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RESUMO

Ribeiro-Silva JC. Papel da proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) na
mecanotransducdo de células musculares lisas aodrticas [dissertacdo]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2019.

Células de musculo liso vascular sdo capazes de perceber estimulos mecanicos do
sistema cardiovascular, coordenando pressdo sanguinea e perfusao tecidual por meio da
modulacdo do ténus e do didmetro vascular via resposta contratil. O gatilho inicial a
contragdo € um aumento na concentracdo intracelular de calcio e diversas vias de
sinalizagcdo tém sido descritas na sustentagdo deste sinal inicial. Evidéncias atuais
indicam que adesdes focais desempenham papel crucial na contracdo através da
organizacao do citoesqueleto de actina e engajamento com o aparato contratil. Nosso
grupo demonstrou que a proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) interage com a
quinase de adeséo focal (FAK) em resposta a um aumento do estiramento mecénico e
existem evidéncias de que CRP3 modula a dinamica do citoesqueleto de actina. Neste
trabalho testamos a hip6tese de que a proteina CRP3 atua como uma proteina de adesao
focal que regula a contracdo de células musculares lisas adrticas. Por meio de ensaios
de imunoprecipitacdo e colocalizagdo, verificou-se a presenca de CRP3 nas adesdes
focais de células selvagens. Evidenciou-se que a auséncia de CRP3 estd associada a
aumento no tamanho médio de adesBes focais em células musculares lisas aorticas de
forma independente do substrato. Entretanto, em resposta a angiotensina Il, células
nocaute para CRP3 apresentam incapacidade de maturacdo das adesdes focais, um
evento que esta associado ao reduzido contetdo proteico de FAK, paxilina e MLC2
(plataformas moleculares envolvidas na maturacdo de adesdes focais) observada em
celulas nocaute. Consistente com o0 maior tamanho médio das adesBes focais, células
nocaute sao mais rigidas e, portanto, menos elasticas que células selvagens, sendo que a
rigidez avaliada por citometria magnético-Optica de oscilacdo se reflete na reduzida
capacidade contratil, seja em condi¢des basais, em resposta a angiotensina Il ou ao
inibidor de ROCK, como evidenciado no ensaio de contracdo em gel de colageno. Em
sintese, os dados deste trabalho mostram que CRP3 esta presente nas adesdes focais,
regulando tamanho e sinalizacdo, com reflexos na rigidez (viscoelasticidade) e
capacidade contratil, variaveis fundamentais ao correto funcionamento de células
musculares lisas adrticas. Em conjunto, as evidéncias deste trabalho suportam a hipétese
de que CRP3 é um modulador de contratilidade e mecanotransducdo em células
musculares lisas aorticas.

Descritores: Aorta, AdesGes focais, Citoesqueleto de actina, Musculo liso,
Mecanotransdugéo celular, Transdugéo de sinais.



ABSTRACT

Ribeiro-Silva JC. Role of the cysteine and glycine-rich protein 3 (CRP3) in the
mechanotransduction of aortic smooth muscle cells [dissertation]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo”, 2019.

Smooth muscle cells act also as mecanosensors of the cardiovascular system,
coordinating blood pressure and tissue perfusion by means of vascular tone and
diameter modulation via the contractile response. The trigger for contraction is a rise in
the intracellular calcium concentration and several signaling pathways have been
described to sustain the initial calcium signal. Recent evidences highlight the crucial
role of focal adhesions to the contractile response, given its role in actin cytoskeleton
assembly and engagement with the actomyosin contractile apparatus. We have
demonstrated that the cysteine and glycine-rich protein-3 (CRP3) interacts with focal
adhesion kinase (FAK) in response to increased hemodynamic stress. Additionally, it
has also been shown that CRP3 modulates actin cytoskeleton dynamics. Here, we tested
the hypothesis that CRP3 acts as a focal adhesion protein that regulates the contraction
of aortic smooth muscle cells. Through colocalization and immunoprecipitation studies
we found that CRP3 is a focal adhesion protein in aortic smooth muscle cells. Focal
adhesion mean size evaluation showed that in the baseline, CRP3 KO smooth muscle
cells display greater focal adhesion size. However, upon angiotensin Il (a contraction-
triggering molecule) stimulation, CRP3 KO cells fail to maturate focal adhesions, an
event that might be related to the reduced protein levels of FAK, paxillin, and MLC2
(key signaling molecules involved in focal adhesion maturation) observed in KO cells.
Consistent with the greater mean focal adhesion size, CRP3 KO cells exhibited
increased stiffness and therefore, reduced viscoelasticity when compared to wild type
cells. The reduced viscoelasticity of KO cells seems to influence cell contractility, as
CRP3 KO cells also displayed reduced contractile response in the baseline and in
response to angiotensin Il. In summary, these data showed that CRP3 is present at focal
adhesions, regulating their size and signaling. Thus, CRP3 at focal adhesions influences
cell stiffness and contractile capacity, which are key features of smooth muscle cell
physiology. Altogether, our findings support the idea that CRP3 is a key modifier of
contractility and mechanotransduction in aortic smooth muscle cells.

Keywords: Aorta, Focal adhesions, Actin cytoskeleton, Smooth muscle, Cellular

mechanotransduction, Signal transduction.



1. INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

Células musculares lisas, situadas na camada média de veias e artérias, podem ser
consideradas mecanossensores do sistema cardiovascular, e através da modulacdo do
tébnus e do didmetro vascular, influenciam a pressao sanguinea e regulam a perfusao
tecidual (1). S&o células inerentemente plasticas, nunca assumindo um fenotipo
terminal. Ao invés disso, o fenotipo é adotado em concordancia com os sinais do meio
em gue estdo inseridas, seja no estiramento e requerimentos funcionais, como no reparo

apos a lesdo vascular e a manutencdo da pressao sanguinea (2,3) (Figura 1).

4 it

FENOTIPO SECRETOR ou PROLIFERATIVO FENOTIPO CONTRATIL ou DIFERENCIADO

MARCADORES MARCADORES
B
PDGF-A |-CALDESMONA {,’7;' ‘ ,-INTEGRINA H-CALDESMONA
OSTEOPONTINA COLAGENO | ‘&‘7, a;,-INTEGRINA MIOCARDINA

CONEXINA 43
SYNDECAN 1-4

a-SMA SM-CALPONINA
B,-INTEGRINA SM-MHC

MMPs

Figura 1. Comutacdo fenotipica de células musculares lisas e seus marcadores. A esquerda,
representa-se o fendtipo secretor, observado durante o desenvolvimento e nos estagios de reparo a lesdo
vascular. Ja a célula representada a direita ilustra o fenétipo contrétil ou diferenciado. As setas indicam a
capacidade de interconversdo entre os fendtipos. Adaptado de (4).

A plasticidade fenotipica de células musculares lisas é controlada pela atividade
do fator de resposta ao soro (SRF), um fator de transcricdo da familia MADS (MCM1,
Agamous, Deficiens e SRF) que reconhece e se liga a sequéncia consenso CArG
[CC(A/T-rich)¢GG] presente no promotor de genes como a-actina (SM a-actina) e
cadeia pesada de miosina (MYH11) de musculo liso (5). A especificidade de resposta
do SRF é determinada por dois programas distintos de expressdo génica (Figura 2)

(2,5). A interacdo nuclear entre SRF e Elk-1, por exemplo, promove a expressdo de
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genes precoces imediatos relacionados ao crescimento, como Fos/c-Fos, conferindo as
células musculares lisas um “fenotipo proliferativo ou secretor”, observado durante a

formacéo e maturacao da arvore arterial e durante o reparo a leséo vascular (6).

ATIVADORES REPRESSORES
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MKL-1 FHL-2
MKL2 HRT-2

CSRP1 NOTCH-ICD
CSRP2 YY-1
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Nkx3.1 Elk-1
Nkx3.2 1d-2, 1d-3
SMAD-2/3 HDAC-2
Phox/M-Hox GSK-3B
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8EF1-/Zebl FoxO4
Barx-2B Sp-1, Sp3
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Figura 2. A interacdo de SRF com sequéncias CArG nos promotores e os fatores que ativam e
suprimem a expressdo de genes de diferenciacdo de células musculares lisas. Fatores como a
miocardina desempenham papel na promocao a interagcdo de dimeros SRF com sequéncias CArG de
promotores de genes de fenétipo contratil e do citoesqueleto, induzindo o recrutamento de RNA
polimerase Il e a expressao génica. Em contraste, KLF4, EIk-1 e Herpl reprimem a expressao de genes de
diferenciacdo de células musculares lisas pela ruptura na interacdo miocardina-SRF-CArG.

Ja a interacdo de SRF com miocardina e os fatores de transcricdo relacionados a
miocardina (MKLSs) promove o “fendtipo contratil” (7,8), evidenciado nas células de
vasos maduros e que € marcado pela expressdo de isoformas musculo liso-especificas de
proteinas como a-actina, cadeias leve e pesada de miosina, e hl-calponina (9-14), ao
longo da expressdao de um amplo leque de proteinas regulatérias de contratilidade,
dentre elas: SM22a, h-caldesmona, B-vinculina, metavinculina, telokina, smoothelina, a
proteina ligante em lipoma (LPP) e desmina (15-23). Esse fenotipo permite as células

musculares lisas gerarem, de maneira anisotrdpica, o tbnus vascular que contrabalanceia
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as tensdes radial, axial e circunferencial oriundas da pressdo de pulso através de uma
resposta contratil (24,25).

