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“There are only two days in the year that nothing can be done. One is called yesterday

and the other is called tomorrow”

Dalai Lama
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Dedico aos meus pais, pois sem eles nada seria possivel.
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Resumo:

A adenosina ¢ um nucledsido ubiquo envolvido na regulagdo de controlo do ténus
vascular do tecido cavernoso, desempenhando um papel importante na fisiopatologia da
Disfuncéo Erétil (DE) resistente aos farmacos relaxantes musculares classicos. Apesar da
importancia comprovada dos recetores da adenosina na fisiopatologia da DE no homem,
pouca informacdo é conhecida no que diz respeito a expressao e localizagdo dos recetores

purinérgicos no Tecido Cavernoso de Ratazana (TCR).

Neste trabalho avaliou-se o fen6tipo dos recetores purinérgicos responsaveis pela
regulacdo do ténus do tecido erétil de ratazana por imunofluorescéncia indireta aplicada a
microscopia confocal em co-culturas de células endoteliais e musculares lisas do TCR.
Para além da caracterizagcdo imunofenotipica, desenvolveu-se uma técnica que permite
diferenciar funcionalmente em tempo real (por microscopia confocal funcional) células
musculares lisas e células endoteliais isoladas de TCR em co-cultura marcadas com a
sonda fluorescente Fluo-4NW. Esta técnica permite distinguir cada um dos subtipos
celulares mediante o padrdo e a magnitude das oscilagdes dos niveis intracelulares de Ca?*
([Ca?*])) em resposta ao ATP (agonista P2) e a fenilefrina (PE, agonista a-adrenérgico).
Nas células musculares lisas, observou-se uma resposta mais acentuada ao agonista a-
adrenérgico, PE, e uma resposta menos significativa ao ATP. O contrario foi observado

relativamente as células endoteliais.

A incubacdo das celulas musculares lisas e endoteliais com ATP (300 uM) causou
um aumento dos niveis de [Ca?*]i. O efeito do ATP (300 uM) parece envolver a ativagdo
de recetores dos subtipos P2X1 e P2X3 sensiveis ao bloqueio com NF023 (3uM) e
A317491 (100 nM), respetivamente. Ja o aumento dos niveis [Ca?*]i produzido pelo ADP
(300 uM) parece envolver a ativacdo de recetores P2Yi, P2Y12 e P2Y13 mediante o
antagonismo produzido pelos antagonistas MRS 2179 (0,3uM), AR-C66096 (0,1 uM) e
MRS 2211 (10uM), respetivamente. Os dois tipos celulares expressam imunorreatividade
contra recetores Aoa, Asg, P2X1, P2X3, P2Y1, P2Y 12 e P2Y13.

Palavras-chave: Disfuncdo eréctil vasculogénica; tecido cavernoso; culturas celulares;
células endoteliais; células musculares lisas; recetores da adenosina; recetores

purinérgicos.
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Abstract:

Adenosine is a ubiquitous nucleoside involved in the regulation of the vascular
tone, namely in the corpus cavernosum. This renders the nucleoside an important role in
the pathophysiology of drug-resistant vasculogenic erectile dysfunction in men. Although
it has been pharmacologically proven that adenosine receptors exist in the human corpus
cavernosum, there is a lack of information regarding the differential expression and
localization of these receptors in the corpus cavernosum of the rat, which has been taken as
a model for investigating erectile dysfunction.

This study was designed to evaluate the phenotype of purinoceptors involved in the
contractility of the rat corpus cavernosum by immunofluorescence confocal microscopy.
Studies were performed in co-cultures of both endothelial and smooth muscle cells isolated
from the rat corpus cavernosum. Besides the immunophenotypic characterization, we
aimed at developing a methodology to allow the functional differentiation of endothelial
and smooth muscle cells of the rat corpus cavernosum in culture using time-lapse confocal
microscopy. To this end, cells were loaded with the cell-permeable fluorescent Ca?*
indicator, Fluo-4NW; intracellular Ca?* oscillations were different in endothelial cells and
smooth muscle fibers according to specific activators: ATP (a P2 agonist) and
phenylephrine (PE, an a-adrenergic agonist). It was found that smooth muscle cells
exhibited a more pronounced response to the a-adrenergic agonist PE, but barely reacted to

the application of ATP. The opposite was observed regarding endothelial cells.

The incubation of endothelial and smooth muscle cells with ATP (300 uM) caused
a significant rise in [Ca?*];. ATP effects may involve P2X1 e P2X3 receptors activation,
because the responses were largely attenuated upon application of selective antagonists,
namely NF 023 (3 uM) and A 317291 (100nM), respectively. Incubation of endothelial
and smooth muscle cells with ADP (300 puM) also caused a rise of [Ca%']i, which was
attenuated upon blocking P2Y1, P2Y12 and P2Y13 receptors, respectively with MRS 2179
(0,3 uM), AR-C 66096 (0,1 uM) and MRS 2211 (10 uM). Co-cultured endothelial and
smooth muscle cells exhibited immunoreactivity against Aza, Azs, P2X1, P2X3, P2Y1,
P2Y12, and P2Y .

Key-Words: Vasculogenic erectile dysfunction; cavernous tissue; cell cultures; endothelial

cells; smooth muscle cells; adenosine receptors; purinoceptors.
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A Disfuncdo Eréctil (DE) € a incapacidade constante ou recorrente de obter ou
manter uma erecdo peniana por tempo suficiente que permita a atividade sexual (Tanagho
& McGraw-Hill 2004; Lin et al., 2012). Esta condicdo resulta de um processo complexo e
tipicamente multifatorial que requer uma abordagem integral (Martinez-Jabaloyas, 2012)
podendo envolver fatores enddcrinos, organicos, ou psicogénicos (Lippi et al., 2012). A
causa mais frequente de DE no homem caracteriza-se por variagcdes na regulacdo do fluxo

sanguineo no tecido peniano (Dean & Lue, 2005).

A erecdo peniana é uma resposta fisiolégica a um conjunto complexo de
acontecimentos neuroenddcrinos e vasculares, este processo tem inicio no sistema nervoso
central que transmite sinais para 0s 0rgdos genitais, através de interacdo de
neurotransmissores, e mensageiros quimicos (Andersson, 2001). Este mecanismo promove
0 relaxamento das células do musculo liso dos corpos cavernosos (CC) e a vasodilatagédo
das suas arteriolas. O aumento do fluxo sanguineo arterial para os espagos trabeculares
através das artérias cavernosas, juntamente com 0 aumento da resisténcia venosa, e a
diminuicdo do efluxo de sangue dos CC, promovem o relaxamento dos espagos
sinusoidais, permitindo uma acumulacdo de sangue no interior dos CC, e consequente
rigidez do 6rgdo (Andersson, 2001; Argiolas et al., 2005; Guagnini et al., 2010). Apesar
dos mecanismos que regulam o influxo arterial e o efluxo venoso serem bem conhecidos, é

necessario um maior destaque do musculo liso dos CC neste mecanismo.

O Tecido Cavernoso (TC) é composto por redes de espagos lacunares revestidos
por endoteélio vascular e separados por trabéculas contendo uma rede heterogénea de fibras
musculares lisas, colagénio e elastina, cuja complexidade pode afetar a difusdo e a
acessibilidade dos mediadores endogenos e dos farmacos a testar (Andersson, 2001,
Gratzke et al., 2010). Este obstaculo pode ser evitado recorrendo a culturas celulares. O
isolamento de células através de culturas celulares permite estudar o efeito dos varios
fatores intervenientes no crescimento e diferenciacdo das células (Hartung et al., 2002),
tornando mais simples a identificacdo dos recetores e segundos mensageiros envolvidos

nas respostas aos diversos agentes vasomotores.

A transmissdo purinérgica tem um papel preponderante na iniciacdo e manutencao
da erecdo peniana (Tong et al., 1992). As purinas, o0 ATP e a adenosina, libertadas por
elementos sanguineos, células endoteliais e masculo liso vascular, sdo potentes reguladores
da hemodinamica vascular (Tong et al., 1992; Brunett, 1995; Andersson, 2001). O ATP
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atua através de recetores P2X em células do musculo liso vascular para promover
vasoconstricdo. Alternativamente, os nucle6tidos de adenina podem causar vasodilataco,
diretamente, através da ativacdo de recetores P2Y localizados no endotélio e nas fibras
musculares lisas, ou indiretamente, através da adenosina gerada pela via das ecto-
nucleotidases (Mantelli et al., 1995; Faria et al., 2006).

Apesar das purinas terem sido implicadas na fisiologia da erecdo no homem
(Mantelli et al., 1995), a contribuicdo relativa do ATP e da adenosina esta longe de ser
conhecida. Assim sendo, pareceu-nos interessante caracterizar o(s) tipo(s) de recetores
purinérgicos, P1 e P2, envolvidos na regulagdo do ténus muscular do TC utilizando
agonistas e antagonistas seletivos. Os resultados obtidos nos estudos bioquimicos e
funcionais carecem de validacdo morfoldgica por estudos de co-localizagdo com recurso a
microscopia confocal, no sentido de avaliar a expressdo e a distribuicdo regional dos

principais recetores purinérgicos, P1 e P2.
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Objetivos:

)] Objetivos gerais deste trabalho:

O conhecimento das vias de relaxamento no TC é fundamental para se delinearem
estratégias farmacoldgicas de compensacdo em situacdes de faléncia dos mecanismos
endogenos do controlo do tonus do TC. O presente estudo teve como objetivo a realizacdo
de culturas de células endoteliais e de musculo liso vascular isoladas de TCR para avaliar a
expressao diferencial dos recetores purinérgicos neste tecido.

Durante esta investigacao caracterizaram-se 0s mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na acdo das purinas na regulacdo do ténus do TCR, por forma a determinar se a
ratazana seria um bom modelo animal para o estudo da fisiopatologia da DE no homem.
Para tal, foi ensaiada uma técnica de rotina que permitisse cultivar células do TC e que
possibilitasse a avaliagho do funcionamento celular num modelo experimental

simplificado.

i) Objetivos especificos deste trabalho:

O primeiro objetivo deste trabalho foi o de otimizar uma técnica de rotina que
permitisse isolar e cultivar células musculares lisas e células endoteliais obtidas de TCR.
Esta metodologia permitiria avaliar a proliferacdo e caracterizar fenotipicamente as células
musculares lisas e células endoteliais de TCR em cultura, através da expressdo de

marcadores especificos.

Através de técnicas de imunocitoquimica pretendemos avaliar a expressdo de
recetores P1 da adenosina, nomeadamente recetores Axa € Az, bem como a presenga de
recetores P2 (P2Xi, P2X3 e P2Y1, P2Y12 e P2Y13) nas células do TCR em cultura. A
presenca destes recetores foi correlacionada com a presenca de marcadores especificos de

células musculares lisas (a-actina) e de células endoteliais (PECAM-1).

Neste trabalho realizaram-se ensaios em que se avaliou a dindmica do [Ca®*']i em
células vivas marcadas com sonda fluorescente (Fluo4-NW) por microscopia confocal. O
objetivo foi avaliar a possibilidade de distinguir funcionalmente e em tempo real, células
endoteliais e musculares lisas vivas em cultura através de respostas especificas na

sinalizacdo do [Ca?*]; a agonistas e antagonistas seletivos.
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1. Anatomia do Sistema Reprodutor Masculino

O aparelho reprodutor masculino (Figura I) é constituido pelas gonadas (testiculos),
um sistema de ductos (epididimos, canais deferentes e uretra), glandulas sexuais (vesiculas
seminais, prostata e glandulas bulbo-uretrais) e estruturas de suporte (escroto e peénis)
(Seeley et al., 2004).

Ureter

Seminal vesicle
Urinary bladder

Ejaculatory duct
Rectum
Prostate gland

Bulbourethral gland

Urethra Anus

Penis

Ductus deferens

Epididymis

Glans penis

Testis

Prepuce Scrotum

Figura I: Anatomia do sistema reprodutor masculino em corte transversal (Seeley et al., 2004)

1.1. Anatomia do pénis:

O pénis (Figura Il) é um 6rgéo cilindrico cujo interior é atravessado pela uretra,
sendo o interior constituido por trés corpos cilindricos totalmente separados. Duas destas
estruturas sdo 0S COrpos cavernosos, simétricos e paralelos, encontram-se na posicdo dorsal
do corpo de pénis, constituidos por um tecido vascular, responsavel pela resposta erétil. O
terceiro corpo cilindrico é o corpo esponjoso, situado numa posicdo ventral atravessado
longitudinalmente pela uretra, cuja extremidade se dilata ocupando todo o interior da
glande (Seeley et al., 2004; Hsu et al., 2004).
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Os CC possuem numerosos espacos Vvasculares (sinusdides), revestidos por
endotélio e separados por trabéculas contendo uma rede heterogénea de fibras musculares
lisas (Morelli et al., 2005). Longitudinalmente, os CC, sdo revestidos por fibras de musculo
liso, responsaveis pela compressdo do corpo esponjoso e veias penianas, durante o
fendmeno de erecdo, resultando num ingurgitamento e aumento da pressdo da glande e do
corpo esponjoso. As artérias helicinas regulam a quantidade de fluxo sanguineo dentro
destes espacos vasculares revestidos por células endoteliais. As vénulas drenam estes
espacos lacunares para 0s plexos venosos subtunicais, 0s quais trespassam a tdnica
albuginea e desembocam nas veias dorsal e cavernosa (Yiee & Baskin, 2010; Hsieh et al.,
2012).

Exteriormente, a revestir os CC, encontra-se a tunica albuginea, uma camada de
tecido fibroso, muito resistente, constituida por elastina e colagénio. Os CC estdo
separados entre si por um septo incompleto, ancorado na porc¢do interna da tdnica
albuginea (Yiee & Baskin, 2010; Hsieh et al., 2012).

