscimo na expressado génica destes microRNAs.&°

O desenvolvimento continuado da gendmica oferece novos diagnosticos e
marcadores para doengcas complexas como diabetes e alcoolismo, bem como
para suas complicacdes. Estudos futuros in vivo poderdo identificar e testar
terapéuticas alvo moleculares para inUumeros agravos, entre eles a DE assim
como suas possiveis associacdes com outras condicbes como, por exemplo, o
alcoolismo e o diabetes. Estudos em larga escala também favorecerdo uma
identificagdo de novos microRNAs como alvos para serem abordados em

estudos futuros.
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8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos apds analise do sangue e dos corpos cavernosos

de ratos do grupo controle (GC), grupo alcoolizado (GA), grupo diabético (GD) e

grupo diabético e alcoolizado (GD+A) permitiram as seguintes conclusoes:

1.

A expressao proteica de ETa e ETg por imunoistoquimica foi baixa no
grupo controle e alta no grupo alcoolizado, no grupo diabetes e no
grupo diabético e alcoolizado, ndo havendo diferenca entre os GD e
GD+A, enquanto a expressao foi mais acentuada no GD quando

comparado ao GA:;

. A expressdo proteica de ETp e ETg por imunoistoquimica nido foi

homogénea ou proporcional. Enquanto os receptores de endotelina B
concentravam-se na periferia dos corpos cavernosos e na sua
transicdo com a tunica albuginea, os receptores de endotelina A
estavam distribuidos de forma difusa e em maior concentracdo por

todo corpo cavernoso;

. Nao foi observada alteracdo estatisticamente significativa na

expressao génica de ETp e ETg entre os grupos estudados. Houve
aumento néo significativo de ETa no GD e ETs no GD+A em relacao
ao GC;

. Foi observada no tecido cavernoso hipoexpressao génica significativa

do miR-199 no grupo GD+ A e hipoexpresséo nao significativa no GA
e GD em relacio ao GC; andlise do miR-155 demonstrou
hipoexpressdo génica nao significativa dos grupos experimentais,

guando comparados ao GC;

. Foi observada no sangue hipoexpresséo génica significativa do miR-

155 no GD+A e hipoexpressdo nao significativa nos demais grupos
experimentais quando comparados ao GC. Analise do miR-199
demonstrou hipoexpressao significativa no GD e no GD+A, quando

comparados ao GC, além de hipoexpressao nao significativa no GA,
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