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RESUMO

MEDEIROS JUNIOR, Jorge Luiz. Expresséo de proteoglicanos e fatores
inflamatorios no arco aértico e tecido peniano de camundongos ApoE (-/-)
submetidos a dieta High-Fat. 71 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2018.

Estudos recentes sobre dados de saude publica nos Estados Unidos mostrou que
as taxas de mortalidade devido a doenga coronariana tém declinado nas ultimas décadas.
Apesar desses dados, que refletem maior conhecimento populacional sobre a doencga,
globalmente o infarto do miocardio ainda € uma das principais causas de morte. Os
camundongos machos com trés meses de idade foram divididos em quatro grupos de 16
animais cada um, como se segue: animais C57CL/B6 recebendo uma dieta controle (C)
ou dieta high-fat (HF); E ApoE recebendo uma dieta controle (ApoE) ou uma dieta high-
fat (ApoE-HF). Nos animais C57CL / B6 e ApoE, quando alimentados com uma dieta high-
fat, houve aumento significativo de massa corporal (51,1%, p <0,001 e 39,3%, p <0,001,
respectivamente) em comparagdo com 0s grupos que receberam uma dieta normal.
Assim, em animais HF, houve aumento da expressao de biglycan, lumican, e syndecan-1
em relag&o ao grupo C. Deficiéncia de Apolipoproteina E (ApoE vs C) resultou em efeitos
semelhantes sobre estes proteoglicanos, e também aumentou a expressado da
fibromodulina, biglican, decorin, sindecan e lumican. Quando comparado o ApoE vs ApoE-
HF houve aumento significativo de decorin e uma redugao significativa de biglican e
sindecan. Em relacdo aos fatores de crescimento houve aumento significativo na
expressao génica nos grupos HF e ApoE em relagéo ao grupo C, PDGFa, PDGFb, TGF{2,
TGFB3. Em relagao ao TGFB1 o grupo ApoE obteve aumento significativo em relagéo ao
grupo C e ApoE-HF. Na expressao VEGF o grupo ApoE-HF teve aumento significativo em
relacdo ao grupo ApoE. A expressao de mRNA dos proteoglicanos biglycan, decorin,
lumican, fibromodulin e sindecan-1 houve aumento significativo no grupo APOE (4x, 4x,
4x, 13x, 3x, respectivamente, todos p <0,001) em comparagdo com grupo C. Em relagao
ao grupo APOE-HF houve aumento significativo nestes proteoglicanos (21% a 2x, todos
p <0,05) em comparagao com grupo APOE. As expressdes de PDGF-A e B no grupo
APOE foram maiores significativamente (4x, p <0,001) em comparagdo com grupo
controle. A expressao de TGF-1 foi aumentada significativamente no grupo APOE vs C
(4x, p <0,001) e em APOE-HF vs APOE (64%, p <0,001). Na aorta de camundongos ApoE
(- / -) a expressao génica de proteoglicanos e fatores de crescimento associados a
aterosclerose se replicam em certos parametros nos eventos fisiopatolégicos que ocorrem
em humanos. No entanto, existem diferencas importantes que devem ser levada em conta
quando se utiliza este tipo de modelo de aterosclerose. Em relagdo ao metabolismo de
proteoglicano vascular, a semelhanga com seres humanos pode ser evidenciada quando
0s animais sao alimentados com dieta rica em lipideos. Em relagao ao pénis as condigcdes
que levam a aterosclerose na ApoE sdo acompanhadas por alteragdes no metabolismo
dos proteoglicanos penianos. Embora existam algumas diferengas em relagdo ao que
ocorre nas artérias humanas, essas alteracbes devem também favorecer a doenca
vascular e suas repercussdes hemodinamicas. Os resultados também mostram que a
ApoE, especialmente sob uma dieta rica em gordura, € um modelo adequado para
investigar a DE vasculogénica e suas associagdes com doenga cardiovascular.

Palavras-chave: Aterosclerose. Aorta. Pénis. ApoE. Proteoglicanas. Fator de

crescimento.



ABSTRACT

MEDEIROS JUNIOR, Jorge Luiz. Expression of proteoglycans and inflammatory
factors in the aortic arch and penile tissue in ApoE (- / -) mice submitted to the
High-Fat diet. 71 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
2018.

Recent studies of public health data in the United States have shown that mortality
rates due to coronary heart disease have declined in recent decades. Despite these data,
which reflect greater population knowledge about the disease, globally, myocardial
infarction is still one of the main causes of death. Three-month-old male mice were divided
into four groups of 16 animals each, as follows: C57CL/B6 animals receiving a control diet
(C) or high-fat diet (HF); And ApoE receiving a control diet (ApoE) or a high-fat diet (ApoE-
HF). In the C57CL / B6 and ApoE animals, when fed a high-fat diet, there was a significant
increase in body mass (51.1%, p <0.001 and 39.3%, p <0.001, respectively) compared to
the groups that received a normal diet. Thus, in HF animals, there was an increase in the
expression of biglycan, lumican, and syndecan-1 compared to group C. Apolipoprotein E
(ApoE vs C) deficiency resulted in similar effects on these proteoglycans, and also
increased the expression of fibromodulin, biglican, decorin, sindecan and lumican. When
comparing ApoE vs ApoE-HF there was a significant increase in decorin and a significant
reduction in biglican and sindecan. Regarding growth factors, there was a significant
increase in gene expression in groups HF and ApoE compared to group C, PDGFa,
PDGFb, TGFB2, TGFR3. In relation to TGFB1 the ApoE group had a significant increase
compared to the C group and ApoE-HF. In VEGF expression, the ApoE-HF group had a
significant increase compared to the ApoE group. The mRNA expression of the
proteoglycans biglycan, decorin, lumican, fiboromodulin and sindecan-1 was significantly
increased in the APOE group (4x, 4x, 4%, 13X, 3x, respectively, all p <0.001) compared to
the C group. APOE-HF group had significant increase in these proteoglycans (21% to 2x,
all p < 0.05) compared to APOE group. PDGF-A and B expressions in the APOE group
were significantly higher (4x, p<0.001) compared to the control group. TGF-B1 expression
was significantly increased in the APOE vs C group (4%, p<0.001) and in APOE-HF vs
APOE (64%, p<0.001). In the aorta of ApoE mice (- / -) the gene expression of
proteoglycans and growth factors associated with atherosclerosis is replicated in certain
parameters in the pathophysiological events that occur in humans. However, there are
important differences that must be taken into account when using this type of
atherosclerosis model. Regarding vascular proteoglycan metabolism, similarity to humans
can be evidenced when animals are fed a lipid-rich diet. In relation to the penis, the
conditions that lead to atherosclerosis in ApoE are accompanied by alterations in the
metabolism of penile proteoglycans. Although there are some differences in relation to
what occurs in human arteries, these changes should also favor vascular disease and its
hemodynamic repercussions. The results also show that ApoE, especially under a high-
fat diet, is a suitable model to investigate vasculogenic ED and its associations with
cardiovascular disease.

Keywords: Atherosclerosis. Aorta. Penis. ApoE. Proteoglycan. Growth factor.
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INTRODUCAO
Aterosclerose

Estudos recentes sobre dados de saude publica nos Estados Unidos mostrou
que as taxas de mortalidade devido a doenca coronariana tém declinado nas ultimas
décadas (Dalen et al., 2014). Apesar desses dados, que refletem maior conhecimento
populacional sobre a doenca, globalmente o infarto do miocardio ainda é uma das
principais causas de morte (Hsu et al., 2013; Yusuf et al., 2014).

A aterosclerose é caracterizada pela deposicdo de lipidios por infiltracdo de
células inflamatoérias (por exemplo, células T e mondcitos circulantes) e posterior
formacéo da placa ateromatosa, que afeta principalmente a tanica intima dos vasos
sanguineos (o revestimento mais interno dos vasos) (Nakhlband et al., 2018). Como
consequéncia ocorre um estreitamento luminal dos vasos sanguineos causado pela
formacdo de placa que reduz o fluxo sanguineo para o coragdo, 0 cérebro ou 0s
orgaos periféricos, levando a doenca cardiaca coronaria, acidente vascular cerebral
ou doenca vascular periférica (Hultgardh-Nilsson et al., 2015).

Um fator crucial na aterogénese é também a disfuncdo endotelial, a qual
precede a formacdo da placa de ateroma, e estd associada com um aumento da
permeabilidade para lipoproteinas e com a aderéncia e migracdo de células T e
monaocitos para o interior da tunica intima (Matsuzawa e Lerman, 2014). Uma das
principais caracteristicas da doenca é de fato a infiltracdo de LDL para o interior da
tunica intima da parede arterial (Sakakura et al., 2013), o que provavelmente é
facilitado pela disfuncéo endotelial(Matsuzawa e Lerman, 2014).

Durante décadas, houve um foco significativo no componente inflamatério de
ateroscleroses. As evidéncias indicam agora que a inflamagdo contribui
consideravelmente para o iniciagdo e progressdo da aterosclerose, diversas
observacdes histopatoldgicas e imunoguimicas sugerem que processos inflamatérios
ativos podem desencadear a ruptura da placa e o risco de um evento atero-trombético
clinicamente significativo.

Os monocitos desempenham papéis centrais na aterogénese e sao
rapidamente atraidos para locais de fluxo alterados, caracterizados por inflamacao de
baixo grau. A Diferenciacdo de mondcitos em macréfagos estd associada com a
regulacéo positiva da atividade de fagocitose, levando ao acumulo de lipidios e a
formacdo de células de espuma tipicas. Essas células expressam uma série de

fatores, bem como metaloproteinases de matriz (MMPs) que sdo responsaveis pela
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degradacdo da matriz, 0 que pode levar a instabilidade da placa (Taleb, 2016). A
aterosclerose pode ser considerada um componente inflamatorio cronico significativo.
A inflamacéo também contribui para dislipidemia associada a elevac¢des de VLDL, LDL
e triglicerideos, bem como reducéo de HDL (Escarcega et al., 2018).

A molécula de LDL entra assim em contato com a tdnica intima arterial, que
contém uma matriz extracelular (MEC) frouxa e enriquecida em pelo menos trés tipos
de proteoglicanos intersticiais. A aterosclerose tem fatores de risco bem conhecidos,
0s quais envolvem principalmente histéria familiar, hipertenséo arterial, tabagismo, e
niveis elevados de lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade (LDL) (Rudolf e
Lewandrowski, 2014).