Openings of
prostate gland -
ducts

Membranous

Root Bulb of penis = =g
nisd 4 Dorsal artery - _ Dorsal vein
pe Crus of panis of penis

Superficial
fascia
of penis

Superficial ; ‘ Deep fascia
dorsal vein ) of penis

Corpora
cavernosa

Corpora cavernosa

Spongy

urethra Comus

spongiosum

(b)

(a) urethral orifice

Figura I1: Anatomia do pénis humano em corte transversal (Seeley et al.,2004)
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As fibras musculares lisas trabeculares dos CC s&o longas e fusiformes, sendo
constituidas por dois tipos de filamentos. As fibras sdo compostas por varias unidades
lineares de actina (proteina globular) e por unidades de miosina, constituida por duas
cadeias pesadas e dois pares de cadeias leves. As cadeias pesadas séo formadas por uma
cauda longa que polimeriza com outras moléculas de miosina, formando o eixo do
filamento grosso, e por uma cabeca globular protuberante, formando as chamadas “pontes
cruzadas”, direcionadas para os filamentos finos (Mas, 2010). Apos fosforilacdo, os
monomeros de miosina agregam-se e formam filamentos dotados de elevada atividade de
ATPase, sendo capazes de interagir com a actina (Craig & Woodhead, 2006). Esta
interacdo entre moléculas de miosina e actina gera uma forga actina-miosina que promove
0 deslizamento dos filamentos finos de actina ao longo dos filamentos espessos de miosina,
encurtando a fibra muscular, o que leva a contracdo do musculo liso. A intensidade da
forca actina-miosina e, consequentemente, a extensdo da sobreposi¢cdo dos filamentos dita

0 grau de contracdo ou relaxamento muscular (Saenz de Tejada et al., 2004; Watras, 2009).

O fendmeno da erecdo ocorre quando 0os CC se preenchem com sangue proveniente
das artérias cavernosas, cuja turgescéncia forca a oclusdo das veias subtunicais e,
consequentemente a obstrucdo da saida de sangue do pénis, provocando, o aumento de
tamanho e consisténcia do pénis (Seeley et al., 2004; Kasper et al., 2006; Dimitriadis et al.,
2008).

2.Fisiologia da erecdo peniana

O tecido eréctil peniano, especificamente 0 muasculo liso do TC e os musculo liso das
paredes das artérias e arteriolas, desempenham um papel-chave no processo erétil. No
estado flacido, o masculo liso permanece contraido, permitindo apenas o afluxo sanguineo
necessario a fins nutricionais (Figura I11). Isso pode ser mimetizado apo6s a injecdo de
fenilefrina, um agonista adrenérgico, em modelos experimentais de tiras de corpos
cavernosos (Lau & Adaikan, 2006).A estimulacdo sexual promove a liberacdo de
neurotransmissores dos terminais nervosos levando, assim, ao relaxamento do madsculo
liso. No mecanismo da resposta erétil verifica-se a dilatacdo das artérias e arteriolas
provocando um aumento do fluxo sanguineo, acimulo do sangue recebido pelos sinusdides
e consegente expansdo, compressdo dos plexos venulares subtunicaias entre a tdnica
albuginea e os sinusoides periféricos, reduzindo o fluxo venoso. Este mecanismo promove

0 alongamento da tlnica abuginea o que provoca a oclusdo das veias emissarias
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localizadas entre as camadas interiores e exteriores longitudinais e diminuindo ainda mais
o fluxo venoso para um minimo. E 0 aumento da pressdo intracavernosa, que promove o
aumento do tamanho do pénis (Wagner & Mulhall, 2001; Dean & Lue, 2005; Guagnini et
al., 2010). A erecdo envolve, assim, o relaxamento sinusoOidal, dilatacdo arterial e
compresséo venosa (Priviero et al., 2007; Gratzke et al., 2010).

3.Disfuncéo Erétil

A disfungdo sexual masculina caracteriza-se pela dificuldade de se atingir uma
relacdo sexual satisfatéria, o que pode envolver alteracfes de desejo, excitagdo, uma erecao
inadequada, ou problemas com a emissao, ejaculacdo ou orgasmo. A DE € a incapacidade
constante ou recorrente de obter ou manter uma erecdo peniana que permita a atividade
sexual (Tanagho et al., 2004, Lin et al., 2012).

Os problemas sexuais sdo comuns na maioria das populacdes e apesar de ainda
bastante negligenciados, s&o uma questdo de interesse crescente. E dificil obter uma
estimativa precisa da sua prevaléncia a partir da literatura internacional devido as
discrepancias registadas nos diferentes ensaios (Naeinian et al., 2011). Estudos realizados
em Portugal (Episex-pt, investigacdo desenvolvida pela Sociedade Portuguesa de
Andrologia com o apoio da Pfizer) revelam que a DE afeta 13% da populacdo masculina
portuguesa, dos quais 5% expressa sintomas de DE grave. Neste estudo registou-se uma
prevaléncia crescente associada a idade dos individuos. A partir dos 40 anos, 18% dos
homens apresenta algum grau de disfuncdo erétil, aumentando para 23% a taxa de
individuos afetados aos 50 anos e para 26% nos homens acima dos 60 anos (Dias, 2006).
Analogamente ao que acontece em Portugal, a DE apresenta uma elevada incidéncia em
todo mundo (Coelho et al., 2011). Um estudo americano, Massachusetts Male Aging Study,
realizado em homens com idades compreendidas entre os 40 e os 70 anos revelou que 52%
desses individuos apresentava algum grau de DE, dos quais, 10% manifestava
sintomatologia de disfuncéo erétil grave (Feldman et al., 1994; Meena et al., 2009). Esta
condicao é responsavel por um significativo e profundo comprometimento da qualidade de
vida dos individuos, e revela-se uma condicionante de impacto crescente, principalmente
em pacientes diabéticos, incidindo em cerca de 60% desta populacdo (Romeo et al., 2000;
Gil, 2010).

A DE resulta de um processo complexo e tipicamente multifatorial que requer uma

abordagem integral (Martinez-Jabaloyas et al., 2013) podendo envolver fatores enddcrinos,

9
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organicos, ou psicogénicos (Lippi et al., 2012). Entre as causas organicas de destacam-se
as neurologicas, vasculares, hormonais, arteriais, cavernosas, cirdrgicas, ou induzida por
farmacos (Ventegodt, 1998; Naeinian, 2011). O diagndstico da causa nem sempre é facil,
porém € crucial para proceder ao tratamento mais adequado para cada caso clinico.
Registos indicam que a forma mais incidente € a que partilha uma componente organica e
uma componente psicogénica (Naeinian, 2011). Apesar da DE vasculogénica ser uma
consequéncia natural do processo de envelhecimento, as causas etiolégicas mais comuns
sdo as doencas coronarias, aterosclerose, diabetes, obesidade, hipertensdo arterial e
sindrome metabdlica. (Schiel et al., 1999; Shabsigh el al.,2010). O aumento crénico da
glicemia, que caracteriza a diabetes, é responsavel pelo aparecimento de lesdes vasculares
e neuroldgicas devido a diminuida formagdo de substancias indutoras de relaxamento dos
CC e das artérias, e também pela formagdo aumentada dos produtos finais de glicosilacdo e
radicais livres (Angulo et al., 2010). Varios estudos prévios concluiram que a DE em
diabéticos esta associada a um estado hipercontratil do musculo liso do pénis, conduzindo
a uma diminuicdo da funcdo endotelial, e a alteracbes no metabolismo do colagénio e da
elastina, que juntos manifestam sintomas de disfuncdo veno-oclusivo (Chitaley, 2009;
Meena et al., 2009).

A perda da integridade funcional do endotélio vascular modifica a capacidade de
resposta a alteracbes homeostaticas locais e a fatores pardcrinos e autdcrinos,
denominando-se por disfuncdo endotelial (Giugliano et al., 2010). A disfuncédo endotelial €
um estado patoldgico da vasculatura que envolve a perda de capacidade de resposta do
endotélio para os mediadores vasodilatadores ou um aumento na sensibilidade a
vasoconstritores, desempenhando um papel preponderante hum namero significativo de
casos DE vasculogénica. A disfuncdo endotelial consiste na atenuacdo do efeito relaxante
(mediado, entre outros, pelo NO) que o endotélio exerce sobre as células musculares lisas
existentes nas trabéculas dos CC penianos. Esta atenuacdo pode dever-se a
expressao/regulacdo anormal de eNOS (Sintese Endotelial do NO), a deficiéncias de
cofatores desta enzima ou a um aumento do stresse oxidativo com consequente degradacéo
de NO (Musicki & Burnett, 2006).

4. Erecao Peniana

A erecdo peniana (Figura Ill) é desencadeada por um mecanismo de ativacao

diferencial de recetores colinérgicos, adrenérgicos e serotoninérgicos (Martinez-Salamanca

10
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et al., 2010). Este processo tem inicio no sistema nervoso central que transmite sinais para
0s Orgdos genitais, através de interacdo de neurotransmissores, e mensageiros quimicos.
Este mecanismo neurovascular promove a libertacdo de fatores a partir das células
endoteliais estimulando o relaxamento das células do musculo liso dos CC produzindo-se
consequente vasodilatacdo. O aumento do fluxo sanguineo arterial para os espacos
trabeculares, o aumento da resisténcia venosa e o0 relaxamento dos espacos sinusoidais,
estimulam uma acumulacdo de sangue e consequente rigidez do 6rgao (Andersson, 2001;
Argiolas et al., 2005; Guagnini el al., 2012).

E possivel classificar os nervos penianos mediante 0s neurotransmissores que
libertam: adrenérgico (noradrenalina), colinérgicos (acetilcolina) e ndo-adrenérgicos/nao-
colinérgicos (neuropéptidos e ATP, entre outros) (Andersson, 2001). A libertacdo de
acetilcolina a partir dos terminais nervosos colinérgicos favorece a secrecdo de NO a partir
do endotélio vascular, promovendo a reducdo de Ca®" nas células musculares lisas e,
consequentemente, relaxamento muscular (Brunett, 1995). Durante a erecdo, a reducdo dos
niveis de célcio intracelular induzem a dissociagdo enzimatica do complexo célcio
calmodulina. A miosina é desfosforilada pela fosfatase de cadeia leve da miosina e separa-

se do filamento de actina, estimulando o relaxamento do musculo liso vascular.
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Venous outflow reduced when
emissary vein is compressed
against tunica albuginea

Cavernesal atiary.ciates i Tunica albuginea stretches
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increased blood flow to
sinusoids

Figura I11: Mecanismos da resposta erétil normal (Wagner & Mulhall, 2001).

O NO ¢ visto como o transmissor com maior destaque neste processo que
desencadeia a erecdo. O NO vai promover o relaxamento das fibras musculares lisas por

ativacdo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc), desencadeando uma cascata de
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reacBes de fosforilagdo dependentes de [Ca®']i (Angulo et al., 2010; Francis et al., 2010;
Zhang et al., 2011; Qiu et al., 2012). Niveis elevados de GMPc promovem a reducgdo de
concentracdo de calcio em células musculares lisas, aprisionando este catido no reticulo
sarcoplasmético, induzindo assim, o relaxamento muscular (Burnett, 1995; Séenz de
Tejada, 2002). A homeostasia de Ca®* citosdlico pode promover a contratilidade do
musculo liso, através de trés mecanismos distintos: influxo de Ca?* através de canais
regulados por voltagem; ativacdo de vias de sinalizacdo que culminam na libertacdo de
Ca2* do reticulo sarcoplasmatico; e ativacdo de recetores membranares que facilitam a
entrada de Ca2" através de canais associados a recetores (Saenz de Tejada, 2002). O
relaxamento muscular ocorre quando os niveis citosdlicos de Ca?* ou se encontram
diminuidos, ou quando ocorre uma diminuicdo da sensibilidade da maquinaria contrétil ao
Ca2*. Por outro lado, a contracdo depende do rapido aumento da [Ca2']i livre, que deve ser
mantida acima do limiar basal para manutencdo da resposta contratil (Andersson et al.,
1990; Séenz de Tejada, 2002; Mas, 2010).

Como a contracdo e o relaxamento do musculo liso sdo regulados pelo célcio
citosélico livre, a flacidez do pénis é mantida pela acumulacdo de célcio intracelular. A
noradrenalina, endotelina, PGF,, (Prostaglandina E2), vdo estimular os recetores das
células musculares lisas para aumentar os niveis de trisfosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG), resultando na libertacdio de Ca?" intracelular do reticulo
sarcoplasmatico, e na abertura de canais de calcio na membrana das células musculares
lisas, promovendo o influxo de céalcio. Em concentracdes elevadas, o célcio liga-se a
calmudulina alterando a sua conformacéo. Posteriormente liga-se a cinases de cadeia livre
de miosina, ativando-as. Estas vdo catalisar a fosforilacdo da miosina, desencadeando a
interacdo entre os filamentos de actina e miosina. Esta fosforilagdo vai ativar a miosina-

ATPase, que vai hidrolisar ATP necessario a contracdo muscular (Christ et al., 1995).

Um dos indutores do sinal de hiperpolarizacdo das células, do tecido muscular liso
vascular dependente do endotélio, parece ser a bradicinina (BK). A BK pertence ao grupo
das Kkininas, e, apresenta uma potente atividade vasodilatadora. Os recetores de BK e da
angiotensina tém sido caracterizados tanto na vasculatura sistémica, como em tecidos
eréteis. Os efeitos biolégicos de BK sdo mediados por recetores na membrana celular,
acoplados a proteina Gs, sendo o tipo B2 os que parecem apresentar maior afinidade. Este

efeito vasodilatador ocorre na presenca de inibidores da ciclooxigenase (indometacina) e
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pode ser mediado pela libertacdo de um fator relaxante dependente do endotélio (NO /
fator hiperpolarizante), (Becker et al., 2001; Maas et al., 2002).