A magquinaria contratil de células musculares lisas adrticas ¢ formada pela
integracdo entre actina e miosina, na vigéncia de um citoesqueleto em alto nivel
organizacional. Os filamentos finos sdo formados, principalmente, pela oligomerizacdo
de moléculas da isoforma musculo liso especifica de actina (SM a-actina), enquanto 0s
filamentos espessos sdo compostos por dimeros de cadeia pesada de miosina (MHC) de
musculo liso (MYH11) e quatro cadeias leves: duas cadeias essenciais (ELC) e duas
cadeias regulatorias (MLC). Filamentos finos e espessos se retinem, formando o aparato
de actomiosina, cuja ciclagem é responsavel pelo desenvolvimento de tensdo no
citoesqueleto e encurtamento da célula muscular lisa, eventos que caracterizam a

contracdo (25-27) (Figura 3).

FILAMENTOS ESPESSOS ——
FILAMENTOS FINOS — {8

CORPO DENSO

NUCLEO

CORPO DENSO

Figura 3. A contracdo de células musculares lisas. Células musculares lisas apresentam filamentos
finos (baseados em actina) e filamentos espessos (baseados em miosina). A juncédo entre estes filamentos
resulta na formacdo do aparato de actomiosina, responsavel pelo desenvolvimento de tensdo no
citoesqueleto e a contracdo, caracterizada pelo encurtamento celular. Corpos densos ancoram 0s
filamentos finos. Adaptado de (28).



1. Introdugdo 5

Como todas as células musculares, o gatilho a contracdo do musculo liso adrtico
é 0 aumento na concentracdo intracelular de célcio [Ca*]i (29), que se da através de
fatores mecanicos, humorais e estimulos neurais (30,31). A [Ca*?]i ndo s6 determina o
perfil de contratilidade, como afeta a atividade de varios fatores de transcri¢do céalcio-
dependentes e que, portanto, determinam o fenotipo de células musculares lisas (32). A
fim de modular as vérias funcdes dependentes de Ca*® e em resposta a diferentes
estimulos, o musculo liso vascular utiliza uma variedade de canais de Ca*® presentes
tanto na membrana como no reticulo sarcoplasmatico (SR), produzindo um grande
repertdrio de sinais de Ca*™ que diferem em sua distribuicdo espacial e temporal (33).
Esses sinais variam desde mudancas globais na [Ca*?]; a eventos de entrada ou liberagéo
de Ca*? altamente localizados. A elevacdo na [Ca*?]i pode ocorrer a partir do meio
extracelular ou pela liberacdo do maior depd6sito intracelular, o reticulo sarcoplasmatico
(SR). O influxo de Ca*? extracelular ¢ mediado, principalmente, pela abertura de canais
de Ca™ tipo L dependentes de voltagem (LTCC), mas h& vérios outros canais que
modulam a [Ca*?];, incluindo os canais idnicos receptores de potencial transitorio
(TRP). Devido a sua alta condutancia e expressdo em células musculares lisas, os
LTCCs tém a maior influéncia na [Ca*?]; global, e sua atividade determina em grande
parte o estado contréatil de células musculares lisas (29,34). Ja a liberacdo de célcio dos
estoques intracelulares se da através da interacdo de agonistas com seus receptores
acoplados a fosfolipase C que, por meio de seus segundos mensageiros, ativam 0s
receptores de IP3 ou os receptores de rianodina (RyR) no reticulo sarcoplasmatico (35).

O célcio — quer seja do meio intracelular ou do meio extracelular — se liga a
calmodulina, que se associa a quinase da cadeia leve de miosina (MLCK). Esta
associacdo gera mudancas conformacionais em MLCK (36), que sai do estado inativo

para o estado ativo, agora capaz de fosforilar o residuo de serina 19 na cadeia
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regulatéria da miosina (MLC), ativando o dominio motor da cadeia pesada da miosina e

por fim, levando a contracdo (36-38) (Figura 4).
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Figura 4. Representacao esquematica dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta contratil
de células musculares lisas. O aumento na [Ca+2]i se d& principalmente através da abertura de canais
de célcio controlados por voltagem (VOC) ou pela liberagdo do reticulo sarcoplasmético derivada da
ativagdo de receptores acoplados a proteina Gog/11, com subsequente geragdo de trifosfato de inositol
(IP3). A cadeia regulatoria da miosina Il (MLC) é entdo fosforilada pela quinase de MLC ativada por
Ca+2/calmodulina (MLCK), que por sua vez, aumenta as interacfes entre actina e miosina e a contracéo.
Adaptado de (35).

Adicionalmente aos mecanismos calcio-dependentes, mecanismos calcio-
independentes também regulam a contragdo de musculo liso vascular através da
sensibilizacdo da cadeia regulatoria da miosina ao célcio. Este processo sustenta a
geracgdo de forca que sucede a dissipacdo do sinal inicial de célcio. Duas vias principais
de sinalizacdo foram evidenciadas neste fendmeno, incluindo a via diacilglicerol-
fosfolipase C-proteina quinase C e a via RhoA-Rho quinase (ROCK) (39). A hidrolise

de 4,5-bifosfato de inositol (PIP2) por fosfolipase C gera trifosfato de inositol (IP3) e
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diacilglicerol (DAG). Como mencionado, IP3 estimula a liberacdo de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (31,40). Diacilglicerol, por sua vez, ativa a proteina quinase C (PKC) e
o0 inibidor de proteina fosfatase 1 potencializado por PKC de 17 kDa (CPI-17). PKC
ativada induz a fosforilacao de alvos downstream, como canais idnicos, transportadores
e proteinas nucleares. PKC ainda fosforila CPI-17, inibidor mdsculo-liso especifico de
fosfatase de cadeia regulatoria de miosina (MLCP) que, através da ligacdo ao dominio
catalitico de MLCP, inibe sua atividade de fosfatase, facilitando a persisténcia da
resposta contratil. A isoforma a de PKC também induz a fosforilacdo de proteinas
ligadoras de actina, como calponina e de calmodulina, que promovem a interacao
actina-miosina (41,42).

Outra via de sinalizacdo envolvida na sensibilizacdo calcica engloba as
serina/treonina quinases ROCK 1 e ROCK 2, que agem como efetoras da pequena
GTPase RhoA, que é abundantemente expressa em células musculares lisas e
rapidamente ativada por vasoconstritores, como a angiotensina Il (40,43) (Figura 5).
Dois mecanismos dependentes de ROCK sdo descritos: o estimulo a fosforilacdo da
subunidade 1 da miosina fosfatase (MYPT1) nos residuos de treonina 695 ou 853
(44,45); a fosforilacdo de ZIPK, que estimula a fosforilagdo de MYPTL1 nos residuos de
treonina 696 e treonina 18/serina 19. A fosforilacdo de MYPT1 interfere na interacdo de
MLCP com MLC, reduzindo sua atividade de fosfatase e prolongando a resposta
contrétil (46).

Apesar dos eventos de fosforilagio de MLC serem necessarios ao inicio da
geracdo de forca, estudos identificaram o requerimento de outros componentes do
citoesqueleto para a geracdo de forca em células musculares lisas vasculares. Neste
modelo, o aparato de actina-miosina e relativamente estavel e amplamente responsavel

pelo pool estavel de filamentos de actina encontrado nas células. O estimulo contratil
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estimularia a formacdo de complexos de interacdo matriz extracelular—citoesqueleto, as
adesoes focais, que entdo seriam responsaveis pela organizacdo da rede filamentosa de
actina submembranar e seu engajamento subsequente com o aparato contratil que

culmina no ciclo de formacéo de pontes cruzadas entre actina e miosina (47-49).
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Figura 5. Papel de ROCK na contragdo de células musculares lisas. A ativagdo de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) libera RhoA de um estado de associagdo com um inibidor de dissociagdo
de nucleotideo de guanina (GDI). RhoA se transloca para a membrana, onde trocadores de nucleotideos
de guanina (GEFs) substituem guanina difosfato para uma guanina trifosfato, ativando a via RhoA-
ROCK. ROCK ativada leva a inativacdo de MLCP através da fosforilagdo de CPI-17 e ou de ZIPK,
facilitando a fosforilagdo de MLC e a contracdo vascular. Altas concentraces de célcio também podem
ativar ROCK diretamente por vias de sinalizacdo dependentes da quinase de 4,5-bifosfato de
fosfatidilinositol (P13K). Adaptado de (34).