A interacdo entre LDL e proteoglicanos promove modificagdo e agregagéao de
LDL e captacdo por macréfagos, levando a formacdo de células espumosas. A
conversdo de macrofagos em células espumosas estimula a liberacdo de fatores
potencialmente aterogenéticos que alteram ainda mais o metabolismo dos
proteoglicanos. As lipoproteinas retidas e alteradas, juntamente com os macréfagos
vizinhos, estimulam a quimiotaxia e a transformacdo e proliferacdo das células
musculares lisa, o0 que causa aumento na sintese de proteoglicanas. Um dos eventos
iniciais na aterogenese e a retencdo de LDL na tanica intima por interacdes especificas
com os proteoglicanos na parede das artérias. (Hultgardh-Nilsson et al., 2015). Este
evento da inicio a uma reacao inflamatéria, e € conhecido como hipétese da resposta
a retencéo, como podemos observar na Figura 1 (Boren e Williams, 2016) .
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Figura 1 — HipGtese da resposta a retencéo (Boren e Williams, 2016).
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As membranas basais baseiam-se e suportam a funcéo das células endoteliais
e incorporam as células do musculo liso, sendo a fonte da maioria das células do
musculo liso dentro das placas ateroscleréticas. As células musculares lisas
recrutadas sdo capazes de produzir fibras do tecido conjuntivo, que pode tornar as
placas mais estaveis ao cercar o nucleo inflamatério da placa com uma espessa

camada de colageno (Schwartz et al., 2000).

Proteoglicanos e Glicosaminoglicanos

Os proteoglicanos séo glicoconjugados complexos que contém uma cadeia
central proteica e pelo menos uma cadeia lateral de um polissacarideo denominado
glicosaminoglicano (GAG). Nesses polissacarideos, a unidade monomérica € um
dissacarideo que contém uma hexosamina e, na maioria das vezes, um acido
hexurénico. Esse dissacarideo em geral possui um grupamento carboxila e
guantidades variaveis de grupamentos sulfato, os quais conferem assim aos GAG
uma alta densidade de cargas anidnicas. Variagbes especificas nessas estruturas
quimicas definem os diferentes tipos de GAG, como hialuronan, condroitin sulfato,
dermatan sulfato, e heparan sulfato. Os Proteoglicanos ocorrem em todos os tipos de
matriz extracelular, e sua parte protéica contém, por sua vez, quantidades variaveis

de dominios de adeséo. Os proteoglicanos tém, dessa forma, grande capacidade de
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interacbes especificas com o meio circundante, e suas funcgbes fisiologicas sao
basicamente decorrentes dessa propriedade.

Em decorréncia desse envolvimento de proteoglicanos e GAG com a biologia
celular dos tecidos, alteracfes na expressdo e estrutura dessas moléculas estdo
associadas a diversas disfuncbes e doencas (Bertassoni e Swain, 2014). Varios
estudos tém mostrado que esses proteoglicanos da tunica intima estdo
histologicamente associados com a les@o aterosclerdtica em humanos (Gutierrez et
al., 1997; Fukuchi et al., 2002; Nakashima et al., 2007). Todos esses proteoglicanos
possuem cadeias laterais de condroitin sulfato ou dermatan sulfato, as quais se ligam
especificamente a LDL através de interacdes ibnicas (Cardoso e Mourao, 1994).

A LDL que se infiltra pelo endotélio, como descrito acima, é assim retida na
tunica intima, o que facilita a subsequente oxidacdo da lipoproteina. Esses eventos
entdo dao inicio a uma complexa reacédo inflamatéria na parede arterial, a qual por
sua vez leva a formacado da placa de ateroma (Ross, 1999; Khalil et al., 2004; Tabas
et al., 2007; Galkina e Ley, 2009; Fogelstrand e Boren, 2012). Fatores regulatorios
secretados nessa reacdo inflamatéria, tais como PDGF e TGF-B, ndo apenas
aumentam a expressao de proteoglicanos na tunica intima, mas também estimulam a
elongacédo da cadeia de GAG. Essas cadeias, além disso, podem ter seus padrdes
modificados de sulfatacdo (Cardoso et al., 2010). Vale notar que, in vitro, cadeias mais
longas de GAG tém maior afinidade por LDL (Cardoso e Mourao, 1994). Portanto, a
reacdo inflamatoria aumenta a aterogenicidade da camada intima.

Os glicosaminoglicanos estdo associados ao Iumen arterial e contém
principalmente sulfato de heparan, sulfato de condroitin e acido hialurénico. O sulfato
de heparano compreende 50 a 90% do total glicosaminoglicanos. Duas proteinas
principais se ligam as cadeias de sulfato de heparano: syndecan- 1 e glipicano-1, estas
duas proteinas possuem funcdes distintas. Por exemplo, o syndecan-1 pode transmitir
um sinal para a célula para reconstruir o citoesqueleto, enquanto glypican-1 esta
envolvido na sinalizagdo para ativar a sintese de 6xido nitrico (Jarrold et al., 1999;
Leonova e Galzitskaya, 2015)

A hipotese da “resposta a retengao" da aterosclerose propde que o principal
passo inicial na aterogénese é a retencéo subendotelial de lipoproteinas aterogénicas,
como lipoproteina baixa densidade (LDL), por moléculas de matriz extracelular (MEC),
particularmente proteoglicanos de sulfato de condroitina / sulfato de dermatano
(Leonova e Galzitskaya, 2015).
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As células arteriais produzem cinco tipos de proteoglicanos, que incluem
superficie celular e os proteoglicanos sulfato de heparan de membrana basal, e trés
proteoglicanos intersticiais; versican, biglycan e decorin. Os Proteoglicanos e seus
glicosaminoglicanos (GAGSs) estao envolvidos em importantes funcdes arteriais, tais
como permeabilidade, suporte estrutural, regulacdo do equilibrio de fluidos e
eletrdlitos, coagulacdo sanguinea, agregacao plaquetaria, calcificacdo e metabolismo
lipidico (Jarrold et al., 1999).

Os proteoglicanos possuem um papel importante na fibrilogénese do colageno
e na organizacdo e estrutura da matriz extracelular. Como tal, mudancas nos
proteoglicanos podem afetar a composicéo, estabilidade e a elasticidade da matriz
extracelular (Tannock, 2014).

Estudos recentes tém descrito papel importante para os proteoglicanos
soluveis, participando na regulacéo dos processos inflamatdrios, como por exemplo
biglican, principalmente em sua forma sollavel, que é liberada na matriz extracelular
durante a lesédo tecidual. Este tipo tem sido observado interagindo com diversas
moléculas, incluindo proteinas morfogénicas (BMP) -2,4,6, TGF-B, TNF-a, VEGF
(Jarrold et al., 1999; Tannock, 2014).

Os GAGs formam ligacdes covalentes a tipos especificos de proteinas
nucleares que se acumulam nas lesdes vasculares. Estas moléculas incluem versican,
biglican e decorin, lumican, fibromodulina e perlecan, embora outros tipos de
proteoglicanos estejam presentes, mas em quantidades menores.

O Condroitin Sulfato (CS) € um glicosaminoglicano predominantemente
encontrado na matriz extracelular em torno da cartilagem, ligamentos, tenddes, vasos
sanguineos e pele (Martinez-Calatrava et al., 2010). O CS € uma classe de GAGs
sulfatados que séo polissacarideos lineares e consistem em repeticdo de unidades
dissacaridicas compostas de acido urénico e N-acetil-hexosamina. Por causa de sua
unidade dissacarideo caracteristica [(—4GIcAB1-3GalNAcB1-) n], onde GIcA e
GalNAc representam &cido glucurdnico e N-acetilgalactosamina, respectivamente, CS
podem ser classificados como galactosaminoglicano (Mikami e Kitagawa, 2013).

Estudos demonstram que algumas proteoglicanas compostas por condrotin
sulfato tém sido implicados ndo apenas em diversos eventos fisiolégicos como
citocinese, morfogénese e plasticidade neuronal, mas também em processos
patoldgicos, incluindo desordens esqueléticas, formacgéo de cicatriz glial apos leséo

cerebral e infecgBes por virus e bactérias (Little et al., 2008; Mikami e Kitagawa, 2013).
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Sindecan

Os Sindecans séo proteoglicanos de sulfato de heparan transmembrana
envolvidos na regulacdo do crescimento celular, diferenciacdo, adesao,
desenvolvimento neuronal e metabolismo lipidico (Os sindecans sédo expressos de
uma maneira especifica do tecido para facilitar diversos processos celulares). Existem
4 tipos de sindecan, atuando na maioria dos tipos celulares. O sindecan-1 possui papel
importante no metabolismo lipidico, cicatrizacédo de feridas, regulacdo na migracao de
leucdcitos e reorganizacdo do citoesqueleto endotelial, atuando contra o estresse
causado pela tensdo de cisalhamento evitando assim o desenvolvimento de
aterosclerose, em contrapartida o aumento da expressédo deste tipo de sindecan
influencia a migracdo de macrofagos, facilitando a formacdo de placas

ateroscleroticas. (Leonova e Galzitskaya, 2015).

Decorin

O decorin € o membro mais bem caracterizado da familia de proteoglicanos
extracelulares pequenos e ricos em leucina, presente nos tecidos conjuntivos,
tipicamente em associacdo as fibrilas de colageno e frequentemente € observado a
sua interacdo com moléculas de LDL e poderia contribuir para formacao de placas de
aterosclerose (Jarrold et al., 1999; Jarvinen e Prince, 2015). Em mamiferos o decorin
contém uma por¢do central de proteina monomérica de 42 kDa e uma Unica cadeia
de GAG de condroitina / sulfato de dermatan, ligada a um residuo de serina proximo
do terminal N. (Gutierrez et al., 1997; Jarrold et al., 1999; Jarvinen e Prince, 2015).

Biglican

O biglican € um membro da classe | de pequenos proteoglicanos ricos em
leucina sendo amplamente expresso, consistindo de um nucleo de proteina de 42 kDa
e uma ou duas cadeias de glicosaminoglicano (GAG) ligado covalentemente no seu
terminal N (Thompson et al., 2014; Thompson et al., 2018)

Em lesBes ou em estresse tecidual o biglican, € clivado através de enzima de
enzimas proteoliticas, se transformando em uma forma livre de biglican, que participa
de inimeros eventos inflamatdrios cronicos em diversas patologias, como faléncia

renal aguda, lupus, nefrites e nefropatias diabéticas (Roedig et al., 2018)
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O biglican possui um papel importante no desenvolvimento aterosclerose,
porém, sua real acdo ainda € controversa e recentemente estudos tem demonstrado
gue sua hiperexpressdo aumentou as placas de aterosclerose, mas sua diminuigéo

nao teve um papel protetor (Thompson et al., 2018).

Versican

O versican é um proteoglicano de condroitin sulfato que esta presente na MEC
dos vasos sanguineos normais e aumenta drasticamente em todas as formas de
doencas vasculares (Wight e Merrilees, 2004).