5.Transmissdo Purinérgica

A transmissdo Purinérgica tem um papel preponderante na iniciacdo e manutencao
da erecdo peniana (Tong et al., 1992). Os nucledtidos e nucledsidos de adenina, ATP e
adenosina, libertadas por elementos sanguineos, células endoteliais e musculo liso
vascular, exercem uma potente acdo no sistema vascular, tecidos musculares lisos e células

endoteliais vasculares (Tong et al., 1992; Brunett, 1995; Andersson, 2001).
5.1. Adenosina

A adenosina € um nucleosideo de purina enddgeno e esta envolvido em vias
purinérgicas, como a biossintese de nucle6tidos, o metabolismo de aminoacidos e varios
processos fisiologicos que requerem dispéndio energético (Fox & Kelley, 1978; Stone,
1985; Shryock & Belardinelli, 1997; Cunha, 2001). Verifica-se a sua presenca em todos 0s
tipos de células apresentando um papel modulador em diversos processos fisioldgicos. Esta
descrita a implicagdo na regulacdo das fungdes cardiovasculares como vasodilatacdo e
diminuicdo da pressdo sanguinea. A sua concentracao extracelular aumenta rapidamente
apos estimulos de stresse (hipoxia, isquemia e estimulacdo adrenérgica) (Sparks &
Bardenheuer, 1986; Fan et al., 2003). Este nucleosideo pode formar-se intra e
extracelularmente por metabolizacdo da adenina. Intracelularmente, a adenosina, forma-se
pela desfosforilacio de AMP (adenosina 5’-monofosfato) catalisada pela s-adenosil-
homocisteina-hidrolase. J& no interior das células, a adenosina é catabolizada por duas
enzimas, ADK (cinase da adenosina) e ADA (desaminase da adenosina). A ADK fosforila
a adenosina em AMP, estando envolvida na regulacdo dos niveis intracelulares de
adenosina e na manutencdo de nucleotideos intracelulares. A ADA catalisa a inativacdo de
adenosina em inosina de forma irreversivel. A adenosina extracelular forma-se atraves da
metabolizacdo dos nucleétidos de adenina por ectonucleotidases como NTPDasel ou
CD39, que catalisa a hidrélise de ATP e ADP (adenosina 5’-difosfato) em AMP. A ecto-
5’-nucleotidase (CD37) catalisa a desfosforilacio de AMP em adenosina. A adenosina
extracelular é transportada para o interior das células através de transportadores de
nucleosideos (ENT), (Colgan et al., 2006), (Figura V).
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Figura IV: As principais vias envolvidas no metabolismo da adenosina (Hask6é & Cronstein, 2004).

5.2. Recetores Purinérgicos

Os recetores purinérgicos revelam uma potente atividade vascular. Estes podem ser
classificados em dois grupos, recetores P1, que respondem preferencialmente a adenosina e
recetores P2, responsaveis pela resposta aos nucledtidos de adenina, ATP, ADP, e da
uridina, UTP, UDP (Rageeb et al., 2011).

5.2.1. Recetores P1

Os Recetores P1 séo recetores metabotrépicos cujo agonista enddgeno € a
adenosina. Atualmente estdo subclassificados em Az, Axa, A2s € As, cada um codificado
por um gene e possuindo funcbes diferentes, apesar de apresentarem algumas
caracteristicas comuns. Todos pertencem a superfamilia dos recetores acoplados a proteina
G (Burnstock, 2007a). Os recetores A1 e As, sdo recetores acoplados a proteinas Gi/Go,
inibem a adenilato-ciclase, conduzindo a uma diminui¢do nos niveis de AMPc; enquanto
0s recetores Aca e Azg sdo acoplados a proteinas Gs, estimulam a adenilato-ciclase
promovendo um aumento dos niveis de AMPc no interior da célula (Moro et al., 2006). Os
quatro subtipos podem ligar-se positivamente a fosfolipase C através de diferentes
subunidades da proteina G (Moro et al., 2006).

5.2.2. Recetores P2

Os recetores P2 subdividem-se em dois grupos, recetores ionotropicos P2X e
recetores metabotrépicos P2Y acoplados a proteinas G. Atualmente, encontram-se
classificados sete subtipos da familia de recetores P2X(1.7) e oito subtipos da familia de

recetores P2Y(1,2,46,11,12.13.14) (Burnstock, 2006).
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Os recetores P2X sdo proteinas da membrana que formam canais idnicos. Estes
apresentam uma afinidade de ligacdo elevada para ATP e seus produtos de degradagéo
metabdlica. A ativacdo dos recetores P2X pelo ATP induz uma alteracdo conformacional
no canal transmembranar que permite o influxo de catides Ca?" de origem extracelular,
conduzindo a uma despolarizacdo celular. Esta despolarizagcdo por sua vez pode ativar 0s
canais de calcio dependentes da voltagem e assim, facilitar o influxo Ca?*. Segundo varios
autores os recetores do subtipo P2X estdo presentes nas células musculares lisas dos CC e
a sua atividade induz contragdo (Tong et al., 1992).

Os recetores P2Y sdo recetores acoplados a proteinas G, sendo que o grupo dos
recetores P2Y124611 interage com proteinas Gq € Gi1, responsaveis pela ativacdo da
fosfolipase C, resultando na producéo de IP3 e diacilglicerol (DAG). O grupo dos recetores
P2Y 12,1314 interagem com as proteinas Gi e Go, responsaveis pela inativacdo da adenilato
ciclase. Os recetores P2Y1; interagem tanto com proteinas Gg¢/Gi1, como com Ges.
Farmacologicamente estes recetores podem ser divididos em recetores que se ligam
diferencialmente a ATP, ADP, ou aos nucleotidos uracilo UTP e UDP. Recetores
P2Y16,1213 S80 ativados sobretudo por nucleétidos difosfato, ao passo que outros séo
ativados principalmente por nucleétidos trifosfato (P2Y2.4), (Abbracchio et al., 2006;
Burnstock, 2007b). Os recetores P2Y, estdo localizados nas células endoteliais vasculares e
quando ligados a ATP, induzem a producéo de inositol trifosfato (IP3) e libertagdo de Ca?*
do reticulo sarcoplasmatico através da ativacdo de IP3. Este aumento na concentracao
intracelular de calcio leva a ativacao nas células endoteliais da sintese do NO, promovendo
0 relaxamento das células musculares lisas e induzindo uma vasodilatacdo dependente do
endotélio (Lohman et al., 2012).

5.3. Papel das purinas na disfuncéo erétil

A injecdo intracavernosa de adenosina foi um dos primeiros métodos utilizados
para o diagnostico diferencial da DE de origem vasculogénica (Kilic et al., 1994). Estudos
realizados no Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS-UP demonstraram
que a adenosina desempenha um papel fundamental na regulacdo do ténus do CCH,
através da ativagdo de recetores Axa e Agp, localizados no masculo e nas células
endoteliais, respetivamente (Faria et al., 2006). A estimulacdo dos recetores Axa pela
adenosina promove vasodilatacdo, atenuando a lesdo endotelial induzida pela marginacao

de neutrofilos e promove a libertagcdo endotelial de NO e prostanodides. Este mecanismo
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favorece o relaxamento do musculo liso trabecular e consequente ere¢do peniana.
Comparando a magnitude das respostas relaxantes promovidas pela adenosina em TCH de
individuos portadores de DE, com lesBes a nivel endotelial, e de individuos controlo, foi
possivel concluir que a disfuncdo endotelial apresentada pelos doentes de DE se
correlaciona com a perda da atividade dos recetores Azs. No entanto, verificou-se que o
efeito relaxante mediado pelos recetores Aza, localizados no musculo liso vascular
permanecia inalterado. Estudos realizados em TCR sugerem que o relaxamento da
musculatura lisa estimulada pela adenosina se poderd dever a ativacdo preferencial de
recetores do subtipo Aza sensiveis ao CGS21680C (agonista destes recetores) (Valente,
2008). Este efeito relaxante aparenta ser preferencialmente dependente da sintese enddgena
de prostanoides (Faria et al., 2006). Outros estudos ndo publicados sugerem ainda que a
auséncia da atividade mediada por recetores Azg pode ser explicada pelo aparente défice da
componente endotelial que medeia o relaxamento do TCR (Valente, 2008).

Relativamente aos recetores P2, é sabido que, nos leitos vasculares, o ATP é
libertado por elementos sanguineos, endotélio e masculo liso, atuando por via de recetores
P2X localizados nas células musculares lisas da vasculatura induzindo vasoconstricao
(Figura V). Por outro lado, também se sabe que os nucleotidos de adenina podem estimular
a vasodilatacdo, diretamente, através da ativacdo de recetores P2Y, localizados no
endotélio e fibras musculares lisas, ou indiretamente, pela adenosina gerada pela via das
ectonucleotidases. Através de estudos funcionais e de cinética enzimtica recentes
(Mantelli et al., 1995; Faria et al., 2006), presume-se que em doentes que apresentam DE
vasculogénica, a atividade dos recetores purinérgicos P2 esteja diminuida devido a
acumulacdo extracelular de ATP (dessensibilizacdo) motivada por uma aparente reducéo
da expressdo e/ou atividade da enzima NTPDase 1/CD39. Em consequéncia deste facto, é
provavel que a formacdo de adenosina derivada do catabolismo extracelular do ATP esteja
igualmente comprometida e, com isso, 0 seu papel como agente relaxante endégeno em TC
(Faria et al, 2008). Na sequéncia de trabalhos realizados neste laboratério, observou-se,
também, diferencas entre a atividade relaxante do ATP em TCH e TCR (Amorim, 2009).
A metabolizacdo extracelular de ATP ocorre mais rapidamente no homem
comparativamente ao modelo animal estudado, verificando-se, para 0 mesmo periodo de
tempo, a formacdo de uma menor quantidade de adenosina em ratazana. Os baixos niveis
de adenosina gerada a partir de ATP podem justificar uma perda parcial da atividade

relaxante do nucle6tido em TCR comparativamente ao humano (Amorim, 2009).
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Figura V: Principais recetores de purinas e pirimidinas presentes nos vasos sanguineos envolvidos no
controlo do ténus vascular (Burnstock, 2010).

Apesar de se reconhecer um importante papel da adenosina no mecanismo da
erecdo, a descoberta do sildenafilo (Viagra®) e dos seus efeitos na fisiologia peniana
desviaram as atencdes para o estudo das propriedades vasodilatadores do NO e para a sua
relacdo com o processo da erecdo. A utilizacdo de inibidores da fosfodiesterase 5 (PDEs;,
e.g. sildenafilo) é, atualmente, o tratamento de primeira linha da DE (Angulo et al., 2010;
Francis et al., 2010). Ha evidéncias que demonstram que o aumento de GMPc pela
utilizagdo de PDEs; € ateroprotetora na vasculatura e pode melhorar o estado fisiologico do
endotélio (Kemp-Harper et al., 2009; Francis et al., 2010). Embora esta via de tratamento
apresente uma elevada taxa de sucesso, 0 mesmo néo se verifica em homens diabéticos que
apresentam DE (Shukla et al., 2009). A eficacia de PDEs;i baseia-se na integridade do
endotélio e dos nervos dos CC, que produzem niveis de NO. No entanto, no caso de
individuos com a integridade do endotélio severamente comprometida, como o caso de
doentes diabéticos, verifica-se uma reducdo dos niveis de NO essenciais para desencadear
a via NO/GMPc responsavel pela diminuicdo da resposta a terapéutica com PDEsi e um

consequente relaxamento dependente do endotélio deficiente.
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6. Oscilac6es de calcio intracelular

6.1. Medic&o das oscilagdes de calcio intracelular

A comunicacdo intercelular é essencial para a coordenacdo dos processos fisioldgicos
entre células de uma variedade de 6rgdos e tecidos, incluindo a vasculatura. A propagacdo
das ondas de Ca?" intracelular para células vizinhas é uma caracteristica comum, mediando
a sinalizacdo célula-célula em tecidos (Arcuino et al., 2002; Berridge et al., 2003). O
calcio regula uma vasta gama de funcdes celulares vitais, incluindo atividades enzimaticas,
processos metabdlicos, progressdo do ciclo celular e respostas eletroquimicas. As
concentragOes externas de calcio sdo geralmente de quatro ordens de grandeza superiores
aos niveis internos (Barrow et al., 2006). A sinalizacdo é ativada por aumentos temporarios
na concentracdo de calcio intracelular através da abertura dos canais de calcio na
membrana plasmética ou no reticulo endoplasmatico. O célcio encontra-se armazenado no
reticulo endoplasmatico, e atua como um segundo mensageiro difusivel quando é libertado
do reticulo endoplasmatico para o citosol, pelo inositol-3-fosfato (IP3), um metabolito de
clivagem do PIP, por membros da familia de enzimas Pl-fosfolipase C. A fosfolipase C
pode ser ativada direta e indiretamente, por uma grande variedade de recetores da
superficie celular, incluindo os fatores de crescimento, citocinas, recetores acoplados a

proteina G, e integrinas (Barrow et al., 2006).

Em certas condi¢Bes experimentais, podem ser observadas ondas de Ca®*
intracelular através da aplicacdo de um estimulo mecanico em célula Unica. Através da
libertagdo das moléculas sinalizadoras intracelulares de IPs e Ca®*, inicia-se a propagacio
da onda de Ca?* a partir da célula estimulada mecanicamente para as células vizinhas. As
principais vias moleculares que controlam a propagagdo de ondas Ca?* sdo canais, através
da transferéncia direta de IP3 e por hemicanais, através da libertagdo de ATP. Foi
demonstrado que a extensdo maxima de propagacdo da onda de calcio requer a ativacao
dos recetores purinérgicos pela libertacdo de ATP. Curiosamente, o nivel de atividade do
hemicanal esté diretamente correlacionada com o grau de libertacdo de ATP (Stout et al.,
2004). Além disso, os aumentos no célcio citosélico livre constituem um dos mecanismos

mais comuns através dos quais hormonas e transmissores regulam as func@es celulares.
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6.2. Fluo-4 NW

Dada a importéncia do célcio para muitas fungdes celulares, a medicéo das oscilacbes
de célcio intracelular é uma ferramenta muito importante para avaliar a sinalizagéo celular.
O Fluo-4 NW é uma sonda fluorescente sensivel ao Ca?". Este indicador, apesenta um
comprimento de onda de excitacdo visivel (compativeis com laser ido-Argon), possui uma
elevada sensibilidade, e apresenta grande aumento de fluorescéncia ap6s ligacdes de Ca?*.
Desta forma tornou-se o indicador de elei¢do na caracterizacdo farmacoldgica e funcional
dos recetores acoplados a proteina G (Mehlin et al., 2003).