As adesOes focais constituem o elo entre a matriz extracelular e o citoesqueleto
de actina (49). S&o estruturas que refletem a maturacdo dos contatos adesivos celulares,
que se localizam nas porc¢oes finais dos feixes de actina ou fibras de estresse e possuem
papel como sitio de geracdo de forcas em células contrateis (Figura 6). Ao se definir um

padrdo hierarquico molecular, nota-se que adesdes focais sdo formadas por trés
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camadas: a camada de sinalizacdo de integrinas, a camada de deteccdo de forca e a
camada regulatoria de actina (Figura 7) (50). A primeira camada (camada de sinalizacéo
de integrinas) é fundamentalmente composta pela matriz extracelular em sua interagédo
com as pontes proteicas, as integrinas. Integrinas sao heterodimeros formados por
subunidades a e B, que se ligam a motivos especificos presentes na fibronectina, no
colageno e em outras proteinas da matriz extracelular (51). Essa interacdo descobre suas
caudas citoplasmaticas curtas, promovendo a ligacdo de proteinas que amplificam os
sinais derivados do microambiente celular, como a quinase de adesdo focal (FAK), que
fosforila a quinase ligada as integrinas (ILK) e paxilina no residuo de tirosina 118, a fim

de reforcar a estrutura das adesdes focais (52).
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Figura 6. Esquema representando uma célula muscular lisa embebida na matriz extracelular
(ECM), constituida, principalmente, por fibras elésticas, fibras colagenas, fibronectina e
glicosaminoglicanos. A visdo expandida mostra os contatos célula-matriz (adesdes focais) estabelecidos
por meio de pontes proteicas — integrinas. As integrinas interagem com a matriz extracelular e com
moléculas sinalizadoras no meio intracelular, como FAK e paxilina. Essas, por sua vez, sdo conectadas
fisicamente ao citoesqueleto de actina por meio das proteinas adaptadoras (vinculina, talina e o complexo
proteico formado por ILK, PINCH e parvina). As principais vias de sinalizagcdo ativada por integrinas
incluem a via da proteina quinase associada a RhoA (ROCK) e a via do complexo das proteinas quinase
ativadas por mitdgeno (MAPK). Adaptado de (50).
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Na regido intermediaria (a camada de detec¢do de forca) o citoesqueleto de
actina € conectado as integrinas através da talina, que se liga a vinculina quando
deformada por tensdo (51). Associadas de forma mais intima ao citoesqueleto de actina
estdo as suas inumeras proteinas regulatorias, como a fosfoproteina ativada por

vasodilatador (VASP), zixina ¢ a-actinina na camada regulatéria de actina (52-54).

FIBRA DE ESTRESSE

CAMADA REGULATORIA DE ACTINA
CAMADA DE DETECGCAO DE FORCA

VIEMBRANA PLASMATICA
Dominio extracelular de integrinas

ECM

I @ o = ¢ @ o \ o

INTEGRINA a, FAK PAXILINA TALINA  VINCULINA ZIXINA VASP a-ACTININA ACTINA

Figura 7. Arquitetura de adesfes focais em nanoescala. Verifica-se integrinas ligadas a matriz
extracelular por meio de seus dominios extracelulares e interagindo com FAK e paxilina, formando a
camada de sinalizacdo de integrinas. Na regido medial, evidencia-se a presenca de vinculina e talina
compondo a camada de deteccdo de forca, responsavel por promover o contato inicial das fibras de actina
com a cauda citoplasmaética das integrinas. Distal & membrana, encontram-se zixina, VASP e a-actinina,
proteinas regulatérias de actina. A escala z demonstra a distancia em nandmetros das trés camadas em
relagdo a membrana plasmética. Adaptado de (52).

Estudos demonstram que as proteinas da camada regulatoria de actina zixina e o-
actinina interagem com a proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) em celulas de
musculo estriado a fim de promover a organizacdo do citoesqueleto (55). CRP3 € o
terceiro membro da familia de proteinas ricas em cisteina e glicina (CRP), conservadas
evolutiva e funcionalmente (57). Estruturalmente, essas proteinas exibem dois dominios
LIM, regides ricas em glicina e um sinal de localizacdo nuclear (58). Desde a sua

descricdo inicial, a determinacdo da localizacéo e interacdo com outras proteinas tem
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sido parte integral da caracterizacdo do papel intracelular de CRP3, o que culminou na
descoberta da participacdo de CRP3 em uma série de processos fisiologicos. No nucleo,
CRP3 atua como potencializador da miogénese através da interacdo com os fatores de
transcricdo MyoD e miogenina (57) e promotor de sobrevivéncia celular na presenca de
estimulo mecanico através da interacdo com Miz-1 (58). Por intermédio de estudos
realizados com amostras humanas com mutaces de CRP3 e amostras de animais CRP3
knockout (CRP3 KO), verificou-se que CRP3 é critico a manutencdo da estrutura de
células cardiacas, dada a perturbacdo da citoarquitetura e o desarranjo cardiaco
observado nessas amostras (59-61). Acredita-se que esse efeito seja, primariamente,
mediado por sua localizacdo e interacdo proteica nos discos Z, onde CRP3 forneceria
uma plataforma a formacdo de complexos macromoleculares envolvendo o
citoesqueleto de actina. Neste sentido, foi caracterizado o papel de CRP3 na dinamica
do citoesqueleto de actina. Papalouka et al. demonstraram que CRP3 interage com a
proteina musculo-especifica de despolimerizacdo de actina — cofilina-2 (CFL2) e a
estequiometria dessas proteinas mostrou-se ser de profundos efeitos na dindmica do
citoesqueleto de actina, onde mudancas na taxa CRP3/CFL2 resultaram tanto em
aumento quanto em supressao dos efeitos mediados por CFL2 na despolimerizagdo do
citoesqueleto de actina (62). Em consonancia com este achado, Hoffmann et al.
demonstrou que CRP3 liga, estabiliza e reticula filamentos de actina em feixes (63).
Além de seu papel estrutural, sugere-se que CRP3 participa da sinalizagédo
iniciada por estiramento celular e, portanto, da mecanotransducéo. O disco Z ancora as
extremidades dos filamentos de actina e através disso, intermedeia a transmissdo de
forca de um sarcébmero a outro, o que, por fim, chega as por¢des finais do
cardiomidcitos (64,65). As grandes proteinas nebulina, obscurina e titina séo exemplos

de mecanossensores em cardiomiocitos e postula-se que CRP3 esteja envolvido nas vias
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de sinalizacdo mediadas por tais proteinas, uma vez que cardiomiocitos de animais
CRP3 KO apresentam defeitos intrinsecos na resposta ao estiramento por disfuncdo na
deteccdo de estiramento passivo (59,60). O mecanismo de propagacdo de sinal por
CRP3 é incerto, mas suas modificagdes pos-traducionais (acetilacdo no residuo de lisina
69 e fosforilacdo em diversos sitios) tém sido consideradas como fundamentais nesse
processo (66,67). Os costameros possuem critica atuacdo na transmissdo de forca
bidirecional (do sarcomero para o sarcolema e para a matriz extracelular), mantendo a
integridade mecéanica do sarcolema e mecanicamente orquestrando sinais para
modulacdo de tamanho e contracdo de miofibrilas (68-70) e a interacdo de CRP3 com
as proteinas desta estrutura (zixina e B1-espectrina) (55,71) explica, em parte, sua
funcdo na mecanotransducéo cardiaca.

Em células musculares lisas, o nosso laboratério demonstrou expressao
constitutiva de CRP3 em artéria mamaria e auséncia de expressdo em veia safena. Em
resposta a arterializacdo venosa, um processo onde uma veia é submetida ao regime
arterial de alta pressdo e fluxo pulsatil, ocorre inducdo a expressao de CRP3, de forma
dependente do aumento no estiramento de células musculares lisas (72). A fim de
melhor elucidar o papel de CRP3 neste processo, foi gerado um rato CRP3 KO, cujo
background serviu a aplicacdo de um modelo de arterializacdo in vivo, onde uma
anastomose da artéria carotida com a veia jugular foi realizada. Verificou-se que,
quando comparados aos ratos selvagens, ratos CRP3 KO demonstraram maior
remodelamento, uma resposta atribuida a auséncia de eventos apoptéticos observados
em ratos selvagens nos estagios precoces da arterializacdo venosa (73,74). Observou-se
também que esta protecdo a apoptose se mantinha em células musculares lisas de
jugular em cultura submetidas ao estiramento associado ao tratamento com ceramida,

estratégia utilizada para mimetizar a arterializacdo e induzir apoptose, respectivamente.
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A anélise do eixo de sinalizagdo Bi-integrina-FAK-AKT que coordena morte e
sobrevivéncia celular em resposta a estimulos mecanicos apresentou alteracdo de
resposta nas células que ndo expressam CRP3. Em células de mdsculo liso de veia
jugular selvagem (Figura 8A), a apoptose ocorreu por diminuicdo da ativacéo da via ;-
integrina-FAK-AKT, levando ao aumento de Bax, responsavel pela liberacéo de fatores
pré-apoptoticos (como citocromo c¢) e morte celular. J& em células de veia jugular CRP3
KO (Figura 8B) essa via permaneceu ativada, sem diminuicdo no perfil de fosforilacdo

de FAK e AKT, e, portanto, sem ativacdo de via apoptética mitocondrial.