O gene e a proteina versican seguem um modelo de dominio. O dominio
globular amino-terminal (G1) liga-se ao hialuronan,e o dominio globular carboxi-
terminal (G3) se assemelha a familia selectina das proteinas, constituida por uma
lectina do tipo C adjacente a dois fatores de crescimento epidérmico (EGF) e uma
regido reguladora do complemento (Wight e Merrilees, 2004). O versican é uma
grande Proteoglicana de CS contendo uma proteina do nucleo de cerca de 260 kDa
com 15-20 cadeias CS ligados (Wight, 2018). Esta proteoglicana esta principalmente
associado as células musculares lisas arteriais. Caso ocorra lesdes vasculares, 0s
lipidios e macréfagos se acumulam juntamente com este proteoglicano nas bordas do

ndcleo necroético em placas mais avancadas (Mikami e Kitagawa, 2013).

Fibromodulina

A fibromodulina € uma proteina citosdlica caracterizada por um nucleo de
proteina substituido covalentemente por cadeias de glicosaminoglicano. A
fiboromodulina € um pequeno proteoglicano rico em leucina de 59 kDa expresso
principalmente em cartilagem, esclera e tecidos expostos a tensdo de tracdo, como
tendBes, com isso tem sido relatada como sendo mais alta nos tecidos conjuntivos,
onde desempenha um papel central na organizacéo da fibrila de colageno (Shami et
al., 2013; Jan et al., 2016). Ele regula a formacéao de fibrilas de colageno por ligacéo
ao colageno tipo I, 16 e, assim, influencia a formag&o do arcabouco de colageno 17
por um mecanismo molecular ainda desconhecido (Shami et al., 2013), entretanto a
fioromodulina facilita a arquitetura dos componentes de matriz, que por sua vez afeta

“turnover “celular e a composigao da matriz e ajuda a evitar a colagendlise.
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Lumican

O lumican, um proteoglicano pequeno, rico em leucina, de classe II,
desempenha um papel importante na organizacdo da MEC e € um importante
modulador de fung¢des incluindo inflamagao associada ao tumor (Yang, C. T. et al.,
2018).

Na sua composicdo € o proteoglicano mais heterogéneo entre o tipos de
glicosaminoglicano (GAG), com uma massa de 4000-19.000 kDa. Numerosas formas
de lumican com cadeias de polilactosamina foram descritas em varios tecidos, além
da cérnea. Em varios tecidos, lumican pode existir na forma glicoproteica, substituida
por oligossacarideos curtos ou cadeias de polilactosamina pouco sulfatadas / ndo
sulfatadas em vez de keratan sulfato, o lumican é encontrado como uma glicoproteina

com um peso molecular variando de 40 a 175 kDa (Karamanou et al., 2018).

1.3 Modelos animais para aterosclerose

Para o entendimento mais detalhado sobre a fisiopatologia da aterosclerose, e
principalmente para investigacdes sobre o envolvimento de fatores nutricionais e
farmacoldgicos nessa doenca, sao utilizados diversos modelos animais (Getz e
Reardon, 2012). A escolha do modelo animal para os estudos em aterosclerose € bem
diversificada, porém cada modelo possui limitagdes, como podemos observar na
tabela 1.
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Tabela 1 — Vantagens e Desvantagens dos modelos animais comuns para o
desenvolvimento de aterosclerose.

ANIMAIS VANTAGENS DESVANTAGENS
Tipicamente resistente a aterogénese
A maior parte colesterol é transportada
Camundongo | Baixo custo através de Particulas HDL
e Facil de manusear e manter. O pequeno tamanho dos animais limita o
Rato Reproducao gerivel sangue e restinge disseccao de pequenas
artérias
Metabolismo lipidico diferente do humano.
Facil de manipulacdo
Reproducao gerivel
Linhagem estabelecida
Camundongos | desenvolvimento de . :
Desenvolvimento incompleto da placa.
ApoE -/- aterosclerose.
Aumento de complexidade na
leséo aterosclerética com
dieta high-fat.
Baixo custo.
Facil de manusear e manter.
Sensivel a inducao de Lesdes restritas quando comparados com
colesterol diabétes oe humanos
Coelho aterosclerose. Deficiéncia de lipase hepatica, causando
Suficientemente grande para hepatotoxidade quando administrada dieta
permitir experimentos high-fat.
fisiolégicos.
Anatomicamente e
fisiologicamente semelhante
ao E{umano I(S|stema Aumento de tamanho, dificultando o
Porco cardiovascy an. manipulacdo e manuseio.
Suscetivel a aterosclerose Alto custo de manutencio
espontanea e Padrdes '
compardveis de distribuicdo
de placas
Facil manipulacao. Resisténcia aterogénica.
Cao Tamanho ideal.

Primatas nao
humanos

Semelhanca em dieta e
genética

Baixa disponibilidade

Tempo de vida longo (resultando em
experimentos complexos)

Hospedeiro de perigosas zoonoses virais

Legenda: Adaptada das tabela 1.

Fonte: Leong et al., 2015 e Getz e Reardon, 2006

As Cepas de camundongos tém se revelado bastante adequadas como

modelos para aterosclerose, principalmente em animais knockout para proteinas

envolvidas na fisiopatologia da doenga. A cepa C57BL/6 (wild type), que é geralmente

usada como base para os knockouts, € normalmente resistente para aterosclerose,
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s6 desenvolvendo lesdes de estagio inicial, mesmo com hipercolesterolemia induzida.
Por outro lado, os animais ApoE(-/-) e o LDLR(-/-) desenvolvem lesdes expressivas,
por vezes mesmo com dieta padréo.

O ApoE(-/-) € o modelo de aterosclerose em camundongo mais usado (Getz, 2008;
Getz e Reardon, 2012), desenvolvendo lesbes complexas e em varias artérias,
mesmo com dieta padrdo, porém estes tipos de lesdes ndo chegam ao estagio de
ruptura como observado na espécie humana, como podemos observa . Com dieta
high-fat, as les6es sdo complexas e de varios estagios, mais ricas em lipideos, e com
células espumosas e capa fibrosa, além de se desenvolverem mais rapidamente (Getz
e Reardon, 2006). Ja a cepa LDLR(-/-) apresenta, com dieta padrao, lesdbes menos
severas, necessitando assim de dieta high-fat para desenvolver aterosclerose mais

complexa (Getz e Reardon, 2006).

Figura 2 — Desenvolvimento placa aterosclerose.

Pathological
intimal thickening

Eroded plaque Ruptured plaque

Legenda: linha tracejada indica os tipos lesdes que podem ocorrer em modelos animais,
particularmente camundongo.
Fonte: Shim et al., 2016

Todos os modelos animais possuem suas limitagdes, contudo a sua utilidade
é inegavel para estudos de mecanismos moleculares especificos, e os camundongos
propensos ao desenvolvimento de aterosclerose diferem dos humanos com doenca
arterial, o que restringe as investigacdes como descrito acima (Pasterkamp et al.,

2017). Apesar das limitagdes do modelo animal vista acima, os camundongos séo
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modelos de aterosclerose eficientes, relativamente baratos e, devido ao seu curto
tempo de geracdo, podem ser facilmente criados em conjunto com outras cepas de
superexpressdo ou deficientes em genes de interesse. Além disso, o uso de
anticorpos e drogas experimentais € acessivel devido ao pequeno tamanho corporal.
(Shim et al., 2016)

Proteoglicanos arteriais em modelos de aterosclerose em camundongos

Os diversos dados discutidos evidenciam o papel crucial dos proteoglicanos
arteriais na fisiopatologia da aterosclerose. Além disso, resultados de
imunohistoquimica em humanos, tanto em artérias normais quanto em lesdes
ateroscleroticas avancadas, mostram que a localizacdo especifica dos diferentes tipos
de proteoglicanos, assim como de fatores envolvidos na doenga, como fatores de
crescimento, também sdo importantes para o entendimento da aterogénese (Gutierrez
et al., 1997; Evanko et al., 1998). No entanto, o0 modelo em camundongo ApoE nao
chega a desenvolver lesbes com rupturas de placas, por exemplo, com isso, as
analises estruturais sofrem limitacdes, ndo possibilitando estudos de localizacao dos
diferentes proteoglicanos. Com isso, o foco das analises desenvolvidas sera voltada
para a expressao génica dos diferentes proteoglicano arteriais.

Na cepa C57BL/6 (wild type) ndo ha marcacéo para versican na parede arterial,
mas esse proteoglicano € expresso em camundongos LDLR(-/-) (Seidelmann et al.,
2008). Um outro estudo mostrou a presenca de biglican and perlecan nessa mesma
cepa knockout (Tang et al., 2013). Entretanto, outros autores mostraram, tanto em
camundongos LDLR(-/-) quanto ApoE(-/-), que biglycan e perlecan se localizam na
lesdo aterosclerética, enquanto versican estaria ausente (Kunjathoor et al., 2002).
Deve-se salientar que nesse Uultimo estudo ndo foram avaliados aspectos do
metabolismo de proteoglicanos que séo relevantes na aterosclerose em humanos, tais
como:

e Os animais foram alimentados apenas com dieta standard, o que ndo induz o

desenvolvimento de lesbes mais complexas;

e A expressdo génica dos proteoglicanos e glicosaminoglicanos no mesmo

experimento.

e Nao foram feitas a marcacdes de fatores de crescimento associados ao

metabolismo de proteoglicanos na aterogénese.
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Morfologia dos Vasos Sanguineos de Camundongos

Os vasos sanguineos na sua maioria possuem caracteristicas estruturais
comuns. Entretanto conforme o tamanho do vaso sanguineo, as arteriais por exemplo
podem ser divididas, de acordo com o calibre de forma crescente, em arteriolas,
artérias de médio calibre ou artéria musculares e artérias de grande calibre ou artérias
elasticas. Os vasos sanguineos sao normalmente compostos das seguintes camadas
ou tdnicas: tunica intima, tinica média e tunica adventicia, que variam seus
componentes estruturais dependendo do calibre.

A tdnica intima apresenta uma camada de células endoteliais apoiada na na
limitante elastica interna, sendo assim diferente do encontrado em humanos, por ndo
possuirem uma camada subendotelial formada por tecido conjuntivo frouxo (Sims,
1989). Nas artérias, a tunica intima esta separada da tunica média por lamina elastica
interna, denominada limitante elastica interna. Esta lamina, composta principalmente
de elastina, contém aberturas (fenestras) que possibilitam a difusdo de substancias
para nutrir células situadas mais profundamente na parede do vaso.

A tdnica média consiste principalmente de camadas concéntricas de células
musculares lisas interpostas com quantidades variaveis de matriz extracelular fibrosas
(fibras do sistema elatico, colageno do tipo Ill) e substancia amorfa (proteoglicanos e
glicoproteinas).