O Fluo-4 NW tem a vantagem de permanecer ndo fluorescente e estavel durante varias
horas, em tampdo de pH 7-7,5, e a conversdo para a forma sensivel a Ca?* ndo representa
uma fonte significativa de fluorescéncia de fundo. Além disso, a remocdo do meio de
cultura antes da aplicacdo do corante, elimina as interferéncias na fluorescéncia basal.
Outra potencial fonte de fluorescéncia diz respeito a extrusdo do indicador para fora da
célula pelos transportadores de anibes organicos. No entanto, isto pode ser ultrapassado
recorrendo ao uso de probenecide, comummente utilizada para inibir este tipo de transporte
e reduzir o sinal da linha de base (Mehlin et al., 2003). Tendo ainda a vantagem de se

poder utilizar tanto em células aderentes como em células ndo aderentes.
7. Culturas celulares

O isolamento e cultura de células animais e vegetais, tem tido um papel preponderante
no estudo da funcdo celular. A obtencdo de células em cultura envolve um conjunto de
procedimentos que permitem cultivar e preservar as células isoladas fora de um organismo
de origem, mantendo o tecido isolado em ambiente apropriado com recurso a um meio de
cultura capaz de fornecer nutrientes essenciais para o0 crescimento e desenvolvimento das
células, e dessa forma, simular as condi¢des in vivo (Freshney, 2006). Esta técnica
apresenta inumeras vantagens ao permitir o controlo das condigbes ambientais, a analise
independente de diferentes parametros, um numero elevado de ensaios num reduzido
intervalo de tempo, diminuicdo do ndmero de animais nos ensaios experimentais,

tornando-se assim, uma alternativa menos dispendiosa (Hartung et al., 2002).

Culturas sob condicbes controladas permitem, desta forma, uma manipulacdo e
obtencdo de imagens de células a um nivel de resolucdo que ndo seria possivel, no animal

integral, ou mesmo em fragmentos de tecidos ndo dissociados.
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7.1. Tipos de culturas celulares

Culturas primérias e subculturas iniciais, sdo células isoladas a partir de animais ou

vegetais. Estas sdo culturas celulares heterogéneas, podendo encontrar-se mais do que um
tipo de células em estadios de diferenciacdo distintos. Culturas primarias requerem meios
de culturas complexos, sendo um processo trabalhoso até se conseguir padronizar. No
entanto, neste tipo de cultura verifica-se uma menor probabilidade de alteragfes do
fenotipo, bem como alteracBes do envelhecimento celular, sendo estas células mais

representativas do tecido de origem (Freshney, 2006).

Linhas celulares sdo obtidas a partir de culturas primarias, constituidas por um unico

tipo de célula, apresentando um crescimento rapido e continuo. Estas células propagam-se
em série por um numero limitado de divisdes celulares, ou podem ser imortalizadas através
de alteracdes genéticas, podendo assim ndo refletir as caracteristicas originais das celulas
(Freshney, 2006).

7.2. Metodo de obtencéo de culturas primarias

Técnica do explante, apds remogdo cirirgica do tecido, pequenos fragmentos a

cultivar sdo colocados numa caixa de cultura em meio apropriado. As células comegam a

destacar-se dos fragmentos, aderindo ao substrato, migrando ate atingirem confluéncia.

Dissociacao enzimatica difere da técnica anterior pelo recurso a enzimas digestivas
proteoliticas que facilitam a fragmentacdo do tecido, podendo em alguns casos levar a uma
mais rapida obtencdo de células isoladas. No entanto, a adicdo de protéases na digestdo do
tecido, pode provocar efeitos de toxicidade nas células, removendo proteinas da superficie

celular, comprometendo a sua viabilidade.

Quando atingida a confluéncia celular, recorre-se a enzimas (e.g. tripsina) que
promovem uma dissociacdo suave das células entre si e do substrato, obtendo-se uma
suspensdo celular. As células sdo colocadas posteriormente em subcultura permitindo,

desta, forma a sua continuidade em novas caixas de cultura (Ryan, 2008).
7.3. CondicGes de Cultura

Um meio de cultura apropriado é essencial para a manutencdo das culturas
celulares. O meio de cultura é constituido essencialmente por sais inorganicos,

aminodacidos, hidratos de carbono, acidos gordos, proteinas e vitaminas e, a sua
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complexidade depende do tipo de célula que se pretende obter, representando uma
constituicdo semelhante ao meio ambiente que a célula se desenvolve in vivo (Hartung et
al., 2002). O soro animal €, por vezes, um suplemento para compensar nutricionalmente
alguns meios de cultura. A temperatura, humidade, pH também devem ser semelhantes ao
encontrado no tecido de origem. Para tal mantem-se as culturas em incubadoras, a uma
temperatura de 37°C,e humidade entre 90 a 98% e COzentre 2 a 10% (Freshney, 2006).

Para que as células formem uma monocamada é essencial aderirem a superficie da
placa de cultura, quando tal ndo acontece é necessario recorrer a fatores de adesdo, como
colagénio, gelatina ou poli-D-lisina. Quando em contacto com uma superficie de adesdo
porosa, as células polarizam de forma similar ao in vivo, verificando-se uma melhoria da

funcionalidade das células e uma maior proliferacdo celular (Freshney, 2006).
7.4. Avaliagdo das Culturas

O principal indicativo do comprometimento de uma cultura reflete-se por alteracoes
a nivel da morfologia celular, adesdo e taxa de divisdo (Ryan, 2008). Para estimar a taxa de
crescimento recorre-se a um contador de particulas eletronico ou a camara de Neubauer,
em que com o auxilio de um corante vital, faz-se uma avaliacdo da viabilidade celular, por
incorporacdo do corante pelas células mortas. Este parametro revela-se proveitoso, na
avaliacdo dos requisitos nutricionais da cultura de células, permitindo comparar diferentes

tipos de meios de cultura (Freshney, 2006; Ryan, 2008).

7.5.Contaminac0es nas culturas celulares

A contaminacdo das culturas celulares pode ocorrer por fatores quimicos ou de origem
bioldgica. Enquanto os contaminantes biolégicos, como bactérias e fungos, podem
provocar danos irreversiveis nas celulas, sendo mais faceis de detetar por microscopia
Otica, as contaminacGes por Mycoplasma ou virus ou as contamina¢des gquimicas, como
toxinas, ou vestigios de detergentes, sdo mais dificeis de detetar, pois ndo sdo percetiveis
por microscopia otica. Para se obterem culturas sem contaminagdes, sdo necessarios alguns
requisitos especificos como, material e reagentes em condi¢cdes de assepsia e devidamente
monitorizados. Uma vez detetada a contaminacdo bacteriana ou de origem flingica, a
cultura, assim como todos os reagentes utilizados, devem ser descontaminados com
hipoclorito de sddio e, posteriormente, descartados para residuos bioldgicos apropriados
(Freshney, 2006; Ryan, 2008).
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Capitulo Il — Material e Métodos
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Ao longo dos trabalhos realizados, tem-se realgado a importancia do musculo liso e a
integridade do endotélio para o relaxamento e consequente erecdo peniana. No estudo
farmacologico da DE de origem vasculogénica, tém sido utilizadas amostras de TC
recolhidas a partir de CC de animais e humanos. Culturas de células primarias derivadas do
TC tém sido pouco utilizadas como modelos in vitro para definir os mecanismos celulares

envolvidos na funcdo eréctil (Chung et al., 2012).

1. Amostras de tecido cavernoso e consideracoes eticas

1.1. Isolamento de tecido cavernoso de ratazana

TCR foi isolado a partir de Ratus norvegicus machos da estirpe Wistar (Charles
River — CRIFFA, Barcelona, Espanha; Biotério do ICBAS, Porto, Portugal) com peso entre
0s 200g e os 350g. Os animais foram sacrificados por decapitagdo em guilhotina seguida
de exsanguinag&o, tendo estes sido manipulados de acordo com as orientacdes relativas ao
bem-estar animal definidas pela Comunidade Europeia (86/609/CEE), respeitando a
politica dos 3R’s (Replace, Refine and Reduce). Apos o isolamento do pénis, 0s 6rgaos
foram colocados numa caixa de Petri contendo solucdo de Tyrode (composi¢do, em mM:
NaCl 137; KCI 2,7; CaCl, 1,8; MgCl, 1; NaH2PO4 0,4; NaHCOs 11,9; glucose 11,2),
oxigenada com uma mistura de O. (95%) e CO. (5%), a temperatura ambiente. A

utilizacdo dos tecidos foi efetuada no periodo até 2 horas apos a colheita.
1.2. Processamento de amostras de tecido cavernoso

O tecido cavernoso de ratazana foi separado das estruturas envolventes, tecido
conjuntivo e tunica albuginea, por microdisseccdo cirdrgica com o auxilio de uma lupa
binocular (Olympus SZ60, Japan). Posteriormente, os fragmentos foram colocados em
meio de descontaminacdo, AB10x, contendo um elevado teor de substancias
antimicrobianas [25 ug/mL de anfotericina B (Sigma); 1000 IU/mL de penicilina, 1000
ug/mL de estreptomicina e 50 pg/mL de gentamicina (Sigma)]. Seguidamente, o tecido

isolado foi sujeito a trés ciclos de descontaminagdo, com a duracdo de 30 minutos cada.

23



Papel dos Recetores Purinérgicos no Crescimento e Remodelagdo do Tecido Cavernoso

2. Culturas celulares

2.1. Cultura de células pela técnica do explante

Apobs descontaminacdo, o TC foi segmentado em fragmentos de aproximadamente
1mm?, sendo posteriormente distribuidos em caixas de cultura de 35 mm (Costar®). As
caixas de cultura foram previamente revestidas com um fator de adeséo, gelatina a 2 % em
H>O (Sigma). O revestimento das caixas de cultura teve como objetivo promover uma
maior aderéncia das células as caixas de cultura, permitindo desta forma melhorar as

condi¢des de crescimento e viabilidade das células.

As caixas de cultura com os fragmentos de tecido foi adicionado meio de cultura
M199 (Sigma), suplementado com SBF 20% (Sigma), 3,75 ug/mL de anfotericina B (250
ug/mL, Sigma), 150 IU/mL de penicilina, 150 ug/mL de estreptomicina (Solugdo
penicilina - estreptomicina a 10000 IU/mL — 10000 pug/mL, Sigma) e 50 pg/mL de
gentamicina (Sigma). As culturas foram incubadas a 37°C, numa atmosfera himida

contendo 5% de CO; até atingirem a confluéncia desejada.

A migracdo celular a partir dos fragmentos foi observada 6 a 8 dias apds o inicio
das culturas primarias, sendo os fragmentos de tecido removidos nesta fase. As celulas
foram mantidas nas condigdes acima mencionadas até se atingir uma confluéncia de

aproximadamente 80% (cerca de 10-15 dias).
2.2. Cultura de células pela técnica de dissociagdo enzimatica

O TC foi posteriormente segmentado em pequenos fragmentos (1 mmd), tendo estes
sido colocados numa solucdo estéril de colagenase 1A (0,25 %, Sigma) e protéase XIV
(0,03 %, Sigma) em meio de cultura M199 (Sigma). Foram mantidos nesta solucdo de
digestdo durante cerca de uma hora, a 37°C, em banho-maria com agitacdo. A suspensao
obtida pela dissociacdo enzimatica foi centrifugada a 2000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C.
O sobrenadante foi removido e adicionado meio de cultura fresco ao sedimento de modo a

interromper a digestdo enzimatica.

A suspensdo celular foi posteriormente distribuida por caixas de cultura de 35 mm
(Costar®), previamente revestidas com gelatina a 2% em H,O (Sigma). A estas caixas de

cultura foi adicionado meio de cultura M199 (Sigma), suplementado com SBF 20%
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(Sigma), 3,75ug/mL de anfotericina B (250 pg/mL, Sigma), 150 1U/mL de penicilina, 150
ug/mL de estreptomicina (Solugdo penicilina - estreptomicina a 10000 1U/mL — 10000
ug/mL, Sigma) e 50 pg/mL de gentamicina (Sigma). As culturas foram incubadas a 37°C,
numa atmosfera himida contendo 5% de CO., até que atingirem a confluéncia desejada,
cerca de 80% (Pilatz et al., 2005).

2.3. Manutencéo das culturas celulares

A primeira mudanca de meio foi realizada 6 a 8 dias apds o dia em que se iniciou a
cultura priméaria. O meio de cultura utilizado foi 0 meio acima referido, em que apenas se
alterou a concentracdo de SBF para 10%. As posteriores mudangas de meio ocorreram em

intervalos de 3 a 4 dias.

As culturas foram monitorizadas recorrendo a um microscopio invertido de contraste
de fase (Olympus CK2).

3. Caracterizacdo imunofenotipica das células de tecido cavernoso e

expressao de recetores purinérgicos

3.1. Tripsinizacéo das células

Quando atingida a confluéncia desejada, tripsinizaram-se as culturas celulares. O meio
de cultura foi removido das caixas e procedeu-se a lavagem das culturas com PBS estéril,
previamente aquecido a 37°C; este procedimento foi repetido duas vezes para garantir a
eliminacdo do meio de cultura ainda presente nas caixas. As células aderentes foram
isoladas enzimaticamente [recorrendo a uma solucdo de tripsina a 0,04 % (Sigma), pH 7,4
e colagenase a 0,025 % (Sigma) em PBS], durante 10 a 15 minutos; a reacdo de
tripsinizacdo foi interrompida pela adi¢cdo de meio de cultura fresco. A densidade celular
da suspensdo foi determinada numa camara de Neubauer (Figura V1), recorrendo a um
corante vital, azul de tripano (Sigma), que permite a distingdo entre células viaveis (ndo
incorporam o corante) e células ndo viaveis (incorporam o corante), através da observagédo

em microscopio 6tico.