SELVAGEM CRP3-KO

CASPASE 3 CASPASE 3

MORTE CELULAR SOBREVIVENCIA CELULAR

Figura 8. Vias de sinalizacéo intracelular de controle da resposta de sobrevivéncia e morte celular.
A ceramida associada ao estiramento, leva a diminui¢do de pFAK e pAKT, culminando no aumento da
expressdo de Bax e clivagem de caspase-3, 0 que leva a apoptose (A). Células CRP3 KO demonstram
uma ruptura nessa via, favorecendo, portanto, a sobrevivéncia celular (B).

Através de imunoprecipitacdo, demonstramos que CRP3 interage com a quinase
de adesdo focal (FAK), o que explica a ativacdo desregulada em células musculares

lisas CRP3 KO (74). Estes achados associados com os indicios de participa¢do de CRP3
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na dindmica no citoesqueleto de actina (62,63) sugerem que CRP3 participaria do
acoplamento de sinais mecanicos com o citoesqueleto de actina nas adesfes focais.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi testar a hipotese de que a proteina rica em
cisteina e glicina 3 (CRP3) atua como uma proteina de adesdo focal que regula as

propriedades contrateis de células musculares lisas adrticas.
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2. OBJETIVO
O objetivo desta dissertacdo foi testar a hipdtese de que a proteina rica em
cisteina e glicina 3 (CRP3) atua como uma proteina de adesdo focal que regula as

propriedades contrateis de células musculares lisas adrticas.
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3. METODOS
3.1 Obtencao de aortas para extracdo de célula musculares lisas

Ratos selvagens e nocautes para CRP3 (KO, background: wistar) obtidos do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, pesando
entre 250 e 350 g e com trés meses de idade foram utilizados para a obtencéo de aortas
neste trabalho. Para esta finalidade, os ratos foram eutanasiados por injecdo letal de
anestésico (pentobarbital) e, em seguida, as aortas foram removidas, dissecadas e
mantidas em PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO4 10 mM; KH,PO4 2 mM; pH
7,4) contendo antibidtico/antimicético 100 U/ml até o processamento em ambiente de
cultivo celular. Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto do Coracdo (SDC: 3299/09/050; CAPPesq 0824/09;) e todos o0s
procedimentos realizados estiveram de acordo com as normas institucionais de cuidado

e utilizacdo de animais de laboratorio.

3.2 Cultura primaria de células musculares lisas adrticas

A técnica de explant foi utilizada para a obtencdo de células musculares lisas de
aorta de rato, como estabelecido no laboratério (72,74). Apds a remocdo do tecido
conjuntivo da face externa, as aortas foram abertas longitudinalmente e, com o auxilio
de uma pin¢ca, a camada endotelial foi removida. Os vasos foram cortados em
fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? e transferidos para placas de seis pocos
previamente tratadas com gelatina porcina a 3 % e contendo 1 ml de meio basal
(DMEM high glucose suplementado com 20 % de soro fetal bovino (FBS) inativado),
100 pl/ml de estreptomicina e 100 U/ml de penicilina, sendo que a face luminal foi
colocada em contato com a gelatina. Apos a incubacdo por 5 min no fluxo laminar para

aderéncia dos fragmentos, as placas foram mantidas por uma semana em estufa de 37
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°C, com atmosfera umedecida e enriquecida com 5% de CO,. O periodo de
manutencdo das placas na estufa teve por objetivo garantir a adesdo definitiva dos
fragmentos, bem como o inicio da migracao e proliferacdo das células em resposta a
presenca de soro no meio de cultura. ApGs esse periodo, o meio de cultura foi
substituido em dias alternados por aproximadamente duas semanas, quando ja havia um
namero de células suficientes para a remocgdo dos fragmentos e ampliacdo da cultura
através da exposicdo a solucdo de tripsina/EDTA, seguida da transferéncia para garrafas
de 75 cm2. As garrafas foram mantidas em cultura até a formacdo de monocamada,
qguando as culturas foram devidamente ampliadas e semeadas para 0S ensaios.

Respeitou-se um limite de seis passagens para cada linhagem celular.

3.3 Transfeccdo de células musculares lisas adrticas

Camaras de cultivo de oito pogos (Culture Slides, Falcon - Corning) foram
utilizadas para o plaqueamento de 1 x 10 células em meio basal. No dia seguinte, o
meio basal foi removido e as células foram transfectadas com 500 ng de DNA
plasmidial codificante de CRP3 marcado com GFP na por¢cdo C-terminal, em
associacdo com lipofectamina 3000 e em meio OPTEM ® (Lonza), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apds 4 h, o meio de transfeccdo foi substituido por meio basal.
Com base em testes prévios, determinou-se 48 h como tempo 6timo de expressdo da
proteina recombinante e, portanto, 48 h apos a transfeccdo as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, as camaras

foram lavadas e armazenadas com PBS a 4 °C para a realizagdo de imunofluorescéncia.
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3.4 Obtencao de extrato proteico de células musculares lisas aorticas

Placas de cultivo de 60 mm previamente tratadas com 3 % de gelatina foram
utilizadas para o plaqueamento de 4 x 10° células em meio basal. Para as analises
basais, as células foram privadas de soro por 24 h (meio DMEM high glucose
suplementado com 0,1 % de FBS), lavadas com PBS e lisadas com tamp&o RIPA (NaCl
150 mM; 0,5 % desoxicolato de sodio; 1 % Triton ®; Tris-HCI 50 mM; 0,1 % SDS;
inibidores de fosfatases e proteases 1:300 v/v; PMSF 1:1000 v/v; pH 8). Nos
experimentos indicados, no dia que sucedeu a privacdo de soro, as células foram
estimuladas com angiotensina Il (Sigma, 1 uM) ou inibidor de ROCK (iROCK, 5 uM,
Sigma Y27632) por 2,5 min, lavadas com PBS e lisadas com tampdo RIPA. Para a
obtencdo de extratos para a imunoprecipitacdo, células selvagens foram plagqueadas a
densidade de 1x10° em placas de 100 mm em meio basal, privadas de soro por 24 h e

lisadas com tampédo RIPA.

3.5 Determinacdo da concentracdo de proteinas

As amostras proteicas foram centrifugadas a 14000 RPM por 15 min em
centrifuga refrigerada a 4 °C para remocdo de debris. Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e uma aliquota foi retirada para a
dosagem de proteinas. A determinacdo da concentracdo proteica dos extratos foi feita
através do método de Pierce (75), que consiste na combinacdo entre a “reacdo de
biureto” de reducdo de Cu™ a Cu* na presenca de proteina em meio alcalino e a
deteccdo colorimétrica do cation Cu® através de um reagente contendo acido
bicinconinico. Como resultado dessa combinagdo, um produto arroxeado € formado, de
absor¢do maxima de 562 nm, cuja leitura foi feita em um espectrofotdmetro Wallac

Victor? (Perkin Elmer).
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3.6 Imunoprecipitacéo

Na imunoprecipitacdo, um anticorpo ligado a microesferas magnéticas foi
utilizado para precipitar o antigeno (76). Para esta finalidade, aliquotas de 1 mg de
proteinas obtidas de células selvagens foram incubadas a 4 °C sob agitacdo, por 16 h
com 0s anticorpos primarios descritos na tabela 1 (1 pug de anticorpo para cada 100 ug
de proteina). Apds este periodo, microesferas de agarose adsorvidas por proteina G
(Dynabeads® Protein G, Invitrogen) previamente lavadas com PBS foram acrescentadas
e novamente as amostras foram incubadas por 16 h a 4 °C, sob agitacdo. No dia
seguinte, com o auxilio de uma estante magnética, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo (para confirmar a imunoprecipitacdo posteriormente), as microesferas
foram lavadas trés vezes com tampdo RIPA por 5 min a temperatura ambiente em
agitacdo baixa no vortéx, e as proteinas foram eluidas com tampao de amostra para
eletroforese (Tris-HCI 200 mM; 40 % Glicerol; 2 % SDS, DTT 200 mM, 1 % azul de

bromofenol, pH 6.8).

Tabela 1. Anticorpos utilizados para imunoprecipitacdo de proteinas de adeséo

focal.
PROTEINA-ALVO FORNECEDOR CATALOGO
FAK Cell Signaling Technology #3285
ILK Abcam ab52480
Paxilina Abcam ab32084
Vinculina Santa Cruz Biotechnology sc-7649
Zixina Abcam ab71842

3.7 Eletroforese em gel poliacrilamida-SDS para proteina
Aliguotas dos extratos proteicos obtidos ou dos anticorpos utilizados na
imunoprecipitacdo foram ressuspendidas em tampdo de amostra para eletroforese,

fervidas a 95°C por 10 min e submetidas a eletroforese vertical em gel de
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poliacrilamida-SDS. De forma a acompanhar a corrida e determinar o peso molecular
aproximado das protefnas, 10 pl de padrdo de peso molecular (Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Standards, Bio-Rad) correram em paralelo. A corrida eletroforética foi
realizada de acordo com Laemmli (77), onde géis de corrida e de empilhamento a
espessura de 1,5 mm foram utilizados. As amostras foram aplicadas nos pocos do gel
contendo tampao de eletroforese (Tris-base 25 mM pH 7,4; Glicina 192 mM) e a corrida
foi iniciada (100 V até as amostras deixarem o gel de empilhamento; 120 V até o fim da

corrida). A corrida foi interrompida quando as amostras atingiram o limite inferior do

gel.