A matriz extracelular fibrosa dos vasos formada de colagenos dos tipos | e
[l s&o principais tipos de colageno encontrados nos tecidos arteriais. Colagéno do tipo
| € predominantemente localizado na adventicia arterial, enquanto colageno tipo Ill &
o principal tipo de colageno na tunica média. Os tipos de colageno | e lli
desempenham importante papel na fisiologia arterial, prevenindo expansao arterial
além dos limites fisiol6gicos (Jarrold et al., 1999).

Os Vasos de maior calibre, normalmente contém vasa vasorum (vasos dos
vasos) que sao arteriolas, capilares e vénulas que se ramificam profusamente na
adventicia e, em menor quantidade, na porcdo externa da média, porém, nos
camundongos esses vasos estdo ausentes conforme descrito por (Heistad e Marcus,
1979).
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Figura 3 - Histologia do arco aértico de camundongos.

Legenda: Picro sirius red. 200x

Anatomia da Aorta de Camundongos

A aorta origina-se do ventriculo esquerdo através do anel fibroso e
imediatamente se amplia para o bulbo adrtico e irradia a artéria coronaria esquerda e
direita. Como a aorta ascendentes sobe craniodorsalmente do lado direito do tronco
pulmonar, seguindo seu trajeto craniodorsal e em forma convexa forma a arco aértico,
logo na sua emergéncia cardiaca, sua continuacdo em dire¢cdo caudal, em posicao
dorsal, paralela aos corpos vertebrais da coluna vertebral, sendo chamada de aorta
toracica; assim continua seu trajeto até atravessar o diafragma através do hiato
aortico, passando entdo, a ser denominada de aorta abdominal. Esta, ainda paralela
aos corpos vertebrais, segue caudalmente emitindo em seu percurso, diversos ramos
as visceras abdominais; na altura da quarta, quinta ou sexta vértebra lombar, esta se

divide em artérias iliacas (Schummer, 1981).
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Figura 4 - Arco aortico e Aorta toracica camundongo, sua relacao in situ.

Legenda: Dissecgéo arco aortico e aorta toracica de camundongo, sua relagéo in situ.

Figura 5 - Arco adrtico e base do coracdo de camundongo dissecado.

Legenda: Disseccédo arco adrtico e base do coracgéo.
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Figura 6 - Artéria aorta camundongo dissecada e corada com oil red

Legenda: Dissecc¢édo de artéria aorta completa corada com oil red.

Disfuncao Erétil e Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca sistematica na qual a placa se acumula no
interior das artérias que podem levar a sérios problemas relacionados a qualidade de
vida, dentre eles, em homens podemos citar a disfuncéo erétil, sendo definida como
a incapacidade de alcancar e / ou manter erecdo peniana para uma relacdo sexual
satisfatoria (Baumann et al., 2017; Durmus et al., 2017). A disfuncéo erétil (DE) é
uma doenga multicausal associada ao envelhecimento, tabagismo e diversas
condicbes patogénicas, como hipertensdo, hipercolesterolemia e hiperglicemia

(Fraga-Silva et al., 2014).
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O mecanismo subjacente mais comum da DE é vascular, sendo a
vasculogénica um indicador de disfuncéo endotelial e um preditor de hiperlipidemia,
um importante fator de risco para aterosclerose, € frequentemente observada em
pacientes com DE. O aumento do ténus e / ou contratilidade do musculo liso dentro
do corpo cavernoso e artérias penianas € o principal mecanismo responsavel para DE
(Fraga-Silva et al., 2014; Durmus et al., 2017).

Na hiperlipidemia, a lipoproteina de baixa densidade oxidada elevada causa
disfuncéo endotelial, através da geracao de radicais livres que prejudicam a expressao
genica do 6xido nitrico sintase, que facilitaria 0 aumento do ténus, podendo ter como
consequéncia a DE (Baumann et al., 2017; Durmus et al., 2017; Zhang et al., 2017).
Os Sintomas do trato urinario inferior, DE e inicio tardio hipogonadismo s&o altamente
prevalentes em homens idosos e estdo significativamente associados com uma
qualidade de vida reduzida.

Nas pesquisas experimentais em aterosclerose, o camundongo knockout ApoE
€ amplamente utilizado, uma vez que desenvolve lesdes arteriais semelhantes as dos
seres humanos. Ele também ¢é usado em investiga¢g6es sobre ED vasculogénico (Xie

et al., 2007), mas ndo hé informacdes sobre proteoglicanos em seus tecidos eréteis.

Estresse Oxidativo e Disfuncao Erétil

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio sdo gerados pelo
metabolismo do oxigénio, que é balanceado pela taxa de formacéo de oxidantes e
pela taxa de eliminacdo do oxidante. O estresse oxidativo é resultado do desequilibrio
entre a geracao de espécies reativas de oxigénio e os sistemas de defesa antioxidante
(Sinha e Dabla, 2015).

Exposicdo ao alcool, medicamentos, trauma, infec¢gbes, dieta de baixo valor
nutricional, toxinas, radiacdo, hipertensdo arterial ou atividade fisica extenuante
podem levar a um aumento no estresse oxidativo que pode por sua vez induz DE.
Espécies reativas, como o0 anion superoxido, podem interagir com NO para formar
peroxinitrito e, assim, diminuir a biodisponibilidade do NO. Além disso, os radicais
peroxinitrito e superoxido pode aumentar a incidéncia de apoptose no endotélio do
musculo cavernoso, levando assim ao dano do endotélio e reducdo do nivel de NO
(Adefegha et al., 2018).

O mecanismo fisiopatologico da disfuncdo endotélio € multifatorial e muitas

vezes caracterizada pela biodisponibilidade degradada do O6xido nitrico, diminuiu
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vasodilatacao e o agravamento da inflamacéo, precedido por lesGes ateroscleroticas.
A producéo de 6xido Nitrico desempenha um papel fisioldgico no processo de erecao.
O 6éxido nitrico é considerado o mais importante fator para o relaxamento dos corpos
cavernosos (CC) e 0s vasos penianos necessarios para a responsavel pela erecéo
(Bozkurt et al., 2018), 2018).

A erecao € essencialmente um evento neurovascular que requer endotélio intacto
e funcional e musculo liso no CC. Sabe-se que a aterosclerose é um processo
inflamatoério envolvendo um numero de citocinas pré-inflamatorias, representando um

aumento estado de estresse oxidativo (Zhang et al., 2017; Bozkurt et al., 2018).

Citocinas pro-inflamatoria

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
variando entre 8 e 30 kDa. Sao produzidas por diversos tipos de células no local
da lesdao e por células do sistema imunoldgico através da ativacdo de
proteinoquinases ativadas por mitdgenos. Diferentemente dos hormonios
classicos, as citocinas nao sao armazenadas como moléculas preformadas e atuam
especialmente por mecanismos paracrino (em células vizinhas) e autdcrino (nas
proprias células produtoras)(Oliveira et al., 2011).

A Interleucina-6 (IL-6), uma citocina pro-inflamatéria, que é produzida de
varios tecidos, incluindo os macrofagos ativados e o musculo liso e células endoteliais,
também pode promover a secrecdo de outras citocinas e, entre outras, estimula
guimiotaxia de mondcitos e macrofagos para promover a aterogénese (Zhang et al.,
2018).

Anatomia e histologia do pénis

O pénis do camundongo é composto por corpos cilindricos de estrutura erétil:
um par de corpos cavernosos, unidos entre si e situados dorsalmente ao corpo
esponjoso, situado ventralmente, além de fascias, nervos e vasos, todos recobertos
pela pele. A maior parte do pénis é formada pelos corpos cavernosos, 0s quais se
originam na sinfise pubica correndo lado a lado. Ventralmente aos corpos cavernosos
localiza-se 0 corpo esponjoso, que abriga no seu interior a uretra e possui duas
dilatagbes: uma proximal, o bulbo esponjoso e outra distal, a glande do pénis. Estas
estruturas sao envolvidas por uma camada de tecido fibroso, a tanica albuginea, que

varia em espessura tornando-se mais delgada ao envolver o corpo esponjoso
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Préximo ao seu terco distal, a haste peniana apresenta uma flexura em angulo

reto. Apresenta pouco tecido erétil e um processo 6sseo localizado mais distalmente.

Figura 7 — Pénis do camundongo, vista anterior.

Glande

Flexura peniana

Corpo peniano

Bulbo peniano

Legenda: Disseccdo pénis de camundongo evidenciando suas por¢cfes em vista anterior .

Os corpos cavernosos sao formados por uma camada de células musculares
lisas localizadas na regido subendotelial que circunda os espacos vasculares
(sinusoides), situados entre as trabéculas. Sdo encontrados feixes longitudinais e
transversais. As fibras musculares lisas dos corpos cavernosos séo os elementos que
se encontram em menor nimero entre 0s componentes do corpo cavernoso do pénis
(Pinheiro et al., 2000) .

As fibras coldgenas sdo os constituintes mais numerosos das trabéculas dos
corpos cavernosos. Estdo dispostas compactamente e entremeadas com
prolongamentos citoplasmaticos de fibroblastos. As fibras do sistema el4stico
encontram-se presentes nos corpos cavernosos como uma malha frouxa e ramificada.
Na periferia do corpo cavernoso as fibras sdo mais espessas formando um eixo

paralelo ao longo do pénis.
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1. OBJETIVOS

1.1 Gerais
Avaliar a adequacdo do modelo de aterosclerose em camundongos ApoE(-/-)
no que se refere a expressao protéica e metabolismo de proteoglicanos no arco adrtico

e Nno pénis.

1.2 Especificos
Determinar em animais ApoE(-/-) com e sem dieta high-fat:

e A expressédo génica de diferentes proteoglicanos (versican, decorin,
biglycan, lumican, sindecan 1, fioromodulin, ) no pénis e na parede arterial
normal e na lesdo aterosclerética usando método RT- PCR.

e A expressao génica de diferentes fatores de crescimento como PDGF e
TGF-beta que possuem associacdes especificas com proteoglicanos.no pénis
e na parede arterial normal e na lesdo aterosclerotica

e Avaliar estrutural do musculo liso do corpo cavernoso do pénis com e

sem lesao aterosclerdtica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Protocolo experimental

Os camundongos knockout da Apolipoproteina-E (ApoE) foram adquiridos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP), S&do Paulo,
Brasil, e os camundongos C57CL / B6 foram adquiridos da Faculdade de Medicina,
Universidade S&o Paulo (USP), S&o Paulo, Brasil. Ambas as cepas derivam de
colénias mantidas no Laboratorio Jackson (Bar Harbor, ME, EUA).

Os camundongos machos com trés meses de idade foram divididos em quatro

grupos de 16 animais cada um, como se segue:

e Grupo C - animais C57CL/B6 recebendo uma dieta controle.

e Grupo HF - animais C57CL/B6 recebendo uma dieta high-fat (HF).

e Grupo ApoE - Animais knockout da Apolipoproteina-E recebendo dieta
controle.

e Grupo ApoE-HF. Animais knockout da Apolipoproteina-E recebendo dieta
high-fat.