Célculos efetuados para a determinacdo da concentracao celular necessaria:
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N° de células / mL = N° de células contadas x 10* mL x 2 (F. diluigéo)

8 (n° de quadrantes de contagem)
NO de células / mL x Vol. a usar = 2,0 x 10*x Vol. pretendido

Apobs a contagem das células, procedeu-se a diluicdo da suspensdo em meio de cultura
fresco, obtendo-se uma nova suspensio celular com densidade de 2,0 x 10* células/mL.
Posteriormente distribuiu-se em diferentes placas de cultura (subcultura), mediante
finalidade a que se destinavam.
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Figura VI: Determinagdo da densidade celular: (a) hemocitometro (cAmara de Neubauer) e lamela antes da
utilizacdo; (b) Colocar lamela sobre a camara; (c) adicdo de uma suspensdo celular; (d) a sec¢do longitudinal,
mostrando a posicdo da amostra de células na cadmara de 0,1 mm de profundidade; (e) Visualizacdo ao
microscopio; (f) Area total da grelha, a area central delimitada pelo circulo corresponde a area observada na
objetiva 10x; (g) Objetiva de baixa ampliacdo (10x) com suspensdo de células e corante vital, azul de
tripano; (h) Objetiva de alta poténcia (40x); As células vidveis ndo incorporam o corante (mais claras), as

células ndo vidveis, escuras, incorporam o corante (Freshney, 2006).
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3.2. Imunocitoquimica

As células musculares lisas e as células endoteliais da cultura priméria de TCR
foram semeadas a uma densidade de 2,0 x 10* células/mL em laminas de vidro com oito
pocos (chamber slides — Nunc®), previamente revestidas com 2% gelatina em H,O
(Sigma). As celulas permaneceram em cultura durante 3 a 7 dias, até atingirem
confluéncia, com mudangas de meio a cada 3 a 4 dias. Quando atingida a confluéncia
desejada, deu-se inicio ao procedimento de imunofluorescéncia indireta, para a
caracterizacdo imunofenotipica das células e expressdo dos recetores purinérgicos. As
células em cultura foram fixadas em paraformaldeido a 4% (PFA) em tampdo salino-
fosfato (PBS) durante 10 minutos, preservando os constituintes celulares (e.g. antigénios e
enzimas importantes na marcacgdo por imunofluorescéncia). Posteriormente foram lavadas
trés vezes com PBS (10 minutos cada) e subsequentemente incubadas com tampéo de
blogueio I [10% de soro fetal bovino (FBS), 1% de albumina de soro bovino (BSA), 0.1%
de Triton X, 0.05% de NaNs] durante 1 h, a temperatura ambiente. Procedeu-se, entdo, a
marcagdo por imunofluorescéncia indireta utilizando-se um anticorpo (Ab) primério
especifico contra um antigéenio (Ab) alvo, e um anticorpo secundario (com um fluoréforo

acoplado), que reconhece o anticorpo primario.

Os anticorpos primarios utilizados na marcacdo das células foram diluidos em
tampao de bloqueio Il (5% de FBS, 1% de BSA, 0.1% de Triton X, 0.05% de NaNs em
PBS), e incubados a 4°C durante aproximadamente 20 horas (Tabela I). Apds a incubacéo,
as células foram lavadas trés vezes com PBS (10 minutos cada). Seguidamente fez-se a
incubacdo com os anticorpos secundarios fluorescentes, previamente diluidos em tampéo
de bloqueio Il (Tabela II) durante 2 horas, com agitacdo a temperatura ambiente. A partir
deste momento, as células foram mantidas no escuro, de forma a evitar a fotoexcitacdo dos
fluoréforos: Alexa Fluor 488 (anti-coelho), Alexa Fluor 633 (anti-cabra), Alexa Fluor 563
(anti-rato). No final deste periodo de incubacéo, as células foram lavadas trés vezes com
PBS (10 minutos cada). Posteriormente, as laminas de vidro foram montadas com meio
Vectashield® e armazenadas a 4°C. A preparacéo foi observada em microscopio confocal
(Olympus FV1000, Japao) utilizando os lasers que irradiam num comprimento de onda de
gama adequada ao fluordforo utilizado. Apés a visualizacdo das células e recolha das
imagens necessarias, estas foram processadas informaticamente com o programa do
microscopio confocal (FluoViewer FV10-ASW2.0) (Noronha-Matos et al., 2012).
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Tabela I: Anticorpos primérios utilizados na marcacéo por imunofluorescéncia indireta

Anticorpo Primério Hospedeiro | Diluigéo Origem
Actina de Musculo Liso ) .
(SMA _ FITC) Ratinho (ms) 1:250 Sigma
Aoa Coelho (rb) 1:150 Alpha Diagnostic

Az Coelho (rb) 1:75 Chemicon

P2X1 Coelho (rb) 1:100 Alomone

P2X3 Coelho (rb) 1:75 Alomone

P2Y, Coelho (rb) 1:50 Alomone

P2Y 1> Coelho (rb) 1:75 Alomone

P2Y13 Coelho (rb) 1:50 Alomone

PECAM-1 Cabra (gt) 1:50 Santa Cruz

Tabela I1: Anticorpos secundarios utilizados na marcacgao por imunofluorescéncia indireta

Anticorpo ] . o .
o Hospedeiro | 1gG anti-x | Diluicdo Origem
Secundario
Alexa Fluor 488 Burro Anti-ms 1:1500 | Molecular Probes
Alexa Fluor 568 Burro Anti-rb 1:1500 | Molecular Probes
Alexa Fluor 633 Burro Anti-gt 1:1500 | Molecular Probes

Tabela I11: Lasers utilizados na observagdo por imunofluorescéncia indireta

Fluordéforo Excitado Comprimento de Onda Laser
Alexa Fluor 488 488 nm Argon
Alexa Fluor 568 568 nm HeNel
Alexa Fluor 633 633 nm HeNe2
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3.3. Determinacdo das oscilagdes de [Ca?*]i em células vivas por microscopia

confocal funcional

Através da metodologia descrita anteriormente, desenvolvida neste projeto,
obtiveram-se culturas celulares heterogéneas a partir de TCR. As culturas sdo constituidas
por células musculares lisas (imunorreativas contra a proteina contractil a-actina SMA) e
por células endoteliais (imunorreativas contra o marcador de superficie PECAM-1/CD31,
ndo apresentando imunorreatividade contra a proteina contractil a-actina SMA). Para a
caracterizacdo funcional das células, estas foram semeadas em caixas de cultura com pogo
central de 10 mm (FluoroDish® WPI®) com uma densidade de 2,0 x 10* células/mL. As
células permaneceram em crescimento durante 3 a 7 dias, em meio de cultura M199
(Sigma), suplementado com SBF 10 % (Sigma), 3,75 pg/mL de anfotericina B (250
ug/mL, Sigma), 150 IU/mL de penicilina, 150 ug/mL de estreptomicina (Solucdo
penicilina - estreptomicina a 10000 IU/mL — 10000 pug/mL, Sigma) e 50 pg/mL de
gentamicina (Sigma).

Previamente a realizacdo das experiéncias, o meio de cultura foi removido e as
células foram lavadas com uma solucéo de Tyrode (composicdo, em mM: NaCl 137; KCI
2,7; CaCl, 1,8; MgCl 1; NaH2PO4 0,4; NaHCOs 11,9; glucose 11,2; pH 7.4) e incubadas
durante 50 minutos, a 37°C, com a sonda fluorescente sensivel ao Ca®*, Fluo-4NW (2,5
uM), em PBS numa solucdo contendo 2,5 % de acido plurénico em DMSO (100 uM).
Apos a remocdo da solucdo com o fluordforo, as células foram novamente lavadas com a
solucdo de Tyrode. As caixas foram subsequentemente montadas na camara de perfusédo
termostatizada do microscopio confocal invertido (Olympus FV1000, Japan), equipado
com uma objetiva de 20x (LUCPLFL 20 X PH; N.A. 0.45). A partir desse momento, as
células foram perfundidas continuamente (1mL/min) com uma solucdo Tyrode arejada
com uma mistura de Oz (95%) e CO2 (5%), a 32°C (Figura VII). Os farmacos testados
foram perfundidos através de um sistema multicanal de perfusdo (ValveLink 8.2,
Digitimer, San Francisco, CA). As culturas foram entdo perfundidas com Tyrode
(controlo) ou com os farmacos a serem testados durante 6 (ou 2) minutos.

Com recurso a um laser (Multi-line Ar laser), o fluoréforo foi excitado a 488 nm
emitindo fluorescéncia no intervalo de 510-560 nm (detetada pelo digitalizador do
microscopio confocal). As alteracdes na fluorescéncia do Fluo-4NW foram detetadas pelo
programa FluoView Advanced Software (Olympus, Tokyo, Japan). As imagens de

fluorescéncia foram recolhidas em intervalos de 20 segundos.
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Os transientes de Ca?* intracelular, induzidos pelos farmacos estudados, foram
calibrados para uma resposta maxima de célcio produzido pela ionomicina (5 uM, 100%
de resposta) (Henriksen et al., 2006; Noronha-Matos et al., 2012).

Figura VII: Microscopio Confocal Olympus FluoView FV1000 (imagem retirada de

http://www.olympuslatinoamerica.com/portuguese)

4. Analise estatistica:

As amostras sdo preparacdes independentes obtidas a partir de TCR (género
masculino), analisadas e testadas em diferentes experiéncias. Para cada experiéncia e

doseamento, realizou-se um ensaio.

As variaveis sdo quantitativas uma vez que a informacdo de cada experiéncia sera

medida e, posteriormente, comparada e avaliada.

Os resultados sdo expressos como media + SEM de n numero de animais

(ratazana).

As respostas dos ensaios funcionais realizados nas culturas celulares foram
expressas em percentagem da resposta maxima a ionomicina (5 uM). Para as comparagdes
multiplas, os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida por
teste de Bonferroni. Para a comparacao entre dois valores usou-se o teste t Student, em que

P <0.05 foi considerado significativo.

30


http://www.olympuslatinoamerica.com/portuguese

Papel dos Recetores Purinérgicos no Crescimento e Remodelagdo do Tecido Cavernoso

Capitulo 111 - Resultados
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1. Otimizacdo da técnica de cultura de células de TCR

1.1. Cultura de células de musculo liso e células endoteliais de TCR

Com o objetivo dar continuidade aos trabalhos experimentais funcionais que tem
vindo a ser realizados no Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS/UP,
surgiu a necessidade de se estabelecer um protocolo para obtencdo de culturas de células
de TC. Inicialmente recorreu-se a literatura e verificou-se que varios autores referem o
isolamento de células através da técnica de explante (Pilatz et al., 2005; Song et al., 2009;
Yin et al., 2012), enquanto outros referenciam a técnica da digestdo enzimética como
procedimento de rotina (Doyle et al., 2012, Chung et al., 2012). A fim de determinar qual
das técnicas melhor se adequa ao estudo do crescimento e proliferacdo de células de
musculo liso e de células endoteliais provenientes do tecido cavernoso de ratazana (TCR),

recorreu-se, a execucao de ambos os procedimentos.

1.1.1. Cultura de células pela técnica do explante

o Migracdo celular a partir dos explantes aproximadamente 6-8 dias;

o Inicialmente as células localizavam-se em volta dos explantes;

o Atingia-se a confluéncia desejada 10-12 dias ap0s o inicio da cultura;

o As células permaneciam viaveis durante mais tempo;

o As células ndo se destacavam tdo facilmente da placa de cultura, permanecendo
viaveis na realizacdo das atividades experimentais realizadas posteriormente;

o Processo de cultivo das células mais rapido;

1.1.2. Cultura de células pela técnica da dissociacdo enzimatica

o Presenca de células em cultura cerca de 8-10 dias ap0s inicio da cultura;

o Processo mais lento até ser atingida a confluéncia desejada, cerca de 15 dias;

o As células apresentavam uma morfologia caracteristica, com sinais de
envelhecimento;

o Grande quantidade de células ndo vidveis durante os processos experimentais a
que foram submetidas posteriormente;

o As células destacavam-se mais facilmente das placas, durante 0s processos
experimentais realizados posteriormente.

o Processo de cultivo celular mais prolongado;
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1.2. Caracterizacao fenotipica das células de TCR por imunofluorescéncia

indireta

Com recurso a técnica de imunofluorescéncia indireta, foi possivel caracterizar a
identidade das células em cultura obtidas a partir do TCR. As células isoladas de TCR séao
culturas mistas de células musculares lisas e de celulas endoteliais. Confirmou-se a
presenca de células musculares lisas, recorrendo a marcagdo com um anticorpo especifico
contra a proteina contractil, a-actina (Chung et al., 2012). A presenca de células endoteliais
foi inferida, por estas células ndo exibirem imunorreatividade contra a proteina contractil,
a-actina (verde) e por apresentam imunorreatividade contra o marcador especifico da
superficie das células endoteliais, PECAM-1 (anti-CD31) (Privratsky et al., 2010) (Figura
V).

DAPI SMA DAPI CD31 DAPI SMA CD31

Figura VIII: Marcacao imunocitoquimica de células de tecido cavernoso de ratazana. Co-culturas de células
musculares lisas e de células endoteliais com 3 dias de subcultura. (a e d) As células musculares lisas exibem
imunorreatividade positiva contra anti-msSMA-FITC (marcacdo a verde). (b e e) As células endoteliais
exibem imunorreatividade positiva contra o marcador de superficie, PECAM-1 (marcacdo a vermelho). (c)
Sobreposi¢do das duas imagens (a) e (b). Imagens obtidas por microscopia confocal (Olympus FV1000,

Japan). A escala corresponde a 50 pm.
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2. Caracterizacdo funcional das culturas celulares de TCR por
microscopia confocal: Anéalise das oscilagdes do Ca?* intracelular em

resposta a agonistas especificos

Avaliou-se a resposta diferencial de células de TCR presentes em co-culturas de
células musculares lisas e células endoteliais com 10 dias de evolucdo. As células foram
previamente marcadas com a sonda fluorescente Fluo-4NW e estimaram-se as oscilacfes
dos niveis intracelulares de Ca®" por microscopia confocal funcional (Figura 1X). As
respostas de cada uma das células foram registadas na presenga de ATP (100 uM, agonista
P2) e na presenca de PE (10 uM, agonista a-adrenérgico). As células endoteliais reagem
preferencialmente a aplicacdo de ATP (100 uM), enquanto as células musculares lisas
respondem de forma mais significativa a PE (10 uM) atraves de aumentos dos niveis

intracelulares de Ca?* (Figura I1X).