3.8 Immunoblotting

Apds a eletroforese, as proteinas contidas no gel foram transferidas para uma
membrana de PVDF (Amersham™ Hybond™, GE Healthcare). Para isso, a membrana
foi hidratada com metanol 100 % por 1 min, lavada com tampdo TBS-T (Tris-HCI
50 mM; NaCl 150 mM; 0,1 % Tween-20) e equilibrada em tampéo de transferéncia
(Tris-base 25 mM; glicina 192 mM; 20 % metanol). A transferéncia ocorreu através de
um sistema sanduiche-simile imerso em tampéo de transferéncia, sobre o qual uma
corrente de 90 V foi aplicada por duas horas a 4 °C. Imediatamente apds a transferéncia,
a membrana foi colocada em solugdo de bloqueio de ligacbes inespecificas (Tris-HCI
50 mM; NaCl 150 mM; 0,1 % Tween-20; 5 % albumina sérica bovina) e incubada por 1
hora a temperatura ambiente, sob agitacdo. Subsequentemente, a membrana foi
incubada com a solucao de anticorpo primario (Tabela 2) até o dia seguinte sob agitacéo

a4°C.
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Tabela 2. Especificagdes dos anticorpos utilizados na técnica de immunoblotting

ANTICORPO FORNECEDOR DILUICAO ANTICORPO DILUICAO

PRIMARIO E CATALOGO viv SECUNDARIO vIv
CRP3 Santa Cruz 1:1000 Coelho IgG 1:2000
(sc-98827) conformacao-
especifico

FAK Cell Signaling 1:1000 Coelho 1:2000
(#3285) IgG

GAPDH Abcam 1:2000 Coelho 1:2000
(ab22555) IgG

Paxilina Abcam 1:1000 Coelho 1:2000
(ab32084) IgG

MLC2 Cell Signaling 1:500 Coelho 1:2000
(#8505) IgG

Ao final da incubacdo, 3 lavagens de 10 min com tampé&o TBS-T foram realizadas e a
membrana foi incubada por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo secundario
(Invitrogen) em solugéo de blogueio. A membrana foi novamente lavada, e exposta por
1 minuto ao ECL (solucdo para deteccdo quimioluminescente: Tris 1,5 M pH 8,9;
luminol 1,25 mM; &cido p-coumarico 200 uM; peroxido de hidrogénio 5,4 mM e agua),
seguida da visualizacdo das bandas em fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000, GE

Healthcare) para analise posterior por densitometria (Image J).

3.9 Imunofluorescéncia e anélise do tamanho médio das adesdes focais
3.9.1 Imunofluorescéncia

Células musculares lisas adrticas foram plaqueadas a densidade de 3 x 103 em
placas de 35 mm contendo laminula de 20 mm2 (In Vitro Scientific), previamente
tratadas com gelatina porcina a 3 % em agua ou solucdo de fibronectina a 50 pg/ml em
solucéo salina balanceada de Hank (Gibco). No dia seguinte, as células foram privadas

de soro (DMEM high glucose suplementado com 0,1 % soro) e mantidas nesta condi¢édo
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por 24 h. Apds este periodo, o meio foi removido e as células foram fixadas com
solucéo de paraformaldeido a 4 % em PBS por 30 min.

As células contidas nas placas de 35 mm ou nas camaras de oito pogos (item 3.3)
foram permeabilizadas com solucdo de Triton ® a 0,5% por 5 min a temperatura
ambiente, seguida da incubacdo com solucao de anticorpo primario anti-paxilina (1:100
v/v; vide tabela 1) em 2 % de albumina bovina sérica até o dia seguinte. O anticorpo
primario foi removido e as placas foram lavadas 3x com PBS. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente com solucdo contendo faloidina 1:300 v/v (Molecular
Probes, Thermo Fischer), DAPI (1:500 v/v) e anticorpo secundario conjugado com
fluoréforo (1:300, Molecular Probes, Thermo Fischer) por 1 h. As placas foram entéo
lavadas por 3x com PBS e fixadas novamente com solucdo de paraformaldeido a 4 %
por 5 min. Imagens das células foram adquiridas utilizando o microscopio confocal

LSM 510 META Zeiss em aumento de 40 Xx.

3.9.2 Determinacéo do tamanho das adesdes focais

Imagens derivadas da microscopia de fluorescéncia foram processadas
utilizando o software Fiji Image J (versdo 1.48d). A quantificacdo de adesbes focais
marcadas por paxilina foi realizada atraves da defini¢cdo de um limite fixo para imagens
em preto e branco de 8 bits de canal Unico (Figura 9). O tamanho das adesdes focais foi
entdo determinado através da funcao de andlise de particulas, como descrito na literatura
(78). Foram utilizadas trés replicatas biologicas para cada genotipo (WT e KO), sendo

que para cada replicata, foram analisadas de 20 a 40 células para a quantificacéo.
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Figura 9. Tratamento das imagens para anélise do tamanho das adesGes focais. A. Imagem de
imunofluorescéncia para paxilina, marcador de adesGes focais, posteriormente deconvoluida (B) para a
avaliacdo do tamanho das adesdes focais via analise de particulas no software Image J.

3.10 Citometria magnético-6ptica de oscilagdo

A técnica de citometria magnético-Optica de oscilacdo ¢ uma ferramenta que
permite verificar a rigidez cortical celular em fungdo da aplicacdo de um torque
magnético em granulos ferromagnéticos ligados ao citoesqueleto celular (80,81) (Figura
10). A ligacdo ao citoesqueleto é promovida pela adsor¢do dos granulos pelo tripeptideo
acido arginilglicilaspartico (RGD), um motivo proveniente da estrutura da fibronectina,
que se liga as integrinas na membrana celular, que por sua vez estdo conectadas ao
citoesqueleto de actina (82). O movimento dos granulos adsorvidos em funcdo do
torque magnético é registrado, quantificado e traduzido na rigidez do cértex celular. A
técnica pode ser dividida em quatro periodos: a preparacdo dos granulos revestidos por
RGD, a preparacéo das células para o ensaio, 0 ensaio propriamente dito e a analise dos

resultados.
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deslocamento da microesfera —P| |4—

Figura 10. Representacdo esquematica do principio da técnica de citometria magnético-éptica de
oscilacdo. As células sdo incubadas com grénulos ferromagnéticos recobertos por RGD, que é
reconhecido por integrinas no cortex celular. Ao aplicar-se um torque magnético, o deslocamento dos
granulos refletira na rigidez cortical da célula.

3.10.1 Adsorcao dos granulos ferromagnéticos por RGD

Granulos ferromagnéticos de 4,5 um de diametro suspensos em tubos contendo
solucdo de etanol foram obtidos no Laboratério de Microrreologia e Fisiologia
Molecular do Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo, onde os ensaios foram
realizados. Cinco ciclos de lavagem com PBS e centrifugacao foram feitos, seguidos da
ressuspensdo em solucdo tamponada de carbonato estéril a 1 mg/ml. O tripeptideo
sintético RGD foi adicionado aos granulos e estes foram mantidos em rotacdo continua

em temperatura de 4 a 6 °C até o uso.

3.10.2 Preparo das células para o ensaio

As células foram ampliadas através da exposi¢do a solucdo de tripsina/EDTA,
seguida da contagem em camara de Neubauer e plagueamento & densidade de 1,5 x 10*
células/ poco em placas de 96 pocos previamente tratadas com gelatina porcina a 3 %
em agua. No dia seguinte, as células foram privadas de soro, os granulos
ferromagnéticos foram acrescentados a concentragdo de 10 pug por pogo e a placa foi
incubada por 20 min em estufa de 37 °C, com atmosfera umedecida e enriquecida com

5% de CO, A fim de remover os granulos frouxamente ligados, as células foram
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lavadas uma vez com meio de cultura ao término do periodo de incubacdo. As analises
foram realizadas no basal e mediante estimulacdo com angiotensina Il (Sigma, 1 uM) e

citocalasina D (Sigma, 2 uM).

3.10.3 A citometria magnético-dptica de oscilacao

Os pocos contendo as células recobertas por granulos ferromagnéticos foram
posicionados individualmente no centro de uma placa cercada por bobinas de
magnetizacdo em um microscopio invertido (Leica DMI-4000), com camera de video e
dispositivo de carga acoplado (cdmera CCD). Inicialmente, os granulos foram
magnetizados rapidamente no plano horizontal a 9.000 G, e entdo um campo magnético
oscilatério (0,75 Hz) vertical de 90 G foi aplicado, levando a rotacdo dos granulos que
por sua vez, deformaram o citoesqueleto. O movimento dos granulos em funcdo da
oscilacdo foi registrado pela cdmera CCD por intermédio de fotos obtidas em aumento
de 10 x.