2.1.1 Dietas

Todas as dietas foram preparadas sob encomenda e confeccionadas pela
PragSolucdes (Jau, Sdo Paulo, Brasil). A dieta controle segue as recomendacdes
macro e micronutrientes para roedores de laboratério, conforme descrito pelo Instituto
Americano de Nutricdo (AIN-93M)(Reeves et al., 1993). A dieta high-fat foi baseada
na dieta controle, mas continha 40% de banha de porco e 10% de 6leo de soja como
energia (Tabela 1). Os animais tiveram livre acesso a agua e alimentos, e mantidos a
uma temperatura controlada (21 + 2 ° C) com um ciclo claro-escuro de 12h. A dieta foi
administrada por quatro meses, e apos jejum durante 6 horas, todos os animais foram

sacrificados com sobredose de tiopental sédico.
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Tabela 2 - Composicao da dieta padrao e dieta high fat.

Nutrientes (g/Kg) C HF
Caseina 140 175
Amido de Milho 619.7 347.7
Sacarose 100 100
Oleo de Soja 40 40
Banha de Porco _ 238
Fibras 50 50
L-Cystine 1.8 1.8
Choline 2.5 2.5
Antioxidante 1.0 1.0
Mix mineral 35 35
Mix Vitamina 10 10
Total massa (g) 1000 1000
Carbohidratos (% Energia) 76 36
Proteinas (% Energia) 14 14
Lipideos (% Energia) 10 50
Total Energia (kJ/Kg) 15960.0 21000.0

Legenda: Composicéo da dieta padréo e dieta high fat, com base a formulag&o AIN-93M para
roedores de laboratério.

Imediatamente apds o sacrificio, o sangue foi colhido através de punc¢éo cardiaca e
o plasma foi separado por centrifugacdo (120 xg durante 15 minutos a temperatura
ambiente) e armazenado a -80 ° C para analises bioquimicas posteriores. O arco

aortico e pénis foram dissecados e processado da seguinte forma:

2.1.2 Arco aortico:

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para os seguintes procedimentos:
| - O arco retirado e armazenado a -80 ° C para analise quantitativa em tempo real
de PCR (RT-qPCR); (n=7)
Il - O arco foi retirado e fixado em formalina tamponada a 4% para histoquimica;
(n=3)
Il - Enquanto ainda fresco, foi transferido para PBS a 4 ° C e depois submetido ao

procedimento oil red (n=4)..
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2.1.3 Pénis

O pénis dos camundongos dos diferentes grupos, foi dissecado e o seu ter¢co médio
clivado. Para as analises de RT-gPCR e Western Blotting foram utilizados, os mesmos
animais sendo seu terco médio clivado e congelado separadamente:

| - O terco médio do penis foi clivado e armazenado a -80 ° C para analise
guantitativa em tempo real de PCR (RT-gPCR); (n=8)

Il - O terco médio do penis foi clivado e armazenado a -80 ° C para analise
guantitativa em western blotting (n=8)

[l - O terco médio do pénis foi e retirado e fixado em formalina tamponada a 4% e
seguida processado utilizando procedimentos histolégicos de rotina (n=8)
Como os diferentes métodos tinham diferentes sensibilidades e exigéncias de massa
tecidual, o numero real de amostras variou de acordo com a experimento e é

adequadamente indicado juntamente com os resultados.

2.2 Procedimentos histoldgicos

Para a analise histologica foram utilizados cortes transversais no terco meédio
do corpo do pénis e arco aértico. As amostras foram lavadas em solugéo salina (0,9%
NaCl) e fixadas por imersdo em formalina 4% em tampao fosfato salino (PBS) por um
periodo minimo de 24 horas.
Figura 8 — Pénis de rato, com o terco médio selecionado entre as barras negras.

Legenda: Disseccdo pénis de camundongo, terco médio selecionado.
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O material foi submetido as técnicas histolégicas de rotina: desidratado em
alcool e clarificado em xilol para posterior inclusdo em parafina. Foram feitos cortes
histologicos com 5 um espessura e corados pela Hematoxilina & Eosina para
verificar a integridade dos tecidos e picro sirius red (Sirus Red F3B, Sigma, St.
Louis, MO, EUA, catalogo N ° D0303) para avaliacao das fibras colagenas no arco
aortico a fim de verificar as placas fibrosas de colageno em torno da placa
ateroscleroticas. As fotomicrografias foram capturadas no microscépio Olympus
BX51 acoplado a uma camara digital Olympus DP71 (Olympus, Téquio, Japao).

2.3 Imunohistoquimica do musculo liso pénis

Foi realizada a técnica de Avidina Biotina para a identificacdo das células
musculares lisas, utilizando anticorpo monoclonal anti-mouse anti-a actina de musculo
liso (Abcam, N° catalago EPR5368, Carlsbad, CA, E.U.A))

Foram realizados controles negativos, associado ao anticorpo primario, foi
utilizado um kit de polimeros imunohistoquimico Envision + Dual Link System HRP
(DAB+) (Dako, Vila Carpinteria, CA, E.U.A). A revelacgao foi feita com solugéo de 3,3,
diamino-benzidina tetrahidrocloridro (DAB) a 0,1% (Dako, Vila Carpinteria, CA, E.U.A
) em H202, lavados em agua destilada, desidratados em uma serie crescente de

etanol, diafanizados em xilol e montados com Enthelan.

2.4 Morfometria corpo cavernoso

As andlises morfométricas de musculo liso, tecido conjuntivo e sinuséide do
corpo cavernoso foram realizadas utilizando-se fotomicrografias obtidas com objetiva
de 20 X. O software ImageJ (versdo 1,41 NIH, Bethesda, E.U.A.), carregada com o
seu proprio plugin grid.class (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/), foi usada para gerar
uma grade contendo 98 pontos. A grade foi sobreposta as fotomicrografias digitais
dos tecidos eréteis do corpo cavernoso. A densidade de superficie do muasculo liso,
tecido conjuntivo, e sinusoides foram determinadas pela contagem de pontos e
expressa por percentagem do espaco de referéncia.

2.5 Andlise dos lipideos plasmaticos

Os lipidios plasmaticos foram analisados atraves do método de

espectrofotometria (Bioclin System IlI, Bioclin / Quibasa, Belo Horizonte, Brasil)

utilizando kits de ensaio para o colesterol total (N ° de catalogo K083-2), HDL (n ° de
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catadlogo K071-23) LDL directa (n ° de catalogo K088-27) e triacilglicerol (n ° de
catalogo 117-2).

2.6 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado pouco antes do sacrificio, apés 0s animais terem
mantidos em jejum durante 6 horas. Uma amostra de sangue foi obtida a partir da veia
da cauda e, em seguida, uma solugcdo de glucose a 25% em solucdo salina foi
administrada aos animais por gavagem numa dose de 1,0 g /kg de peso corporal.
Foram entdo obtidas amostras de sangue adicionais aos 15, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos apds a gavagem, e a concentracao de glicose foi aferida nas amostras usando
um glucémetro (Accu-Chek, Roche, Sao Paulo, Brasil). A curva glicémica foi tragada,

e 0s resultados sdo dados como a area sob a curva.

2.7 Método Oil Red
Para identificar macroscopicamente placas ateromatosas, arcos aodrticos

inteiros foram corados usando o procedimento Oil Red O (Sigma, St. Louis, MO, EUA,
catalogo N ° 09755) como descrito anteriormente (Andres-Manzano et al., 2015).
2.8 RT-gPCR

O RNA total foi extraido de todo o arco adrtico (aproximadamente 30 mg)
utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA, catdlogo n ° 15596026). A
concentragdo de RNA foi determinada utilizando espectroscopia Nanovue plus (GE
Life Sciences) e 1 ug de RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen, n ° de catalogo
18068015). A sintese do cDNA da primeira cadeia foi realizada utilizando iniciadores
Oligo (dT) para mRNA e transcriptase reversa Superscript Ill (ambos da Invitrogen).
Realizou-se RT-gPCR utilizando um termociclador BioRad CFX96 C1000 e a mistura
SYBR Green (Invitrogen, n ° de catalogo 11784200). Os iniciadores para o RT-qPCR
foram concebidos utilizando o software em linha Primer 3 e sdo indicados na Tabela
2. Foi utilizado o TBP (proteina de ligacdo a TATA) como controle endégeno para
normalizar a expressao dos genes selecionados. O de RT-qPCR para o gene alvo e
o controle enddégeno foram aproximadamente iguais e foram calculadas atraves de
uma série de diluicbes de cDNA. As reacdes de PCR em tempo real foram conduzidas
apos um programa de pré-desnaturacéo e ativacao da polimerase (4 minutos a 95 °
C). Em seguida, quarenta e quatro ciclos, cada um consistindo de 95 ° C durante 10s

e 60 ° C durante 15s, foram seguidos por um programa de curva de fuséo (60 a 95 °



39

C com taxa de aquecimento de 0,1 ° C / s). Os controles negativos consistiram em
pocos nos quais o cDNA foi substituido por agua destilada. A razdo de expressao
relativa de mRNA foi calculada pela equacdo, 222¢t em que -ACt representa a
diferenca entre o numero de ciclos (Ct) dos genes alvo e o controlo enddgeno.

Tabela 3. Sequéncia Primers utilizados RT-PCR do arco aodrtico.

Name 5'-3 Primers

. FW GGTGGGCATCAATGACTTCT
Biglycan

RV AGGGTTGTTGAAGAGGCTGA

. FW AAGAAGGGGCCTTCAAGAAC
Decorin

RV  AAGCCTTTCCAACTTCACGA

. . FW CGTCCCTGACAGCTACTTCC

Fibromodulin

RV TGCTGGAGTTGAAGGTGTTG

. FW AAGAGTGTGCCAATGGTTCC
Lumican

RV CACTGCAGGTCTGTGACGTT

PDGEa FW TGCCTTGGAGACAAGTCTGA

RV TCTTGCAAACTGCAGGAATG

PDGED FW CGGCCTGTGACTAGAAGTCC

RV CCTTGTCATGGGTGTGCTTA

FW GAGGCAGATTCAGACCTTCG
Sulfotransferase

RV TGAATCCATGTTGTCCCTGA

FW  CTCAGAGCCTTTTGGACAGG

Syndecan
RV TACAGCATGAAAGCCACCAG
TBP Fw CAGCCTTCCACCTTATGCTC
Fw TTGCTGCTGTCGTCTTTGTT
TGFp1 FW GACTCTCCACCTGCAAGACC
RV  CGAGCCTTAGTTTGGACAGG
TGFp2 FW TGGCTTCACCACAAAGACAG
RV CCTCGAGCTCTTCGCTTTTA
TGFB3 FW GATGAGCACATAGCCAAGCA
RV CATCGAAAGACAGCCATTCA
VEGF FW ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT

RV TATGTGCTGGCTTTGGTGAG
FW TTCAGGCAGCTTGGAGAAAT
Versican RV CAGGGTTCTCACCCCAAGTA
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Legenda:PDGFa — Fator de crescimento derivado de plaquetas subunidade A;PDGFb Fator de crescimento
derivado de plaguetas subunidade B; VEGF — Fator de crescimento vascular endothelial; TGFB1 - Fator de
transformacgéo do crescimento beta isoforma 1; TGFB2 - Fator de transformacéo do crescimento beta isoforma
2 ; TGFB3 - Fator de transformacéo do crescimento beta isoforma 3; IL6 — Interleucina 6

Tabela 4 - Sequéncia Primers utilizados RT-PCR do pénis.