Antes perfusdo Apos perfusdo

ATP (100pM)

PE (10pM)

Bl
—
5]
L
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Figura IX: Co-culturas de células musculares lisas e células endoteliais obtidas de tecido cavernoso de
ratazana com 10 dia de subcultura. As células foram incubadas com a sonda sensivel ao calcio, Fluo-4ANW
(2.5 pM, em PBS contendo 2,5% de acido plurénico), durante 50 min a 37°C; Os sinais de Ca®* foram
monitorizados num microscdpio confocal (Olympus FV1000, Japdo) de 20 em 20 segundos. As células
foram perfundidas (1ml/min) com uma solucdo de Tyrode; o0 ATP (100 pM, n=1) e a fenilefrina (PE 10 pM,
n=1) foram aplicados durante 6 minutos. (A) Imagens de microscopia confocal das células marcadas com a
sonda fluorescente Fluo-4NW antes e apds aplicacdo dos farmacos (ATP 100 uM e PE 10 puM). Célula
muscular lisa delimitada por circulo, flanqueada por células endoteliais. A escala corresponde a 50 um. (B)
Oscilagoes dos niveis de Ca?* intracelular induzido pelo ATP (100 uM, 6 min) e por PE (10 uM, 6 min) em
células musculares lisas e endoteliais. Entre a aplicacdo dos farmacos, as células foram lavadas com a
solugdo de Tyrode durante 9 min. Os transientes de Ca?* intracelular foram calibrados para o sinal de calcio
induzido pelo ionéforo ionomicina (5uM, 100% de resposta). Cada ponto representa a média obtida a partir
de 4 células musculares lisas e 11 células endoteliais. As barras pretas horizontais na parte inferior dos

graficos indicam o periodo de exposicdo ao fArmaco. As barras verticais representam o desvio padréo.
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3. Expresséo de recetores Aza e Azs em co-culturas celulares de TCR

Estudos realizados anteriormente no nosso laboratorio demonstram o papel da
adenosina no relaxamento de TCH por via da ativacdo dos recetores Axa (musculares) e
Azg (endoteliais) (Faria et al., 2006). Por outro lado, o efeito relaxante da adenosina no
TCR parece ser devido apenas a ativacdo de recetores do subtipo Axa (Valente, 2008;
Viais, 2011). Neste trabalho avaliou-se a expresséo destes dois recetores da adenosina em
co-culturas de células musculares e endoteliais isoladas do TCR por imunocitoquimica. Os
resultados mostram que a presenca de recetores A>a € mais evidente nas endoteliais,
embora também exista nas células negativas para a marcacdo contra a proteina contractil
do musculo liso, a-actina (SMA). Ndo se observou marcacdo especifica contra o recetor
Azg nas células isoladas do TCR (Figura X).

DAPI Aza DAPI SMA DAPI A2a SMA

DAPI Azs DAPI SMA DAPI Azs SMA

Figura X: Marcacdo imunocitoquimica de células musculares lisas e células endoteliais do TCR em co-
cultura com 3 e 4 dias de evolugdo. (a) Imunorreatividade positiva para o anticorpo contra os recetores Aza
(vermelho). (b) Imunorreatividade positiva para o anticorpo especifico de células musculares lisas (anti-
msSMA-FITC, verde). (c) Sobreposicdo das duas imagens (a) e (b). (d) Imunorreatividade positiva para o
anticorpo contra os recetores Azg (vermelho). (e) Imunorreatividade positiva para o anticorpo especifico de
células musculares lisas (anti-msSMA-FITC, verde). (f) Sobreposi¢do das duas imagens (d) e (e). Imagens

obtidas através de microscopio confocal (Olympus FVV1000, Japéao). A escala corresponde a 50 pm.
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4. Papel dos recetores ionotropicos P2X1 e P2X3 nas celulas musculares

lisas e endoteliais do TCR

4.1. Expressdo de recetores ionotropicos P2X1 e P2X3 em co-culturas
celulares de TCR

Para avaliar a presenca de recetores do tipo P2X1 e P2X3 em células musculares
lisas e em células endoteliais de TCR, realizaram-se ensaios de imunofluorescéncia
indireta (Figura XI). Os ensaios de imunolocalizagdo revelaram a presenca de recetores
P2X1 em celulas que expressam imunorreatividade contra o marcador anti-msSMA-FITC
e também em células negativas para a marcacdo contra a a-actina, embora nas Ultimas a
densidade de marcagdo seja menor. Os ensaios de imunolocalizagdo revelaram a presencga
de recetores P2X3 tanto em células que expressam imunorreatividade contra 0 marcador
anti-msSMA-FITC (musculo liso) como em células em que a marcacdo para a actina foi

negativa (células endoteliais) (Figura XI).

DAPI P2X1 DAPI SMA DAPI P2X1 SMA

DAPI P2X3 DAPI SMA

Figura XI: Marcacdo imunocitoquimica de células de tecido cavernoso de ratazana em co-culturas de células
musculares lisas e células endoteliais com 3 e 7 dias de evolucdo. (a) As células exibem imunorreatividade
positiva contra anticorpo dos recetores P2X1 (vermelho). (b) As células apresentam imunorreatividade
positiva contra anticorpo especifico para células musculares lisas (anti-msSMA-FITC, verde). (c)
Sobreposi¢édo das duas imagens (a) e (b). (d) As células exibem imunorreatividade positiva contra anticorpo
dos recetores P2X3 (vermelho). (e) As células apresentam imunorreatividade positiva contra anticorpo
especifico para células musculares lisas (anti-msSMA- FITC, verde). (f) Sobreposicéo das imagens (d) e (e).

Imagens obtidas através de microscopio confocal (Olympus FVV1000, Japdo). Escala corresponde a 50 pm.
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4.2. Envolvimento do recetor P2X1 e P3X3 nas oscilagdes de [Ca?');

causadas pelo ATP em co-culturas de células de TCR

A incubacdo com ATP (300 puM, 2 min) causou aumentos da [Ca?']; tanto nas
células musculares como nas células endoteliais isoladas do TCR controlo. O aumento dos
niveis de [Ca?*]i foi sustentado, embora de pequena amplitude das células musculares lisas.
Este padrdo foi diferente do efeito transitorio observado nas células endoteliais; nestas
células, a aplicacdo de ATP (300 puM) causou um pico rapido do [Ca?"]i que regressou ao
nivel basal 1 minuto apo6s a aplicacdo (Figura XII). Apenas 0 aumento sustentado do
[Ca?*]i observado nas células musculares lisas foi prevenido pelo antagonista seletivo dos
recetores P2X1, NF 023 (3 uM, 6 min). O transiente de [Ca?']i observado nas células
endoteliais incubadas com ATP (300 uM) néo foi significativamente alterado pelo NF 023
(3 UM, 6 min) (Figura XII).

O antagonista seletivo dos recetores P2X3, A 317491 (100 nM) atenuou (P <0.05)
as oscilagdes intracelulares do [Ca®']i produzidas pelo ATP (300 uM) tanto nas células
musculares lisas como nas células endoteliais isoladas do TCR (Figura XII). Estes
resultados confirmam a presenca de recetores P2X3 funcionantes em ambos 0s tipos
celulares, tal como foram observados por imunocitoquimica (Figura XI).

A Antes aplicacéo Apos aplicagéo

ATP 300 uM

0 min o 2min

38



Papel dos Recetores Purinérgicos no Crescimento e Remodelagdo do Tecido Cavernoso
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Figura XII: Co-cultura de células musculares lisas e de células endoteliais obtidas de tecido cavernoso de

ratazana, com 5 dias de subcultura. As células foram incubadas com a sonda sensivel ao calcio Fluo-4NW
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(2.5 uM, em PBS contendo 2,5% de acido plurénico), durante 50 min a 37°C; Os sinais de Ca?* foram
monitorizados em microscopio confocal (Olympus FV1000, Japdo) de 20 em 20 segundos. As células foram
perfundidas (1ml/min) com uma solucdo de Tyrode. (A) Imagens de microscopia confocal das células
marcadas com a sonda fluorescente Fluo-4NW, antes e apds aplicacdo de ATP (300uM, 2 min, n=1). Escala
corresponde a 50 um. (B) OscilagBes dos niveis de Ca?" intracelular causadas pela aplicacio de ATP
(300uM, 2 min, n=1). Cada ponto representa a média de 28 células musculares e 18 células endoteliais; (C)
Oscilagdes dos niveis de Ca?* intracelular causadas pela aplicacdo de ATP (300uM, 2 min, n=1) na auséncia
do agonista representado a cinzento. Cada ponto representa a média de 28 células musculares e 18 células
endoteliais; e na presenca do antagonista seletivo P2X1, NF 023 (3 uM, 6 min, n=1), representado a preto.
Cada ponto representa a média obtida a partir de 20 células musculares e de 25 células endoteliais. Os
transientes de Ca?* intracelular foram calibrados para o sinal de célcio induzido pelo ionéforo ionomicina
(5uM, 100% de resposta). (D) Oscilacdes dos niveis de [Ca?*]i induzido por ATP (300uM, 2 min, n=1), na
auséncia de antagonista, representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 28 células
musculares e 18 endoteliais; e na presenca do antagonista seletivo P2X3, o A 317491 (100 nM, 6 min, n=1),
representado a preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 22 células musculares e 9 endoteliais;
Transientes de Ca?* intracelular foram calibrados para o sinal de célcio induzido pelo ionéforo ionomicina
(5uM, 100% de resposta). As barras pretas horizontais, inferiores a cada grafico, indicam o periodo de
exposicdo farmaco. As barras verticais representam o desvio padrdo. *P <0.05 representa uma diferenca

significativa.

Comparando a atenuacdo da resposta das células ao ATP (300 puM) pelos
antagonistas seletivos para os recetores P2X1 e P2X3, verifica-se que nas ceélulas
musculares lisas ambos 0s compostos antagonizam o efeito do nucle6tido. A atenuacao do
efeito do ATP é mais evidente na fase mais tardia da resposta. O mesmo néo se verificou
nas células endoteliais. Nestas células, o efeito do antagonista P2X3, A 317491 (100 nM),
foi mais evidente que o do antagonista P2X1, NF 023 (0,3 uM), sugerindo que os recetores
P2X3 estdo predominantemente envolvidos nos transientes de [Ca?*]i induzidos pelo ATP

nas células endoteliais do tecido cavernoso de ratazana.
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5. Papel dos recetores metabotropicos P2Y1, P2Y12 e P2Y13 nas células

musculares lisas e endoteliais de TCR

5.1. Expressdo de recetores metabotropicos P2Y1, P2Y1, e P2Y13 em co-

culturas celulares de TCR

A presenca de recetores P2Y em culturas celulares isoladas de TCR foi avaliada
através de ensaios de imunofluorescéncia indireta (Figura XIII). As células exibem
imunorreatividade contra os recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y13 (vermelho) observada tanto
em células musculares lisas (SMA positivas, verde) como em células (endoteliais)

negativas para este marcador, embora nas Ultimas a densidade destes recetores seja maior.

DAPI P2Y1 DAPI SMA DAPI P2Y1 SMA

DAPI P2Y13 DAPI SMA

Figura XIII: Marcagdo imunocitoquimica de células de TCR, em co-cultura de células musculares lisas e
endoteliais, com 6 dias de subcultura. (a) Células marcadas positivamente para recetores P2Y; (vermelho).
(b) As células apresentaram imunorreatividade positiva em relagdo ao marcador especifico para células
musculares lisas, SMA-FITC (verde). (c) Sobreposicdo das duas imagens (a) e (b). (d) Células marcadas
positivamente para recetores P2Y1, (vermelho). (e) As células apresentaram imunorreatividade positiva em
relacdo ao marcador especifico para células musculares lisas, SMA-FITC (verde). (f) Sobreposicdo das duas
imagens (d) e (e). (g) Células marcadas positivamente para recetores P2Y1s; (vermelho). (h) Células
apresentaram imunorreatividade positiva em relacdo ao marcador especifico para células musculares lisas,
SMA-FITC (verde). (i) Sobreposi¢do das duas imagens (g) e (h). Imagens obtidas através de microscopio
confocal (Olympus FV1000, Japdo). A escala corresponde a 50 pum.
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5.2. Envolvimento dos recetores P2Yi:, P2Y1; e P2Y13 nas oscilagdes de [Ca?'];

causadas pelo ADP em co-culturas de células de TCR

A incubacdo com ADP (300 uM, 2 min) causou aumentos de [Ca?']i tanto nas células
musculares como nas células endoteliais isoladas do TCR (Figura XIV). O aumento dos
niveis de [Ca?*]i foi sustentado, embora de pequena amplitude das células musculares lisas.
Este padrdo foi diferente do efeito transitério observado nas células endoteliais; nestas
células, a aplicagdo de ADP (300 uM) causou um aumento transitorio dos niveis de [Ca?'];
que regressou ao nivel basal antes da suspensdo da sua aplicacdao (Figura XIV). O aumento
dos niveis de [Ca®']i observado tanto nas células musculares lisas como nas células
endoteliais foi prevenido na presenca de antagonistas seletivos dos recetores P2Y 1, P2Y 12 e
P2Y 13, respetivamente MRS 2179 (0,3 uM), AR-C 66096 (0,1 uM) e MRS 2211 (10 puM),
aplicados 6 minutos antes do ADP (300 uM), (Figura XI1V). Estes resultados confirmam a
funcionalidade dos recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y 13 expressos nas células musculares lisas
(SMA positivas) e endoteliais (SMA negativas) por imunocitoquimica (ver Figura XIV).
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Figura XVI: Co-cultura de células musculares lisas e células endoteliais obtidas de tecido cavernoso de