A razdo entre a Transformada de Fourier do torque aplicado (T*w) e o
deslocamento do granulo (d*®) definiu 0 médulo complexo (g*) (Equacdo 1), que é
expresso em pascal por nandmetro (Pa/nm) e esta relacionado por um fator geométrico
com o mddulo complexo de cisalhamento da célula. Deste valor, deriva-se: modulo
elastico (g’) que reflete a elasticidade do citoesqueleto adjacente, 0 médulo dissipativo
(g”), representando a friccao ou resisténcia e a histerese —n (g’’/g’).

T"(w)

g@=g@+ig@ =52 (1)
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3.10.4 Analise dos resultados

Cada experimento originou um documento de texto contendo as posi¢cdes dos
granulos identificados, nos eixos x e y, em todas as imagens analisadas em um dado
intervalo de tempo previamente estabelecido. Posteriormente, o documento de texto foi
analisado utilizando um programa desenvolvido pela unidade onde o experimento foi
realizado e adaptado as condi¢des experimentais utilizadas. Nesta analise, as variaveis
resultantes (G, g’, g”’ e 1) por granulo analisado demonstraram a rigidez das células em

um dado pocgo.

3.11 Ensaio de contracdo celular em gel de colageno

Células musculares lisas adrticas (4x10° células/disco) foram tripsinizadas,
ressuspendidas em meio de cultura e adicionadas a uma solucdo contendo agua,
colageno | (BD Biosciences), NaOH 1N e PBS 10x. A mistura resultante foi
homogeneizada, colocada em pocos de placas de 24 pocos (1 ml/pogo) e incubada por
1 ha 37 °C para a polimerizacao do colageno e formacdo de um disco (Figura 11). Apds
este periodo, formaram-se discos de colageno, que foram retirados e depositados em
pocos de placas de 12 pogos. O diametro dos discos foi medido nos tempos 0 e 24 h; no
basal e em resposta a angiotensina Il (1 uM, Sigma) e ao inibidor de ROCK (5 uM,
Sigma Y27632) por meio do programa Image J. Os resultados foram expressos como a
porcentagem de reducdo do didmetro dos discos de colageno em relagcdo ao tempo O

(100 %).
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Figura 11. Representacdo esquematica do ensaio de contracdo em gel de colageno. Células foram
acrescentadas a uma solucéo de colageno que polimeriza em uma matriz tridimensional apds 1 h a 37 °C.
O disco formado foi solto do pogo e apds 24 h em exposi¢do a um estimulo, verificou-se a resposta
contratil da célula por meio da medida do diametro do disco O h versus 24 h. Adaptado de (83).

3.12 Analise estatistica

Os resultados apresentados sdo expressos como mediana + intervalo interquartil.
Os dados foram analisados via Teste de Mann-Whitney (Software GraphPad Prism 5) e
valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O nimero de

experimentos realizados foi representado por “n”.
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4. RESULTADOS
4.1. A proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) é uma proteina de adeséo focal
em células musculares lisas aorticas

A fim de averiguar se CRP3 seria parte das adesdes focais, ensaios de
imunoprecipitacdo foram realizados em extratos proteicos de células musculares lisas
selvagens, utilizando anticorpos contra proteinas pertencentes as trés camadas
moleculares de adesdes focais: i. camada de sinalizacdo de integrinas, representada
pelas proteinas FAK, ILK e paxilina; ii. camada de deteccédo de forca, de onde pertence
a proteina vinculina e iii. camada regulatéria de actina, representada por zixina (Figura
12a). Ap6s o immunoblotting, verificou-se recuperacdo positiva de CRP3 juntamente
com FAK, paxilina, ILK, vinculina e zixina, demonstrando a presenca de CRP3 no
cerne proteico das adesbes focais em células musculares lisas aorticas de forma
independente da camada molecular ao qual pertence a proteina de estudo (Figura 12a).

Uma vez que a imunoprecipitacdo ¢ uma técnica de deteccdo indireta, objetivou-
se avaliar se CRP3 localizaria nas adesdes focais por meio da expressdo de uma versdo
marcada de CRP3 (CRP3-GFP) em associacdo com imunofluorescéncia para paxilina,
marcador de adesGes focais. Inicialmente, verificou-se marcagdo de CRP3 ao longo de
toda a célula, com marcagdes mais intensas em regides da periferia celular, que em
muito recapitulam a marcagdo de paxilina (Figura 12b). Ao sobrepor as marcagdes de
CRP3 (verde) e paxilina (vermelho), observa-se o surgimento de um sinal alaranjado,
indicativo de colocalizagdo das proteinas paxilina e CRP3 e, portanto, que CRP3 esta

localizado nas adesdes focais de células musculares lisas adrticas.
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Figura 12. A proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) é uma proteina de adesao focal. a.
imagens representativas do immunoblotting resultante das proteinas imunoprecipitadas e de CRP3.
A presenca de CRP3 nas adesOes focais foi avaliada através de imunoprecipitagdo de proteinas
essenciais a formacao deste complexo proteico, seguida do immunoblotting para a proteina-alvo e
para CRP3. Nota-se immunoblotting positivo para CRP3 em todas as imunoprecipitacfes
realizadas, sendo 1gG controle negativo da imunoprecipitacdo, (IP). n=4/proteina demonstrada. b.
Imagens representativas da imunofluorescéncia para paxilina, realizada em células musculares
lisas aorticas selvagens expressando CRP3-GFP. Verifica-se marcacdo padrdo de paxilina nos
limites da membrana e uma marcacdo mais difusa de CRP3, porém com concentraces na
membrana. Ao sobrepor as imagens, verifica-se que CRP3 colocaliza com paxilina nas ades6es
focais, evidenciado pelo surgimento do sinal alaranjado de fluorescéncia, visto em maior aumento
no inset. Magnificacdo: 40x n=3.
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4.2 O nocaute de CRP3 é acompanhado de mudanca no tamanho médio de adesdes
focais

Sendo CRP3 uma proteina de adesdo focal, avaliou-se o efeito do nocaute de
CRP3 no tamanho das ades@es focais através da deconvolucdo de imagens derivadas da
marcacdo por imunoflourescéncia de paxilina, um marcador de adesdes focais.
Evidenciou-se que, em condi¢des basais, as celulas KO apresentam maior tamanho
médio de adesbes focais quando comparadas as células selvagens (Figura 13), sem

diferencas na area celular ocupada pelas ades6es focais.
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Figura 13. A auséncia de CRP3 confere maior tamanho as adesdes focais em condic¢Oes basais na
presenca de 3% gelatina. A anélise do tamanho e da &rea celular ocupada por adesdes focais na presenga
de gelatina 3 % mostra que células KO apresentam maior tamanho médio de adesdes focais quando
comparadas as células selvagens, porém sem diferenca na area celular ocupada por ades6es focais (n=78
WT e n=82 KO).

Uma vez que existe dependéncia do substrato no tamanho das adesdes focais,
testou-se a hipdtese de que a diferenca entre selvagem e KO se manteria caso o
substrato fosse mudado, de gelatina (condicdo basal) para fibronectina. A anélise mostra
gue o mesmo padrdo se repete: células KO apresentam adesbes focais maiores em

condicBes basais (Figura 14). Interessantemente, neste substrato, a area celular ocupada
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por adesdes focais também é maior em células KO quando comparadas as células

selvagens.
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Figura 14. A auséncia de CRP3 confere maior tamanho as adesdes focais em condigdes basais na
presenca de fibronectina. A analise do tamanho e da &rea celular ocupada por adesbes focais na
presenca de fibronectina mostra que células KO apresentam maior tamanho médio de adesfes focais e
maior &rea da célula ocupada por adesfes focais quando comparadas as células selvagens (n=75 WT e
n=73 KO).

O préximo passo foi avaliar como as ades6es focais de células selvagens e KO
responderiam a angiotensina Il, um agente contratil e ao inibidor de ROCK, um indutor
de relaxamento. Observou-se aumento no tamanho das adesdes focais e na area celular
ocupada por adesdes focais em células selvagens estimuladas com angiotensina Il nos
periodos de 2,5 min (Figura 15a) e aumento no tamanho das adesbes focais em 24 h
(Figura 15b). Em contraste, nos mesmos periodos, células KO ndo apresentaram

mudancas no tamanho ou na &rea celular ocupada por adesdes focais (Figura 15).
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Figura 15. A auséncia de CRP3 prejudica a adaptacdo das adesdes focais em resposta a
angiotensina Il. Na presenca de angiotensina Il, observou-se aumento no tamanho médio de adesdes
focais e da area celular ocupada em células selvagens nos periodos de 2,5 min (A) e 24 h (B), eventos ndo
observados em células KO (Basal: n=85 WT e n=88 KO; Ang Il 2,5 min n=52 WT e n=39 KO; Ang Il 24
h n=21 WT e n=46 KO).
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Na presenca do inibidor de ROCK, se observou reducdo no tamanho das adesdes

focais de células selvagens e KO, porém tanto o tamanho médio das adesdes focais

quanto a area celular ocupada por adesbes focais se apresentaram maiores em células

KO (Figura 16).
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Figura 16. AdesOes focais permanecem maiores na presenca de inibidor de ROCK em células
desprovidas de CRP3. a. Na presenca de inibidor de ROCK, observou-se reducéo no tamanho médio de
adesdes focais e b. da area celular ocupada em células selvagens no periodo de 24 h, eventos atenuados
em células KO (Basal: n=85 WT e n=102 KO; iROCK n=77 WT e n=129 KO).
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4.3 Reduzida expressdo de componentes das adesdes focais em resposta ao nocaute
de CRP3

Buscando entender a auséncia de adaptacdo das adesbes focais de células
nocaute em resposta a angiotensina Il, analisou-se a expressao de trés proteinas que
participam da maturacdo de adesbes focais: FAK, paxilina e MLC2 em células
selvagens e KO por immunoblotting. Verificou-se que células KO apresentavam

reduzida expressao dos trés componentes (Figura 17).
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Figura 17. Imagens representativas e quantificacdo da anélise por immunoblotting da expressédo
das proteinas FAK, paxilina e a cadeia regulatéria da miosina (MLC2), evidenciando reduzida
expressao em células KO. n=8 (FAK e MLC2) n=6 (paxilina).