Name 5'-3 Primers
. FW GGTGGGCATCAATGACTTCT
Biglican
RV AGGGTTGTTGAAGAGGCTGA
. FW AAGAAGGGGCCTTCAAGAAC
Decorin
RV AAGCCTTTCCAACTTCACGA
. . FW CGTCCCTGACAGCTACTTCC
Fibromodulin
RV TGCTGGAGTTGAAGGTGTTG
. FW AAGAGTGTGCCAATGGTTCC
Lumican
RV CACTGCAGGTCTGTGACGTT
PDGFa FW TGCCTTGGAGACAAGTCTGA
RV TCTTGCAAACTGCAGGAATG
PDGED FW CGGCCTGTGACTAGAAGTCC

RV CCTTGTCATGGGTGTGCTTA
FW  GAGGCAGATTCAGACCTTCG
RV  TGAATCCATGTTGTCCCTGA

FW CTCAGAGCCTTTTGGACAGG

Sulfotransferase

Syndecan
RV  TACAGCATGAAAGCCACCAG
TBP Fw CAGCCTTCCACCTTATGCTC
Fw TTGCTGCTGTCGTCTTTGTT
TGFB1 FW GACTCTCCACCTGCAAGACC
RV  CGAGCCTTAGTTTGGACAGG
TGFp2 FW TGGCTTCACCACAAAGACAG
RV CCTCGAGCTCTTCGCTTTTA
TGFB3 FW GATGAGCACATAGCCAAGCA
RV  CATCGAAAGACAGCCATTCA
VEGF FW ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT

RV TATGTGCTGGCTTTGGTGAG

FW TTCAGGCAGCTTGGAGAAAT

Versican RV CAGGGTTCTCACCCCAAGTA
FW TTGACAGAGAGCGGATTCCT

RV TCTGGTGATATCGTGGGTGA

IL6 FW AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA

Catalase
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RV  ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
FW CAGGACCCATTGCAAGGAA

SoD2
RV GTGCTCCCACACGTCAATCC
FW TCAGCCGATTTGCTATCTCA
TNFa
RV TGGAAGACTCCTCCCAGGTA
GPX1 FW CCCGTGCGCAGGTACAG
Ry CAGCAGGGTTTCTATGTCAGGTT
R FWw GGGATTGGCTGTGATGAGAT

RV  GGTGACCAGCTCCTCTGAAG

Legenda:PDGFa — Fator de crescimento derivado de plaquetas subunidade A;PDGFb Fator de crescimento
derivado de plaguetas subunidade B; VEGF — Fator de crescimento vascular endothelial; TGFB1 - Fator de
transformacéo do crescimento beta isoforma 1; TGFB2 - Fator de transformacéo do crescimento beta isoforma
2 ; TGFB3 - Fator de transformacao do crescimento beta isoforma 3; IL6 — Interleucina 6; SOD — Superéxido
dismutase; TNFa — Fator de necrose tumoral alfa; GPX1 — Glutationa perioxidase 1; GR — Glutationa redutase;

2.9 Western blot pénis

Foi utilizado para andlise de western blot 50 mg do tecido peniano, sendo
adicionado ao tampao de lise RIPA com inibidor de protease, homogeneizado e
centrifugado (10.000 rpm por 30 min a 4° C) para posterior quantificacdo das
concentracdes proteicas. Apos desnaturacao (5 min a 100° C), quantidades iguais de
proteinas (50 pg) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e
transferidas para uma membrana de PVDF (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
EUA) por eletrotransferéncia. A membrana foi entdo bloqueada por incubacdo em 5
% (p/v) de leite em pd desnatado, diluido em tampé&o salina com Tris (TBS-T [20
mmol/L de Tris/HCL (pH 7,4) e 500 mmol/L de NaCl]) em temperatura ambiente por
uma hora, evitando assim ligacdes inespecificas. Apos, a membrana foi incubada com
anticorpo primario overnight, a 4° C. As seguintes proteinas foram avaliadas: a -actina
(43 kDa; SC-32251; Santa Cruz Biotechnology), Elastina (70 kDa; SC-17580; Santa
Cruz Biotechnology), Colageno | (70 kDa; SC-17580; Santa Cruz Biotechnology) e
Colageno 1l (70 kDa; SC-17580; Santa Cruz Biotechnology).

No dia seguinte, a membrana foi incubada com anticorpo secundario especifico
para a sua origem. A membrana foi revelada por quimioluminescéncia e as imagens
foram obtidas através do sistema ChemiDoc (BioRad, Hercules, CA, EUA). As bandas
foram quantificadas de acordo com suas intensidades usando o software ImageJ (NIH,
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imagej.nih.gov/ij, EUA). A B-actina (SC-81178, Santa Cruz Biotechnology) foi utilizada
como fator de correcao
2.10 Analise estatistica

Os resultados sao expressos por meédia + desvio padrao. As médias de grupo
para cada variavel foram primeiramente analisadas utilizando one-way ANOVA,
guando foi encontrada significancia estatistica, foram feitas comparacdes planejadas
por pares usando o método de Holm-Sidak: (I) entre os grupos C e HF para avaliar 0s
efeitos da dieta high-fat nos camundongos(C57CL/ B6); (Il) entre os grupos C e ApoE
para avaliar os efeitos da deficiéncia de apolipoproteina E em camundongos
alimentador por dieta controle ; E (lll) entre os grupos ApoE e ApoE-HF para avaliar
os efeitos dieta high-fat em camundongos deficientes em apolipoproteina E. As
massas corporais foram comparadas utilizando teste t pareado. Todas as analises
estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism (San Diego, CA,

EUA) versédo 7.02, e significancia estatistica foi considerada quando p <0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Massa corporal

Os animais C57CL / B6 e ApoE (- / -), quando alimentados com uma dieta high-
fat, houve aumento significativo de massa corporal (51,1%, p <0,001 e 39,3%, p
<0,001, respectivamente) em comparacdo com 0S grupos que receberam uma dieta
normal.

Figura 9 - Resultado massa corporal
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Legenda: Gréfico representa a massa corporal dos animais dos grupos experimentais em semanas.

Figura 10. Imagens dos camundongos demonstrando a diferenca da massa corporal.

Legenda: A — Grupo C, B — grupo HF, C — Grupo ApoE, D — Grupo ApoE-HF.
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3.2 Placas aterosclerose.

A marcacdo com oil red vermelho de evidenciou as lesdes ateroscleroticas
desenvolvidas na parede do arco aortico dos aninmais ApoE (Figura. 1A) e ApoE-HF
(Figura. 1B), mas ndo em animais C ou HF (n&o encontrada). Além disso, as lesdes
foram macroscopicamente mais proeminentes em ApoE-HF em comparacdo com
ApoE. Coloracao de secbes com vermelho de picro sirius revelaram que as lesdes
ateroscleroticas dos animais ApoE-HF (Figura. 1D) foram mais complexos e fibroticos
do que aqueles em ApoE (Figura. 1C).

Figura 11 - LesBes aterosclerdticas.

Legenda: Arco adrtico de camundongos ApoE (- / -) alimentados com uma dieta controle (A, C) ou uma
dieta high-fat (B, D). As imagens macroscoépicas (A, B) foram obtidas a partir de segmentos arteriais
frescos corados com Oil Red, que mostra as lesdes como areas avermelhadas. As sec¢des histologicas
(C, D) das les@es ateroscleréticas (asteriscos) foram coradas com vermelho Picro-Sirius e capturadas
com aumento final de x400. As imagens séo representativas dos respectivos grupos.
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3.3 Lipideos plasmaticos

Em relacdo aos niveis plasméticos de colesterol e o triacilglicerol houve aumento
significativo no grupo HF e ApoE em relacdo ao grupo C e o no grupo ApoE que
recebeu dieta High-Fat aumentou significativamente em relacdo ao grupo que recebeu
apenas dieta padréo.

Figura 12 — Resultados da analise sérica, de colesterol, Triacilglicerol, HDL e LDL
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Legenda: Resultados da analise sérica, de colesterol, Triacilglicerol, HDL e LDL grupos C, HF, APOE,

APOE-HF. A significAncia estatistica foi considerada com p<0,05.
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3.4 Teste oral de tolerancia a glicose
O TOTG indicou intolerancia a glicose com maior area sobre a curva nos grupos
HF e ApoE-HF em relacdo ao grupo C e ApoE (p=0,0215 e p= 0,0001

respectivamente).

Figura 13 - Resultados teste oral de tolerancia a glicose e a o grafico de area sobre a

curva.
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Legenda: grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significancia estatistica foi considerada com p<0,05.

3.5 Expressdao génica de proteglicanos arteriais no arco aortico

A expressdo de Versican nao foi detectada nos grupos (nao ilustrados). No
entanto, a expressado génica dos outros proteoglicanos intersticiais foi visivelmente
afetada. Assim, em animais HF, houve aumento da expressao de biglycan, lumican, e
syndecan-1 em relagcéo a C (Figura 14), Enquanto que a fiboromodulina permaneceu
inalterada. Deficiéncia de Apolipoproteina E (ApoE vs C) resultou em efeitos
semelhantes sobre estes proteoglicanos, e também aumentou a expressdo da
fibromodulina. Expresséo foi aumenta na maioria dos proteoglicanos no grupo ApoE-
HF quando comparado com o grupo ApoE, houve diferencas, notadamente na maior

expressédo de decorin e na diminuigdo da expressao lumican.
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Figura 14 — Resultados da expresséo dos diferentes proteoglicanos no arco aortico
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Legenda: grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significAncia estatistica foi considerada com p<0,05.
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3.6 Expressdao génica de fatores de crescimento no arco adrtico

Na expressao de TGF 1 e TGF B3 houve aumento significativo nos grupos
ApoE em relacdo aos grupos ApoE-HF. Entretanto na expressao génica de TGF p2
houve aumento significativo nos grupos HF e ApoE-HF quando comparado o grupo
ApoE. Na expressdo de VEGF houve aumento significativo do grupo ApoE quando
comparado com 0s outros grupos expermintais. O PDGFa e PDGFb se mostrou
aumentado no grupo HF em relacdo controle. Entretanto houve uma reducédo no
PDGFa e aumento no PDGFb quando comparado com grupo ApoE com ApoE- HF.