ratazana controlo, com 3 dias de subcultura. As células foram incubadas com sonda sensivel ao célcio Fluo-
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ANW (2.5 uM, em PBS contendo 2,5% de &cido plurdnico), durante 50 min, a 37°C; Os sinais de Ca?* foram
monitorizados em microscopio confocal (Olympus FV1000, Japdo) de 20 em 20 segundos. As células foram
perfundidas (1ml/min) com uma solucdo de Tyrode. (A) Imagens de microscopia confocal das células
indicadas marcadas com a sonda fluorescente Fluo-4NW, antes e apds aplicacdo de ADP (300uM, 2 min,
n=1). Escala corresponde a 50 um. (B) OscilagGes dos niveis de [Ca?*]i induzido por ADP (300uM, 2 min,
n=1). Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares lisas e 11 endoteliais; (C)
Oscilagbes dos niveis de [Ca?*]i induzido por ADP (300uM, 2 min, n=1), na auséncia do antagonista,
representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares lisas e 11
endoteliais; e na presenca do antagonista seletivo do recetor P2Y1, o0 MRS 2179 (0,3 uM, 2 min, n=1),
representado a preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares lisas e 17
células endoteliais; (D) OscilagGes dos niveis de [Ca?*]i induzido por ADP (300uM, 2 min, n=1) na auséncia
de antagonista, representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células
musculares lisas e 11 endoteliais; e oscilagdes dos niveis de [Ca?]i induzido por ADP (300uM, 2 min, n=1),
na presenca do antagonista do recetor seletivo P2Y1,, AR-C 66096 (0,1 puM), 2 min, n=1), representado a
preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 18 células musculares lisas e 23 endoteliais; (E)
Oscilagdes dos niveis de Ca?* intracelular induzido por ATP (300uM, 2 min, n=1) na auséncia de
antagonista, representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares
lisas e 11 endoteliais; e na presenca do antagonista seletivo do recetor P2Y13, MRS 2211 (10 uM, 2 min,
n=1), representado a preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 22 células musculares lisas e 23
endoteliais. Transientes de Ca?* intracelular foram calibrados para o sinal de célcio induzido pelo ion6foro
ionomicina (5uM, 100% de resposta). As barras pretas horizontais, inferiores a cada gréfico, indicam o
periodo de exposicdo farmaco. As barras verticais representam o desvio padrdo. *P <0.05 representa uma

diferenca significativa.

Comparando a atenuacdo da resposta das células ao ADP (300 puM) pelos
antagonistas seletivos para os recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y 13, verifica-se que a mesma foi
observada tanto nas células endoteliais como nas células musculares lisas. No entanto, a
atenuacdo do efeito do ADP foi mais evidente nas células endoteliais, sugerindo que os
recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y 13 estardo provavelmente mais envolvidos nos transientes de
[Ca?*]; induzidos pelo ADP nas células endoteliais do tecido cavernoso de ratazana

confirmando as observacdes por imunohistoquimica (Figura XII1).
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Capitulo 1V - Discussao
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Embora se tenha demostrado o papel fundamental dos modelos animais na
compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na disfungdo erétil, surgiu a
necessidade de estabelecer um protocolo exequivel usando culturas primérias de tecido
cavernoso de ratazana para se investigarem os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na DE de origem vasculogénica. Considerando que o tecido cavernoso consiste
numa mistura heterogénea constituida maioritariamente por células musculares lisas e
células endoteliais, o isolamento dos dois componentes celulares a partir do TCR pode
oferecer a possibilidade de definir as caracteristicas moleculares e funcionais de cada tipo

celular numa matriz mais simples.

Porém, inimeras dificuldades técnicas foram encontradas na obtencdo de culturas
primarias a partir de TCR, sendo de salientar a reduzida quantidade de células vidveis
obtidas no final do processo de isolamento deste tecido (Chung et al., 2012). Face a estes
resultados houve a necessidade de recorrer a alteragdo do meio de cultura DMEM, para
M199, um meio mais enriquecido em sais inorganicos, aminoacidos, vitaminas entre
outros, mostrando ser o mais adequado para o crescimento e manutencdo deste tipo de
células (Pilatz et al., 2005; Yin et al., 2012). Outra condicionante a salientar, diz respeito a
dificuldade na obtencéo de culturas primarias de TC isentas de contaminacdes bacterianas,
porventura devido a excessiva manipulacdo do tecido (Chung et al., 2012). Este fator
prolongou o tempo necessario para a otimizacdo do protocolo. Para reduzir possiveis
origens de contaminacdo microbioldgica resultante do tempo de exposicdo / manipulacao
do tecido, utilizou-se uma técnica assética e a desinfecdo sistematica de uma regido
alargada da pele do animal. O tempo de exposicdo do tecido recolhido ao meio de
descontaminacdo AB10x foi aumentado para 3 ciclos de 30 minutos cada e dessa forma

conseguiram, por fim, obter-se culturas isentas de contaminac6es bacterianas.

Outro fator que prolongou a otimizacdo desta técnica de isolamento e cultura
celular foi o facto destas células se destacarem muito facilmente das caixas de cultura,
perdendo-se uma grande quantidade de células durante o processo de manutencdo das
culturas devido a mudancas de meio, marcacdo imunocitoquimica e ensaios funcionais.
Houve, assim, a necessidade de selecionar um fator de adesdo que prolongasse a
viabilidade celular até ao final do processo. Para tal, recorreu-se ao revestimento prévio
das caixas de cultura com gelatina 2% em H2O (Sigma). Quando em contacto com uma
superficie de adesdo porosa, as células polarizam de forma similar a situacdo in vivo,

verificando-se um melhoramento da funcionalidade das células e uma maior proliferacéo
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celular (Freshney et al., 2006). Nestas condicOes as células ndo se destacaram da superficie
das caixas durante o processo de caracterizagdo fenotipica e ensaios funcionais, revelando
ser um procedimento fundamental para a obtencdo e manutencdo de células de TCR
vidveis (Yin et al., 2012).

No sentido de aumentar a densidade e promover a viabilidade das culturas,
recorreu-se a literatura para determinar o processo de isolamento que mais de adequava a
esta investigacdo. Destacaram-se dois tipos de protocolos, a técnica do explante (Chung et
al., 2012; Doyle et al., 2012) e a técnica da dissociacdo enzimatica (Pilatz et al., 2005;
Song et al., 2009; Yin et al., 2012). Estas técnicas diferem fundamentalmente no processo
inicial de isolamento das células em que, no segundo caso, se recorre a enzimas para
auxiliar a digestdo do tecido. Na execucdo de ambas as técnicas, ja& com as alteracdes
acima descritas, foi possivel observar diferencas no tempo de crescimento, na densidade e
na viabilidade celular. Pela técnica do explante, as células apresentam uma morfologia
caracteristica das células de tecido cavernoso, permanecendo viaveis durante mais tempo.
De destacar, também, que 0 processo de migracdo celular a partir dos explantes foi mais
acelerado, atingindo-se a confluéncia desejada 10-12 dias ap6s o inicio da cultura,
enquanto na digestdo enzimatica foram necessarios mais de 15 dias. Além do processo ser
mais moroso, na digestdo enzimatica, as células expressavam alguns sinais de
envelhecimento e, consequentemente, uma taxa de viabilidade inferior. De acordo com o0s
resultados obtidos, a técnica do explante demonstrou ser a mais adequada a um protocolo
de rotina no isolamento do TCR para obter co-culturas de células musculares lisas e
endoteliais. O recurso a enzimas digestivas proteoliticas, como a colagenase e protéase,
acelera o processo de dissociacdo das células por clivagem das suas ligacdes. No entanto,
neste caso, tornou-se uma desvantagem. Face aos resultados desta investigacdo, estas
enzimas, parecem provocar efeito de toxicidade interferindo na integridade celular devido

a destruicdo de proteinas da superficie (Ryan, 2008; Bernas et al., 2010; Yin et al., 2012).

A caracterizacdo fenotipica e avaliacdo da expressdo de recetores purinérgicos nas
células de tecido cavernoso em cultura sdo possiveis através da técnica de
imunofluorescéncia indireta. Neste caso, por se tratarem de co-culturas de células
musculares lisas e endoteliais, houve a necessidade de caracterizar cada tipo celular
envolvido recorrendo a anticorpos especificos, para posteriormente se avaliar quais 0s
recetores purinérgicos presentes em cada tipo celular (Privratsky et al., 2010; Chung et al.,
2012).
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As culturas celulares isoladas de TCR apresentam uma populacdo heterogénea e,
através das imagens obtidas (Figura VIII), foi possivel detetar duas populac@es celulares
distintas. Algumas células apresentam imunorreatividade positiva contra a proteina
contractil, a-actina (anti-msSMA-FITC), caracteristica das células musculares lisas (Chung
et al., 2012). No entanto, verificou-se que outras células ndo marcavam positivamente com
0 anticorpo (anti-msSMA-FITC), sendo detetadas pela marcacdo nuclear por DAPI e
através da marcagdo com o anticorpo anti-PECAM-1/CD31 (anti-gtPECAM-1/CD31)
(Figura V1) (Privratsky et al., 2010; Chung et al., 2012). As células que apresentam
imunorreatividade contra a a-actina (marcacdo verde) exibem uma morfologia
caracteristica, apresentam maiores dimensfes e um padrdo estriado com indmeros
prolongamentos caracteristicos das fibras musculares. As restantes células que ndo marcam
positivamente com esse anticorpo (anti-msSMA-FITC) e apresentam imunorreatividade
contra o marcador de superficie das células endoteliais, PECAM-1/CD31, séo celulas de
menores dimensdes e revelam uma morfologia fusiforme e muitas vezes poliédrica com
um padréo de marcacdo “pontilhado”, sugerindo a tendéncia para se disporem em formas

circulares (neovasos).

Estes resultados sugerem que, nesta fase de diferenciagdo, as células endoteliais e
musculares lisas vasculares em co-cultura apresentam uma morfologia tipica, muitas vezes
distinta, mas nem sempre facil de observar ao microscopio na auséncia de marcadores
especificos. Por se tratar de um estudo preliminar, a caracterizacdo imunofenotipica destas
células carece de um maior numero de quantificacdes, principalmente porque a marcacao
para 0 PECAM-1/CD31 ndo foi consistente em todos os ensaios. Por este motivo, optou-se
por recorrer sistematicamente a marcagdo com SMA nos ensaios de imunocitoquimica;
face aos resultados apresentados, considerou-se que as células SMA positivas seriam do
tipo muscular, enquanto as células negativas para a marcacdo contra SMA seriam do tipo

endotelial.

Devido as dificuldades na diferenciacdo morfoldgica destes dois tipos celulares em
culturas de células viaveis para estudos funcionais, tentou-se neste trabalho encontrar uma
alternativa a diferenciacdo imunofenotipica. Para tal, recorreu-se a um método baseado na
resposta diferencial das células musculares e endoteliais marcadas com uma sonda

fluorescente sensivel ao Ca?*, Fluo-4NW, por microscopia confocal funcional.
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Os recetores adrenérgicos a1 sdo uma familia de recetores acoplados a proteina G
que, quando ativados, promovem o aumento dos niveis citosélicos de Ca?* pela ativagdo de
vias de mobilizagdo de Ca?* intra e extracelulares. Estes recetores estdo presentes no
musculo liso vascular (Vargas & Gorman, 1995). Ao ativar os recetores al das fibras
musculares lisas, a PE induz o aumento da [Ca?']i estimulando a contragdo muscular
(Thiele et al., 2011). Como as células endoteliais sdo pobres em recetores deste tipo, é de
presumir que estas respondam de forma diferencial a PE.

O ATP tem a capacidade de induzir o influxo de Ca?* através da membrana celular
por intermédio de canais idnicos ativados por recetores P2X, principalmente em células
excitdveis (e.g. células musculares). O ATP também tem a capacidade de ativar a
libertacdo deste catido a partir das reservas intracelulares, por ativacdo de recetores
metabotrépicos P2Y em células com elevada resisténcia a despolarizacdo, como as células
do endotélio vascular. A elevacdo dos niveis intracelulares de Ca?* no endotélio vascular
pode promover a sintese e libertacdo de substancias vasoativas (como o NO e a
prostaciclina), conduzindo a vasodilatagdo (Calvert et al., 2008). Assim, a avaliacdo da
cinética de ativacdo / dessensibilizacdo dos recetores P2 nas ceélulas endoteliais e
musculares do TCR, a par da resposta muscular induzida pelo agonista al, poderdo
constituir a base do método proposto para a identificacdo e caracterizacdo das duas

populacdes celulares, mantendo a sua viabilidade funcional.

Os resultados mostram que as células endoteliais reagem ao ATP (100 pM) através
de um aumento rapido, embora transitério, dos niveis intracelulares de [Ca?*]i. Este padrdo
de resposta foi diferente do aumento sustentado e de pequena amplitude que as células
musculares exibem em resposta ao ATP (100 uM) (Figura 1X). Contrariamente as células
endoteliais, as células musculares lisas exibem uma resposta de [Ca?']; consistente e
sustentada quando incubadas com o agonista dos recetores a; adrenérgicos, PE (10 puM)
(Figura IX).

Sabe-se que as células endoteliais expressam recetores P2Y para o ATP, cuja
ativacdo estimula a atividade da fosfolipase C, gerando DAG e IP3. Por sua vez, o IP3
promove a libertacdo de Ca?" do reticulo endoplasmatico para o citosol (Pearson el al.,
1983; Palmer et al., 1998). O resultado funcional do aumento dos niveis intracelulares de
Ca?" nas células endoteliais é promovido pela ativagdo da eNOS, através da interagio da

Ca2*-calmodulina com o dominio de ligagdo Ca?*-calmodulina da eNOS (Michel et al.,
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1997; Marrero et al., 1999). A sintese, e subsequente libertacdo de NO, desencadeiam o
relaxamento das fibras musculares lisas dos corpos cavernosos penianos e, consequente
erecdo. Observando as repostas ao ATP nas duas populacoes celulares isoladas do TCR
pode concluir-se que os niveis intracelulares de Ca?" resultantes foram superiores nas

células endoteliais relativamente as células musculares lisas.