4.4 Modulagéo da rigidez celular em resposta ao nocaute de CRP3

Considerando que o tamanho das adesdes focais é dependente da rigidez do
citoesqueleto adjacente, foi testada a participacdo de CRP3 na rigidez cortical de células
musculares lisas aorticas selvagens e nocautes através da técnica de citometria
magnético-optica de oscilacdo. Em concordancia com o tamanho das adesdes focais,

evidenciou-se que a rigidez basal € maior em células KO quando comparadas as células
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selvagens (Figura 18a). Em resposta a angiotensina Il, observou-se aumento na rigidez
(Figura 18a), sendo o delta de aumento na rigidez mais pronunciado em células KO
(Figura 18b). Ambos os genoétipos convergem para 0 mesmo padrdo de rigidez ao se

acrescentar citocalasina D, uma molécula que inibe a polimerizacdo de actina (Figura

18a).
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Figura 18. A auséncia de CRP3 confere maior rigidez celular. a. Em compara¢do com células
selvagens (WT), células KO apresentam maior rigidez em condic¢Bes basais. O acréscimo de agonista
(Ang 1) resulta em aumento na rigidez de ambas as células, convergindo para um mesmo comportamento
apos a adicdo de citocalasina D. b. Grafico comparativo do delta de resposta basal versus angiotensina Il,
demonstrando maior amplitude de resposta em células KO quando comparadas as células selvagens.
n=1419 microesferas WT e n=1546 microesferas KO.
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4.5 Prejuizo a contratilidade celular em células nocaute para CRP3

Uma vez que a rigidez celular é dependente do citoesqueleto de actina e que
este, por sua vez, coordena a capacidade contratil celular, a contratilidade de células
selvagens e KO foi avaliada em gel de colageno no periodo de 24 h. Em condigdes
basais, verificou-se que a contracdo de células KO é reduzida em comparacdo com
células selvagens. Em resposta a angiotensina Il, verificou-se maior taxa de contragédo
em ceélulas selvagens do que em células KO. Quando realizado na presenca do inibidor
da Rho quinase (iIROCK), observou-se reduzida contratilidade em ambos 0s genotipos,

porém com resposta mais pronunciada em células KO (Figura 19).
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Figura 19. A auséncia de CRP3 acarreta em dano a capacidade contratil de células musculares lisas
adrticas. Quantificacdo e imagens representativas do ensaio de contracdo em gel de coldgeno, mostrando
a contratilidade basal, em resposta a angiotensina Il e a ablagdo da contratilidade em resposta ao inibidor
de ROCK (iROCK) ap6s 24 h, eventos notdrios em células selvagens, porém ténues em células KO (n=5
basal e n=4 Ang Il ou iROCK).
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5. DISCUSSAO

A proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) apresenta multiplas facetas na
fisiologia e fisiopatologia do masculo estriado (84). Neste contexto, as diversas fungdes
estruturais, regulatorias e sensoriais sao baseadas na promocao de complexos proteina-
proteina (85), entretanto, pouco se sabe a respeito do papel de CRP3 na fisiologia
vascular. Os achados do presente trabalho evidenciam, pela primeira vez, a presenca de
CRP3 nas adesoes focais, cuja auséncia resultou em alteracGes estruturais que culminam
em prejuizo na contratilidade de células musculares lisas adrticas.

Como etapa inicial a determinacdo do papel de CRP3 na contracéo, foi avaliado
se CRP3 seria parte das adesdes focais de células musculares lisas aorticas. Verificou-se
que apds a imunoprecipitacdo das proteinas de adesdo focal: paxilina, FAK, ILK,
vinculina e zixina, é possivel recuperar CRP3 (Figura 12a), um achado posteriormente
confirmado pela localizacdo de CRP3 nas regibes periféricas celulares e pela
colocalizagdo de CRP3 com paxilina, um marcador de adesdes focais (Figura 12b).
Estudos que datam a descoberta das proteinas da familia CRP ndo foram capazes de
verificar colocalizacdo de CRP3 com residuos de fosfotirosina (86), uma marcacao
utilizada a época para identificar as adesfes focais. Entretanto, neste mesmo estudo,
verificou-se que as CRPs interagiam com zixina e a-actinina, proteinas que, nos dias
atuais, séo consideradas cruciais a mediagéo do crosstalk entre o citoesqueleto de actina
e as adesfes focais (52,87,88), refletindo limitagcdes técnicas associadas a epoca de
desenvolvimento dos estudo. Em contrapartida, por proteoma, foi demonstrado que 0s
pardlogos de CRP3 — CRP1 e CRP2 sdo proteinas presentes nas adesdes focais
(52,89,90), sugerindo que, apesar do alto grau de homologia entre as proteinas da
familia, as similaridades estruturais e os ligantes em comum, essas proteinas apresentam

papeis célula- ou tecido-especificos  (55,87). Adicionalmente, outros estudos
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demonstraram a interacdo de CRP3 com proteinas presentes nas adesdes focais, como é
0 caso da interacdo com ILK, necessaria ao fortalecimento das jungdes neuromusculares
em zebrafish (91), bem como a capacidade de formacdo do complexo proteico actina-
zixina-CRP3-a-actinina em células de musculo estriado (55). No ambito vascular, nosso
grupo demonstrou que CRP3 interage com a quinase de adesdo focal (74), sendo que a
auséncia de CRP3 no contexto de arterializacdo venosa resultou em ruptura no controle
do eixo de sinalizacdo integrina-p;-FAK-AKT, culminando em auséncia de eventos
apoptoticos e consequentemente, remodelamento vascular desenfreado. Em termos de
funcdo de CRP3 nas adesdes focais, pode-se especular que CRP3 esteja envolvida no
enderecamento de proteinas para as adesdes focais ou na formacéo de cernes proteicos
Uteis as vias de sinalizacdo intracelular (85). Em linha com este raciocinio, foi
demonstrado que CRP3 e vinculina codistribuem-se ao longo da linha Z na periferia de
células de musculo cardiaco, e que em resposta ao nocaute de CRP3, observa-se perda
da distribuicéo periférica de vinculina (61).

Adesbes focais sdo construidas dinamicamente apds a interacdo de integrinas
com componentes da matriz extracelular, dentre eles a fibronectina, vitronectina,
colageno e laminina (92). A afinidade de integrinas por seu ligante na matriz
extracelular pode ser modulada dentro da célula, um processo denominado sinalizacao
inside-out ou por forgas mecéanicas exercidas no meio extracelular, induzindo a adocéo
de uma conformacéo de alta afinidade (88,93). Apo0s estes eventos, as integrinas séo
ativadas, se agrupam e reforcam os contatos moleculares na interface célula-matriz.
Enquanto o dominio extracelular estd em contato com a matriz, as caudas
citoplasmaticas das integrinas interagem com o citoesqueleto de actina via uma ampla
gama de proteinas adaptadoras que formam o cerne das adesdes focais (88). Uma vez

que foi demonstrada a presenca de CRP3 neste cerne, avaliou-se qual seria o efeito de
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CRP3 no tamanho das adesGes focais, que refletem a capacidade celular de interacdo
com a matriz extracelular. Verificou-se que independente do substrato fornecido a
célula (seja gelatina ou fibronectina), células CRP3 KO apresentam maior tamanho
médio de adesbes focais quando comparadas as células selvagens (Figuras 13 e 14),
sugerindo que células selvagens e CRP3 KO apresentam diferentes percep¢des do
ambiente. Evidéncias ressaltam o papel da GTPase RAC1 como sensor dos sinais
derivados da matriz extracelular (94), promovendo aumento da associacdo miosina I1A
com as adesdes focais através de um mecanismo dependente de PKC (94).
Considerando que foi demonstrado que a atividade de RAC1 (95) e de PKCa (66)
apresentam-se aumentadas em resposta ao nocaute de CRP3 em coragbes de
camundongos e transpondo o cenario cardiaco para os dados deste trabalho, pode-se
conjecturar que a diferente percep¢do do ambiente em células CRP3 KO deriva da
ativacdo descompensada do eixo PKC-RACL, resultando no maior tamanho médio de
adesdes focais observado em células nocaute quando comparadas as células selvagens
(Figuras 13 e 14). Em contrapartida, em resposta a angiotensina Il, uma condi¢do que
resulta na maturacao das adesOes focais para geragdo de forcas, observa-se incapacidade
das células CRP3 KO de maturar as adesdes focais, evidenciada pela auséncia de
crescimento das adesdes focais (Figura 15). Sabe-se que a ligacdo de angiotensina Il ao
receptor AT1 induz ativacdo da via Rhoa-ROCK, induzindo sustentacdo do estimulo
inicial de calcio (40,43). Em paralelo, adesdes focais se remodelam em funcdo de um
processo de reciclagem. E descrito que o equilibrio entre a atividade de RAC1 e RhoA
coordena a montagem e desmontagem de adesdes focais (96), logo, a atividade
descompensada de RAC1 (descrita em coragdes CRP3 KO), deslocaria este equilibrio,
impedindo o crescimento das adesdes em células CRP3 KO. Em consonancia com este

raciocinio, na presenca do inibidor de ROCK, a reduc¢é@o no tamanho das adesdes focais
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é atenuada em células CRP3 KO (Figura 16), que ainda apresentam ades6es maiores do
que células selvagens, favorecendo a hipotese do equilibrio RAC1-RhoA.