Figura 15 - Resultados da expresséao dos fatores de crescimento no arco aértico,
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Legenda: grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significancia estatistica foi considerada com p<0,05.
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3.7 Expressdao génica proteglicanos arteriais no pénis

No que se refere a expressao génica do biglican, decorin, lumican, sindecan,

fiboromodulina, houve um aumento significativo do grupo ApoE-HF em relacdo ao

grupo ApoE. E o mesmo ocorrendo entre grupos HF e ApoE em relacdo ao controle.

Na expressao de versican houve uma diminuicdo significativa nos gupos HF, ApoE

em relacdo ao controle.

Figura 16 - Resultados da expresséo dos diferentes proteoglicanos no pénis
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Legenda: grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significAncia estatistica foi considerada com p<0,05
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3.8 Expressdao génica marcadores de estresse oxidativo no pénis

Na expresséao dos diferentes marcadores de estresse oxidativo houve aumento
na expressao catalase, SOD, GPX, GR nos grupos HF, mostrando que a dieta High-
fat possui influéncia nos animais C57-BL6 e 0 mesmo ocorrendo nos grupos ApoE em
relacdo ao grupo C. Em relacéo aos grupos ApoE e ApoE-HF houve apenas aumento

na expressao GR e catalase nos animas que receberam a dieta hiperlipidica.

Figura 17 — Grafico dos resultados marcadores de estresse oxidativo da expresséao

dos diferentes marcadores de estresse oxidativo no pénis
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Legenda: grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significancia estatistica foi considerada com p<0,05.
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3.9 Expresséao génica fatores de crescimento no pénis

No pénis a expressao dos diferentes fatores de crescimento reagiram diferentes
a ao efeito da dieta high-fat e ao modelo experimental. O PDGFa, houve uma reducéo
nos grupos HF em relacdo ao controle, aumentando significativamente no grupo ApoE
em relacéo ao controle e a dieta high-fat ndo alterou o efeito nos animais knockout. O
PDGFb e TGFB1, houve aumento significativo no grupo HF em relagao ao grupo C, e
0 mesmo ocorrendo entre ApoE e o grupo controle em ambos os fatores. O ApoE-HF
teve aumento significativo em relagdo ao TGFB1 comparado com ApoE. O VEGF
houve diferenca significativa entre os grupos HF e o grupo controle.

Figura 18 - Resultados da expresséo dos fatores de crescimento no pénis.
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Legenda: grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significancia estatistica foi considerada com p<0,05.
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3.10 Expresséao génica do perfil inflamatorio no pénis

Na expressao génica de IL 6 e TFNa houve um aumento significativo no grupo
HF, ApoE em relag&o ao grupo controle. Nos animais ApoE-HF ambas citocinas se
encontram aumentadas, corroborando que a administracédo da dieta hight-fat acentua
as respostas inflamatorias.

Figura 19 - Gréficos dos resultados de perfil inflamatorio no pénis
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Legenda: grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significAncia estatistica foi considerada com
p<0,05.

3.11 Morfometria do corpo cavernoso (CC) peniano.

Houve aumento significativo da Vv do tecido conjuntivo, nos Grupos HF
(31,15%), ApoE (25,60%) em relacéo ao grupo C. Quando comparado o grupo ApoE
e ApoE-HF ndo houve diferenca entres os grupos analisados. Na densidade
volumétrica de musculo liso houve aumento significativo entre os grupos HF (42,90%)
e ApoE (59,15%) em relac&o ao grupo C. O mesmo ocorrendo entre 0 grupo ApoE-

HF (17,72%) em relacdo ao grupo ApoE.

Em relagcdo ao espaco sinusoidal do corpo cavernoso houve redugcéo na
densidade volumétrica em relacdo ao grupo HF (50,90%) e ApoE (45,17%) quando
comparado ao grupo controle. Ndo houve diferenca estatistica entre grupo ApoE e

ApoE-HF em relagéo aos sinusoéide do CC.
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Tabela 5 — Resultados da morfometria do corpo cavernoso.

C HF ApoE ApoE-HF
Dados Média SD Média SD Média SD Média SD
Tecido conjuntivo 37,84 2,639 49,53 3,454 4753 2,542 46,46 3,45
Musculo liso 11,63 1,149 16,62 2,824 1851 2,276 21,79 3,487
Sinusdides 23,75 5621 11,66 1,41 10,73 2,865 11,44 2,209

Legenda: — Resultados da morfometria do corpo cavernoso. os resultados foram expressos em Média

e Desvio padrao (SD) .

Figura 20 — Fotomicrografias de imunohistoquimica de alfa actina de musculo liso (*)
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Legenda: Fotomicrografias de imunohistoquimica de alfa actina de musculo liso (*) no corpo cavernoso,

nos grupos C, HF, ApoE, ApoE-HF.
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3.12 Testosterona Livre
A testosterona livre foi houve uma reducdao significativa em relacéo ao grupo C,

e foi observado aumento significativo em relacdo ao grupo ApoE em comparagao ao
grupo C.

Figura 21 — Resultados da testosterona livre sérica
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Legenda: Resultados da testosterona livre sérica dos grupos C, HF, APOE, APOE-HF. A significancia

estatistica foi considerada com p<0,05.

3.13 Western Blot

Foi observado aumento significativo na expressao protéica da a-actina de
musculo liso, Colageno do tipo I, Colageno doo tipo lll, Elastina, nos animais HF e
ApoE-HF, mostrando que a dieta hiperlipidica possui influéncia sobre os elementos

fibrosos da matriz extracelular e na musculatura lisa no pénis de camundongos
C57BL6 e ApoE.
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Figura 22 — Resultados da expressao proteica de a actina, colageno tipo I, colageno

tipo 11l e Elastina.
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Legenda: Resultados da expressao proteica de a actina, colageno tipo I, colageno tipo Il e Elastina nos

diferentes grupos experimentais, os dados foram expressos em Média e SD.
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4 DISCUSSAO

Os animais ApoE -/- sdo uma cepa amplamente utilizada para estudo do

mecanismo de aterogénese, porém, estudos que avaliam a interagdo e a expressao
génica dos diferentes proteoglicanos no desenvolvimento das placas ateroscleroticas
no mesmo experimento ainda n&o tinha sido realizado.
Os resultados sao de extrema importancia para o conhecimento da fisiopatologia da
aterosclerose neste modelo. Os resultados dos lipideos plasmaticos em camundongos
C57BL6 e ApoE com ou sem dieta high fat sdo consistente com dados descritos na
literatura, e com aumento de triacilglicerol e colesterol total no grupos ApoE em
relagcdo ao controle respectivamente ( 0,9008 + 0,2094 e 1,299 + 0,1877; 2,577+
0,4056 e 9,226 £ 0,6680).

A Dieta High Fat influenciou o metabolismo lipidico de HDL, triacilglicerol e
colesterol, aumentando seus niveis plasmatico no grupo HF em relagéo ao grupo C,
0 que corrobora os dados encontrados em animais C57BL6 alimentados por este tipo
de dieta (Borges et al., 2018).

Artigos descrevem que os valores de colesterol total e triacilglicerol podem ser
variaveis nos animais ApoE (Jawien, Csanyi, et al., 2007; Jawien, Gajda, et al., 2007;
Lee et al., 2017). Os valores nos ApoE e C57BL6 sdo semelhantes aos apresentados
em outros trabalhos (Fang et al., 2013; Wu et al., 2014; Cavalera et al., 2017; Perez-
Ternero et al., 2017)

A expressao génica dos diferentes proteoglicanos se mostrou diferente nos
animais ApoE quando comparado com controle, fato observado na aterogenese
humana, porém, um dos proteoglicanos importantes neste mecanismo, o versican nao
foi expresso em nenhum dos grupos experimentais no arco aortico. Estudos com estas
linhagens ja demonstraram a auséncia da expressao proteica do versican na aorta de
animais ApoE com dieta padrao (Kunjathoor et al., 2002).

A expressao do versican foi observado em camundongos LDL - /- e ausente

na parede da aorta em animais C57BL6(Seidelmann et al., 2008).
Os resultados encontrados nestes projetos estdo de acordo com os dados
encontrados na literatura. Na analise dos dados dos arcos aorticos dos animais ApoE
e ApoE-HF nao foi observado a presenca deste proteoglicano, porém, no tecido
peniano dos mesmos animais, utilizando o mesmo primer foi verificado a presenca
deste gene.

Os camundongos possuem uma camada subendotelial de matriz frouxa e
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células (Lee et al., 2017). Em humanos o versican é encontrado em abundancia,
especialmente em espessamento pré aterosclerético da tunica intima (Gutierrez et al.,
1997; Evanko et al., 1998; Otsuka et al., 2015), e a degradacédo de versican se
encontra aumentada no plasma de paciente de varios graus de aterosclerose
(Barascuk et al., 2013).

O versican especificamente possui uma interagdo com hialuronan, fomando
grande agregado molecular. Na tunica média das artérias, este agregado é envolvido
na estrutura e nas propriedades de mecanossensiblizacdo da parede das artérias e
mudancgas na sua composi¢ao alteram a integridade das artérias (Roccabianca et al.,
2014).

A auséncia do versican na aorta de camundongos ApoE - /- é um dos aspectos
que diferem o modelo do que é observado nos humanos.

Na expressao génica do decorin, nos grupos experimentais houve um aumento
nos grupos HF e ApoE em relagdo ao controle e a dieta hiperlipidica aumentou a
expressao do decorin no grupo ApoE-HF em relagdo ao grupo ApoE , (Grupo C 1,025
+ 0,2539; Grupo HF 3,267 £ 0,8158; Grupo ApoE 4,476 £+ 0,9730; Grupo ApoE- HF
7,713 £ 2,121). O aumento na expressao de decorin foi observado em animais ApoE,
0 mesmo ocorrendo em trabalhos em humanos (Gutierrez et al., 1997; Yang, Y. et al.,
2018). Este aumento foi encontrado com maior frequéncia ao redor das placas
fibrosas, mostrando que a superexpressao de decorin ocorre em placas
aterosclerdticas complexas, o que confirma os nossos achados tendo em vista que
nos animais ApoE-HF a expressao é de 72,48% em relagao ao ApoE, mostrando que
a oferta da dieta high-fat pode contribuir em alteragdes semelhantes a expressao de
decorin.