Estudos funcionais em TCH realizados no nosso laboratério sugerem que recetores
Axa da adenosina sdo expressos em células musculares lisas, interferindo no mecanismo de
relaxamento muscular. Ja os recetores Azs localizam-se, aparentemente, nas células
endoteliais. Considerando estes resultados, surgiu o interesse de avaliar a expressao e
distribuicdo regional dos recetores Axa e Azg em células de TCR. Para tal, realizaram-se
ensaios de imunocitoquimica, em cultura de células isolada de TCR controlo, recorrendo a
marcacdo diferencial de modo a identificar a presenca destes recetores em células
musculares lisas, co-localizadas com a-actina e em células endoteliais, que ndo expressam
marcacdo anti-SMA-FITC. As células de TCR em cultura exibem imunorreatividade
positiva contra recetor Aza, tanto em células musculares lisas (positivas para SMA) como
em células negativas para 0 marcador SMA, que apresentam uma morfologia semelhante
as células endoteliais (Figura X). A presenca de recetores Aza nas células musculares lisas
vai de encontro aos resultados funcionais obtidos em TCH, justificando a preponderancia
deste recetor no mecanismo de relaxamento do tecido cavernoso. A expressdo dos
recetores Axa em células endoteliais isoladas de TCR justifica o facto do efeito relaxante
do agonista seletivo destes recetores, CGS21680C, depender da libertacdo de NO e
prostandides a partir do endotélio vascular neste modelo animal (Valente, 2008; Viais,
2011).

De forma semelhante, pode verificar-se através das imagens obtidas (Figura X) que
0s recetores Azg nNdo estdo expressos em ambos os tipos celulares de TCR. Estes resultados
sdo contrarios aos estudos funcionais verificados em TCH; neste tecido estes recetores
parecem estar presentes nas células endoteliais. A disparidade dos resultados reforca a
hipdtese de que o mecanismo envolvido na ere¢cdo do modelo animal estudado pode nédo
ser exatamente 0 mesmo da resposta erétil humana. Esta hipdtese é também apoiada por
estudos anteriores realizados no nosso laboratorio que sugerem que o efeito da adenosina,
no relaxamento do TCR € menos pronunciado em ratazanas, quando comparando com o
registado no humano (Valente, 2008; Viais, 2011). No entanto, serdo necessarios mais

ensaios para confirmar estes resultados.
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Estd descrito que o0s recetores P2X1 sdo responsaveis por respostas
vasoconstritoras, como consequéncia de liberagdo de ATP a partir de nervos perivasculares
simpaticos (Burnstock, 1986; Gur et al., 2009). No entanto pouco se sabe relativamente aos
mecanismos envolvidos na vasoconstricdo mediada P2X. Para avaliar a presenca de
recetores do tipo P2X1 e P2X3 em células musculares lisas e em células endoteliais de
TCR controlo, realizaram-se ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando marcadores
especificos (Figura XI). Os ensaios de imunolocalizacdo revelaram a presenca de recetores
P2X1 tanto nas células musculares lisas como nas células endoteliais, embora nas Gltimas a
densidade destes recetores seja menor. Os ensaios de imunolocalizagdo revelaram a
presenca de recetores P2X3 tanto em células que expressam imunorreatividade contra o
marcador anti-msSMA-FITC (musculo liso) como em células em que a marcacao para a o-

actina foi negativa (células endoteliais) (Figura XI).

A expressdo de recetores P2X1 nas células musculares lisas do tecido cavernoso
justifica a sua implicacdo no processo de detumescéncia (Lee et al., 2000; Lewis & Evans,
2000; Wang et al, 2002); a identificacdo de recetores P2X1 em células endoteliais, embora
rara também ja foi verificada (Ray et al., 2002; Harrington & Mitchell, 2004 Gur et al.,
2009). Contrariamente aos dados relativos aos recetores P2X1, pouco se sabe sobre o
envolvimento de recetores P2X3 na erecdo. Os resultados obtidos neste estudo mostraram
uma marcacao mais exuberante dos recetores P2X3, comparativamente aos recetores P2X1
em células isoladas de TCR. Estas diferencas podem justificar o envolvimento preferencial
dos recetores P2X3 na atividade contractil do tecido cavernoso de ratazana (dados nédo
mostrados) e reforcam as diferencas existentes entre o funcionamento do tecido cavernoso

de ratazana e o humano.

Neste estudo, avaliou-se o envolvimento dos recetores P2X1 e P2X3 na regulacéo
dos niveis de [Ca®]i recorrendo a antagonistas seletivos. Nas células musculares lisas, 0
efeito do ATP (300 uM) foi atenuado pelos antagonistas seletivos dos recetores P2X1 e
P2X3, respetivamente NF 023 (3 uM) e A 317491 (100 nM). O mesmo ndo se passou nas
células endoteliais, onde apenas o antagonista dos recetores P2X3 teve um efeito de
atenuacdo significativa da resposta do ATP, enquanto o NF 023 foi inoperante (Figura
XI11). O antagonista seletivo dos recetores P2X3, A 317491 (100 nM) atenuou (P <0.05) as
oscilagBes intracelulares do [Ca?*]; produzidas pelo ATP (300 uM) tanto nas células

musculares lisas como nas células endoteliais isoladas do TCR (Figura XII). Estes
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resultados confirmam a presenca de recetores P2X3 funcionantes em ambos 0s tipos

celulares, tal como foram observados por imunocitoquimica (Figura XI).

Resultados anteriores mostraram que a ativacdo de recetores P2X3, mas também
P2X1, pelo ATP contraria parcialmente o efeito relaxante do nucleé6tido no TCR, apoiando
os dados obtidos nas experiéncias onde se demonstrou que o ATP favorece a acumulacéo
de [Ca?*]i nas células musculares lisas em cultura por intermédio da estimulagio de
recetores ionotropicos P2X1 e P2X3. Permanece por explicar a repercussdo sobre o
funcionamento do tecido cavernoso resultante dos transientes de [Ca?']i induzidos pelo
ATP, por via da ativacdo de recetores P2X3 nas células endoteliais isoladas do TCR. Em
estudos anteriores do nosso grupo (Faria et al, 2012, Soc. Port. Farmacologia),
demonstrou-se que o ATP induz uma resposta contractil transitoria no tecido cavernoso
humano através da ativacdo de recetores P2X1 que leva a libertacdo endotelial de
prostandides, nomeadamente TXA,, capazes de estimular recetores TP no musculo liso
vascular. O envolvimento de recetores ionotropicos P2X3 no tecido cavernoso humano
carece de investigagéo, no entanto ensaios preliminares realizados no nosso laboratorio em

TCH nao incluem a influéncia do P2X3 neste mecanismo.

De forma andloga, para avaliar a expressdo de recetores metabotropicos P2Y
envolvidos na atividade das células musculares lisas e endoteliais do TCR recorreu-se a
ensaios de imunofluorescéncia indireta. Os resultados mostram que as células musculares
lisas (SMA positivas), bem como as células (endoteliais) negativas para o marcador
muscular, expressam recetores dos subtipos P2Y1, P2Y1> e P2Y13 sensiveis ao ADP;
embora se verifique uma marcacdo mais intensa nas células endoteliais (Figura XII1I). Estes
resultados complementam os dados publicados em estudos anteriores demonstrando a
presenca de recetores P2Y tanto em células endoteliais como em células musculares lisas
do TCR (Gur et al., 2009). Os resultados do estudo da dindmica de [Ca?*]; nas células
musculares e endoteliais do TCR em co-cultura comprovam que todos estes recetores se
encontram funcionantes. A semelhanca do ATP, a incubacdo das células com ADP (300
UM) causou aumentos dos niveis de [Ca?*]i tanto nas células musculares lisas (aumento
ligeiro mas sustentado) como nas células endoteliais (aumento rapido de maior amplitude,
mas transitorio). Em qualquer dos tipos celulares, os aumentos do [Ca?*]; induzidos pelo
ADP (300 puM) foram atenuados pelos antagonistas seletivos dos recetores P2Y: (MRS
2179, 0,3 uM), P2Y1> (AR-C66096, 0,1 uM) e P2Y13 (MRS 2211, 10 uM) (Figura XIV).

Também no tecido cavernoso humano, o bloqueio dos recetores P2Y 12 e P2Y13 atenuou a
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resposta contractil do ADP, embora esta ndo tenha sido modificada na presenca do
antagonista seletivo P2Y:;, MRS 2179 (0,3 pM) (Faria et al., 2012, Soc. Port.
Farmacologia). Estudos demostram a expressdo do recetor P2Y1, em plaquetas e referem
que este recetor também pode ser expresso em células endoteliais dos capilares cerebrais e
em células do masculo liso vascular contribuindo para a vasoconstrigdo (Wihlborg et al.,
2004). No entanto, o papel preciso do recetor P2Y1» nesses locais ainda esta sob
investigacdo (Marteau et al., 2003).

Aparentemente, tanto no homem (Faria et al., 2012) como na ratazana (Govindan et
al., 2010), os recetores P2Y1 estdo predominantemente envolvidos no relaxamento do
tecido cavernoso, que é subsequente a libertacdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio (Ralevic & Burnstock, 1998). O efeito relaxante produzido pela ativacdo de
recetores P2Y; parece tornar-se mais evidente em doentes diabéticos com DE
vasculogénica (Faria et al., 2008), uma situacdo em que as agdes dos outros dois recetores
sensiveis ao ADP, P2Y1, e P2Y13, Se encontram atenuadas. Se o aumento dos niveis de
[Ca?*]; produzido pela ativacdo de recetores P2Y1 nas células endoteliais pode explicar
facilmente a libertacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio, como o NO por
inducdo da NOS, ja ndo é tdo facil compatibilizar a acumulacéo intracelular de [Ca®']i nas
células musculares lisas com o efeito relaxante do tecido cavernoso produzido pela

ativacao deste recetor.
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Conclusao
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Ao longo deste trabalho foi possivel estabelecer um protocolo simples e eficaz para
obtencdo de culturas primarias de células de TCR. Este trabalho sugere alteracGes aos
protocolos experimentais existentes na literatura que nos parecem fundamentais para
garantir o sucesso do isolamento e viabilidade das células de TCR. Recorrendo a técnica de
imunofluorescéncia indireta foi, ainda, possivel caracterizar fenotipicamente as células
isoladas do TCR, o que permitiu confirmar a presenca de células musculares lisas e
endoteliais nas co-culturas isoladas deste tecido. Isto é, encontraram-se células
imunorreativas contra a proteina contratil a-actina, marcador especifico de células
musculares lisas, e células que marcam positivamente com o anticorpo anti-PECAM-
1/CD31, marcador especifico de células endoteliais. Para além da marcacao
imunofenotipica, estas células apresentam morfologias caracteristicas. Constatamos que as
células musculares lisas apresentam maiores dimensdes, inimeros filamentos de actina e
exibiam um padrdo citoplasmatico estriado, caracteristico das fibras musculares, enquanto
as ceélulas endoteliais apresentam menor tamanho, forma fusiforme evoluindo para

poliédrica e um padréo citoplasmatico pontilhado.

Paralelamente estabeleceu-se um protocolo experimental para diferenciar
funcionalmente estas células em co-cultura mantendo a sua viabilidade. Para tal, avaliamos
a dindmica do Ca?" intracelular em célula Gnica, por microscopia confocal com sonda
fluorescente, em resposta a agonistas especificos. As células com caracteristicas
morfologicas das células musculares lisas reagiram a PE (10 uM) com uma elevacao
sustentada dos niveis intracelulares de Ca?*; estas células responderam muito pouco a
perfusdo com ATP (100 uM). Ja as células com caracteristicas morfologicas das células
endoteliais (PECAM-1/CD31* e SMA") responderam de forma vigorosa a aplicacdo de
ATP (100 uM), sendo notavel um aumento significativo dos niveis intracelulares de Ca?*,
enquanto a aplicagdo de PE (10 uM) ndo alterou significativamente a fluorescéncia basal.
Este método permite, assim, diferenciar funcionalmente as células musculares das células
endoteliais em tempo real e sem que estas percam a viabilidade para ensaios visando a sua

caracterizacao da sua atividade.

Este trabalho revelou-se importante na avaliacdo da atividade dos recetores
purinérgicos em co-culturas de células musculares e endoteliais do TCR, visando a sua
utilizacdo como modelo para o estudo da disfuncéo erétil vasculogénica. Mostramos que 0s
recetores Axa da adenosina parecem estar localizados tanto nas células musculares lisas

como em células endoteliais, e que 0s recetores Azs ndo sdo expressos nestas células,
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justificando a acdo predominante dos primeiros no relaxamento do TCR. Parece existir,
contudo, uma discrepancia entre a expressao / localizagdo destes dois subtipos de recetores
no tecido cavernoso humano e de ratazana, ja& que no homem os recetores A-a € Azs
parecem estar localizados respetivamente nas fibras musculares e no endotélio vascular
enquanto na ratazana o papel dos recetores A;a parece predominar nas duas células e os

Az ndo se expressam neste modelo animal.

O tecido cavernoso humano e de ratazana também parecem diferir no que respeita a
expressao funcional dos dois recetores ionotropicos P2X1 e P2X3. Enquanto o recetor
responsavel pelo efeito contracturante do ATP no homem parece ser o recetor P2X1, esse
predominio é repartido na ratazana com os recetores P2X3. Relativamente aos recetores
metabotropicos P2Y1, P2Y12 e P2Y13 sensiveis ao ADP, a sua expressdo e atividade sobre
os niveis de [Ca?*]i foi confirmada tanto nas células musculares como nas células
endoteliais. Enquanto os recetores P2Y1> e P2Y13 parecem exercer um efeito duplo
(contracturante e relaxante) no tecido cavernoso humano e de ratazana, os recetores P2Y
possuem um efeito relaxante preferencial, sobretudo no homem, que ndo pode ser

explicado facilmente pelas variagdes intracelulares dos niveis de [Ca®'].
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