A expressdo de biglican, se mostrou aumentado animais C57BL6 que
receberam dieta hiperlipidica, 0 mesmo sendo observado nos animimais ApoE que
receberam dieta controle. De acordo com a “hipétese de resposta a retengao”, o
biglican € reconhecido como um iniciador do mecanismo de aterosclerose devido a
sua capacidade de reter lipoproteinas na parede do vaso. Este evento acontece
inicialmente na aterosclerose e precede o recrutamento de mondcitos / macrofagos e
células inflamatdrias. O biglican € uma proteina lipoproteica complexa, € altamente
suscetivel a modificagbes, induzindo a absorgéo pelos macréfagos para formar células
espumosas, com oxidagao, lipdlise e protedlise (Mandraffino et al., 2017). Em

contrapartida Grandoch et al., (2016), descreve que o biglican desempenha papel
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ateroprotetor, devido a sua acédo contra progressao da aterosclerose através da
diminuicdo do acumulo de macréfagos, inibicao da atividade da trombina e diminuigéo
da ativagao plaquetaria. Em humanos a expresséao proteica de biglican diminui com a
progressao aterosclerotica, com aparecimento das placas fibrosas (Otsuka et al.,
2015). Os nossos resultados demonstram que houve aumento na expressao génica
no grupo ApoE, que possui uma lesdo menor aterosclerética. O oposto foi observado
nos grupos ApoE-HF, tendo uma menor expressdo génica de biglican quando as
placas sdo mais complexas e com acumulo de colageno, confirmando que
administracao de dieta high-fat proporciona uma expressao génica de biglican similar
a encontrada na aterosclerose humana.

A fibromodulin compartilha homologia proxima (~ 50%) com lumican, outro
membro da familia SLRP. Como fibromodulina, lumican liga-se ao colageno tipo | e
contribui para a sintese de colageno. A auséncia de fiboromodulina reduz a formagéao
de placa e isso esta associado com uma formagao anormal de fibras de colageno em
placas aterosclerética, bem como diminui¢cdo da retencgéo lipidica na MEC vascular.
A captacgao lipidica reduzida foi também observada macréfagos cultivados em MEC
deficiente em fibromodulina (Shami et al., 2013).

As interagdes entre o lumican e a superficie celular influenciam a migracao
celular, a proliferacéo e a apoptose, que sao importantes para a cicatrizagao de feridas
e respostas imunes e devem ser consideradas na biologia da placa da aterosclerose.
O papel especifico do lumican e da fiboromodulina no interior das placas aterogénicas
ainda nao foram completamente esclarecidas (Hultgardh-Nilsson et al., 2015).

O TGF-B estimula a expressao do biglican, que € um proteoglicano que esta
intimamente associado com a interacao de lipidios na aterosclerose humana. Nossos
resultados demonstram uma diminui¢do na expressao TGFB1 e TGFB3 nos grupos
ApoE-HF em ApoE, e estdo associados a diminuicdo da expresséo génica de biglican,
demonstrando novamente que a administracdo da dieta high-fat resulta em efeitos
aterogénicos semelhantes aos que sdo encontrados em humanos (Yang et al., 2010;
Otsuka et al., 2015).

Foi demonstrado em humanos que PDGF e PDGFRs tém uma expressao maior em
vasos ateroscleréticos em comparacado com o normal (Papadopoulos e Lennartsson,
2018). Estudo com 0 modelo em camundongos ApoE demostraram que células do

musculo liso vascular expressam ativamente PDGF, resultando no aumento da
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secrecdo de citocinas e recrutamento de leucdcitos para adventicia, promovendo a
formacéao de placas (He et al., 2015).

Nossos resultados mostram aumento na expressdo PDGF nos animais ApoE, porém
a dieta High-fat ndo altera a expressédo génica quando comparado os animais ApoE
que receberam dieta padrdo. A expressdao da isoforma PDGFa e PDGFb sao
semelhantes aos dados encontrados em humanos.

A erecdo peniana ocorre atraves da vasodilatagdo dos vasos sanguineos
acompanhado do aumento do fluxo sanguineo no pénis. A DE occorre comumente
devido a inadequada vasodilatacdo e reducdo do fluxo sanglineo nos vasos
sanguineos penianos (Kloner et al., 2018). Fatores de risco sdo freqlentes alteracdes
associadas ao pénis, como insuficiéncia arterial, incluindo aterosclerose, hipertenséao,
hiperlipidemia, tabagismo, diabetes mellitus, irradiacdo pélvica e outras alteracdes
cardiovasculares (Thompson et al., 2005; Shamloul e Ghanem, 2013). Durante
décadas, foi pensado que a DE era resultado primariamente de uma isquemia, mas o
uso altamente bem sucedido de inibidores da fosfodiesterase 5 na DE levou a
reconhecimento de que a causa da DE na grande maioria dos pacientes € uma lesédo
vascular. A aterosclerose induz a lesdo vascular pode alterar a comunicacao célula-
a-célula dentro do pénis e resultar em anormalidades na vasorreatividade no corpo
cavernoso (Xie et al., 2007). A disfuncdo endotelial € o denominador comum de
muitos fatores de riscos vasculares que podem levar a disfuncao erétil arteriogénica.
Thompson et al., (2005) relata que pacientes com doenca cardiovasculares séo
freqientemente descritos com disfuncao erétil preexistente.

Os estudos com modelos animais de disfungéo erétil vasculagénico (DEV)
ainda sdo escassos, e a utilizacdo dos animais ApoE com modelo para este tipo de
difuncédo erétil foi descrito literatura (Behr-Roussel et al., 2006; Xie et al., 2007). Com
o aumento dos estudos na DEV, a caracterizacdo nos camundongos ApoE da
expressao génica dos proteoglicanos arteriais, fatores de crescimento, e marcadores
de estresse oxidativo deveriam ser descritos, auxiliando e corroborando os achados
prévios, o que justifica a importancia do presente trabalho.

A importancia da expressao génica dos proteoglicanos arteriais foi descrito
previamente no arco aortico e no pénis a expressdo de biglican, decorin, versican,
lumican, sindecan, sulfotransferase aumentaram significativamente nos animais
ApoE em relagcéo ao grupo controle e sua expressao se mostrou aumentada quando

0s animais eram alimentados com dieta High-fat. O aumento da expressao de
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proteoglicanos pode contribuir no remodelamento do tecido peniano e esta associado
ao mecanismo aterogénico, aumentando a probalidade da formacédo de placas
ateromatosas, sendo fator de risco para eventos de DEV.

Estudo realizado em camundongos ApoE demonstram que com 0 aumento
da idade do camundongo existe maior desenvolvimento progressivos de placas,
estreitamento vascular e maior deficiencia na resposta erétil (Behr-Roussel et al.,
2006).

O estreitamento vascular pode ocorrrer devido ao aumento da musculatura
lisa vascular. Esse tipo de alteracéo foi descrita em ratos Wistar que receberam dieta
high-fat (Medeiros Junior et al., 2014). Com isso foi investigado a expressao proteica
e a densidade volumétrica (VV) de a actina de musculo liso através de western blot
e analise morfométrica por imunohistoquimica no pénis de camundongos ApoE e
C57BL6, sendo observado maior expressao proteica de a actina nos animais ApoE
gue receberam dieta normolipidea quando comparado com o controle, porém o efeito
da dieta hiperlidica aumentaram a expresséo proteica e a VV do musculo liso
vascular nos grupos HF e ApoE-HF em relag&o aos seus respectivos controles.

O espaco vascular peniano tambem sofre influencia da matriz extracelular, e
frequentemente lesdes penianas causam remodelamento da matriz extracelular,
como observado em pénis de animais irradiados que sofreram estresse causados pela
irradiacdo e demonstraram aumento na expressao da elastina, colagéno do tipo | e llI
no corpo cavernoso (Medeiros et al., 2014). Nos nossos resultados demonstramos
gue houve aumento na expressdo dos elementos fibrosos da matriz extracelular nos
animais ApoE e nos animais C57BL6 que receberam dieta high-fat. Estas alteracdes
podem propor um possivel tunover da MEC do penis dos camundongos, demostrando
uma influencia das placas de aterosclerose sobre o tecido peniano.

O acumulo de lipidios oxidados na parede arterial tem sido descrito como
uma possivel causa da aterosclerose. Esta teoria € apoiada pelas descobertas de que
o desenvolvimento da aterosclerose € acompanhado por uma acumulo de lipidios /
lipoproteinas oxidadas na parede arterial que induzem uma série de eventos
envolvidos na aterogénese, como aumento da adesdo de células inflamatérias para
células endoteliais, induzindo morte celular vascular e proliferacao (Yang et al., 2004).
A produgéo de especies reativas de oxigenio endogeno estao asssociada a diminuigédo
da atividade de celulas vasculares mediadoras de oxidacdo de LDL. A expresséo

génica de catalase, SOD, GPX e GR estdo aumentadas nos grupos que receberam
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dieta hiperlipidica HF e ApoE- HF e 0 mesmo foi observado nos animais nos animais
ApoE que receberam dieta normolipidica. O aumento da expressao das especies
reativas podem estar associada e pode ser um fator que confirma o possivel efeito da
aterosclerose no tecido peniano, sendo um fator importante para para confirmacgéo do
modelo experimental.
Os modelos animais possuem limitacdes e os camundongos possuem a presenca de
0SSO peniano e na morfologia dos corpos cavernosos possuem uma caracteristica
fibroelastica no tecido cavernoso, que diferem do CC humano por ser um pénis
fibromuscular como descrito por Pinheiro et al.(2000).

Na maior parte das variaveis estudadas os pénis dos camundongos ApoE se
comportaram de forma semelhante com o observado na especie humana, sendo uma
caracteristica importante para caracterizagcao dos camundongos ApoE, como modelo

experimental para DEV.
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CONCLUSAO

Na aorta de camundongos ApoE (- / -), a expressao génica de proteoglicanos e
fatores de crescimento associados a aterosclerose se replicam em certos parametros
nos eventos fisiopatologicos que ocorrem em humanos. No entanto, existem
diferencas importantes que devem ser levadas em conta quando se utiliza este tipo
como nocaute para modelo de aterosclerose. Em relagdo ao metabolismo de
proteoglicano vascular, a semelhanga com seres humanos pode ser evidenciada
quando os animais s&o alimentados com dieta rica em lipideos.

Em relacdo ao pénis as condi¢cBes que levam a aterosclerose na ApoE séo
acompanhadas por alteracdes no metabolismo dos proteoglicanos penianos. Embora
existam algumas diferencas em relacdo ao que ocorre nas artérias humanas, essas
alteracbes devem também favorecer a doenca vascular e suas repercussfes
hemodinamicas. Os resultados também mostram que a ApoE, especialmente sob uma
dieta rica em lipideos, € um modelo adequado para investigar a DE vasculogénica e

suas associa¢des com doencgas cardiovasculares.
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