Outra possivel explicacdo para a incapacidade de maturacdo de adesfes focais
seria a expressdo de FAK, paxilina e MLC2, proteinas centrais ao amadurecimento de
adesoes focais. Observou-se reduzida expressao destas proteinas em células CRP3 KO
(Figura 17) e estes achados levaram a hipotese de que o pool disponivel no basal é
suficiente para sustentar a sinalizacdo desordenada em células KO, entretanto, frente a
um estimulo como a angiotensina 11, o pool disponivel ndo € suficiente para que a célula
responda de forma eficiente e por isso, ndo consegue deslocar o equilibrio no sentido de
crescimento das adesdes focais. Pode-se também especular que a estabilidade de
proteinas como FAK e paxilina é dependente da presenca ou mesmo da interacdo com
CRP3. Foi demonstrado que pacientes contendo a mutacdo C58G no gene CSRP3 (gene
que codifica a proteina CRP3), apresentam atividade anormal de proteassoma,
complexo proteico responsavel pelo turnover de proteinas citoplasmaticas. A proteina
CRP3 mutante interage com Bag3, resultando em uma resposta proteotoxica
acompanhada da inducdo de proteinas de choque térmico (HSPs) e que tem como
desfecho o desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada (97). Uma outra possibilidade
para a reducdo nos niveis dessas proteinas seria a acdo de CRP3 como cofator na
transcricdo génica. Sabe-se que CRP3 é uma proteina responsiva a estimulos mecanicos
(59,72,74) e apesar dos dedos de zinco dos dominios LIM ndo exibirem capacidade de
ligacdo direta ao DNA (98), foi demonstrada a interacdo de CRP3 com fatores de
transcricdo envolvidos na promocdo da adaptacdo e sobrevivéncia em resposta a
estimulos mecanicos (57,58). CRP1 e CRP2 (paralogos de CRP3) sdo descritos como
cofatores de SRF e GATAA4, promovendo a diferencia¢do de células pro-epicardicas em

células musculares lisas (99). Varios mecanismos moleculares estdo envolvidos neste
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evento, um processo que requer reorganizacdo do citoesqueleto de actina (100), onde
mondmeros de actina (G-actina) se ligam aos cofatores de SRF da familia MKL, que
sofrem translocacdo nuclear e promovem a expressdo de genes do citoesqueleto
acessorios a contratilidade (5,101-105). Essas evidéncias associadas a interacdo de
CRP3 com proteinas de adesdo focal que se ligam a actina permitem postular que CRP3
desempenha papel na promocéo da expressao de genes envolvidos na manutengdo do
fenotipo contratil de células musculares lisas, principalmente se considerada a descrita
interacdo de CRP3 com SRF (99).

Além da responsividade as mudancas na composicdo e mecanica da matriz
extracelular, adesdes focais também servem como os pontos utilizados pelas células
para ajustar seu préprio estado mecanico. Para isso, a célula muda arquitetura do
citoesqueleto, resultando em aumento ou diminuicdo em sua viscoelasticidade ou na
geracdo de uma resposta contratil como reacdo as forcas aplicadas no meio externo
(106). Este equilibrio entre o estado mecénico interno e externo das células €
denominado homeostase tensional (ou tensegrity) (107,108) e dada a participacdo das
integrinas neste processo (92), a técnica de citometria magnético-Optica de oscilacdo é
uma ferramenta Gtil na avaliacdo da homeostase tensional (109). Em concordancia com
o tamanho das adesdes focais em condi¢Ges basais (Figura 13), em resposta ao torque
magnético, verificou-se que células nocaute sdo mais rigidas que células selvagens
(Figura 18a). Ao adicionar-se angiotensina Il, observou-se aumento na rigidez em
ambos 0s gendtipos, sempre mais acentuada em células nocaute, como evidenciado pelo
delta de resposta (Figura 18b). Os dados obtidos em células selvagens vado de acordo
com o observado na literatura em linhagem de células adrticas que, em resposta ao
acido lisofosfatidico, aumentam a tensdo no citoesqueleto, avaliada por osciladores

magnéticos e posteriormente confirmada in vivo (110). J& a maior rigidez observada em
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células CRP3 KO esta alinhada com a reduzida complacéncia e resisténcia mecanica
prejudicada observada em coracbes de animais CRP3 KO, que desenvolvem
cardiomiopatia dilatada nos primeiros meses de vida (61).

O correto funcionamento do sistema cardiovascular € dependente das
propriedades biomecanicas dos vasos e estas, como a de qualquer material, sdo
determinadas por seus componentes e suas respectivas organizagdes (111,112). Logo, a
rigidez arterial é estabelecida primariamente pelas células musculares lisas (presentes
em maior abundancia) e pela matriz extracelular (113). A rigidez arterial prediz e é a
causa adjacente das doencas cardiovasculares (112,113) e, considerando os dados
obtidos neste trabalho, pode-se inferir que animais nocaute para CRP3 sdo mais
propensos ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Utilizando um modelo de
lesdo arterial com baldo de angioplastia, verificou-se maior remodelamento em artérias
femorais de animais CRP3 KO quando comparadas as artérias femorais de animais
selvagens (114). Em concordancia com estes achados, em um modelo murino de
arterializacdo venosa que conectava a artéria carétida a veia jugular, evidenciou-se
maior resposta de remodelamento em veia jugular de animais CRP3 KO (74), uma
resposta associada a sustentacdo de uma via de sinalizacdo mediada por FAK,
confirmando a hip6tese de maior propensdo ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em resposta ao nocaute de CRP3 via modulacdo das propriedades
mecéanicas celulares.

O acoplamento mecénico formado pela associagdo dinamica entre integrinas
ligadas a matriz extracelular e o aparato contrtil de actomiosina € denominado
molecular clutch e depende de proteinas que conectam as integrinas as fibras de actina,
dada a auséncia de um dominio de ligagdo a actina nas integrinas. Com o engajamento

de proteinas como talina e vinculina no molecular clutch, o poder cinético do fluxo
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retrogrado de actina e do aparato de actomiosina é convertido em forca de tracdo que
“puxa” a matriz extracelular (115-118). Foi demonstrado que proteinas como CRP3,
que possui dominios LIM, sdo recrutadas para as ades@es focais de forma dependente de
forca (89) e a fim de verificar qual seria o desfecho da auséncia de CRP3 nas adesdes
focais considerando o modelo de molecular clutch, foi avaliada a contratilidade celular
em gel de colageno. Evidenciou-se que, apesar do maior tamanho médio de adesdes, ja
em condic¢des basais células CRP3 KO apresentam reduzida contratilidade (Figura 19)
qguando comparadas as células selvagens. Em resposta a angiotensina Il, observou-se
ainda timidos niveis de contracdo em células nocaute e, em resposta ao inibidor de
ROCK, a capacidade contratil zera em células nocaute, enquanto células selvagens
ainda apresentam contracdo residual de aproximadamente 10% (Figura 19).
Componentes do molecular clutch sdo considerados mecanossensores, proteinas
intracelulares capazes de perceber e responder a estimulos mecanicos e para esta
finalidade, devem atender a uma série de requisitos, sendo eles: capacidade de
exposicao de sitios cripticos para interacdo com outras proteinas (51); capacidade de
sofrer mudancas pés-traducionais (119-125); serem capazes de translocacdo (126-132);
capacidade de formacdo de complexos macromoleculares (133). Todas essas
caracteristicas sdo encontradas em CRP3: ensaios de modelagem demonstraram que a
regido inter-LIM é extremamente flexivel e foi descrita a interacdo com proteinas nesta
regido que € desprovida de um dominio definido (62); CRP3 ¢ fosforilado por PKCa
(66) e acetilado (67); em resposta a agentes como fenilefrina, sofre translocacdo nuclear
em células cardiacas (134) e promove a formacgédo de complexos proteicos envolvidos no
ancoramento de fibras de actina nos discos Z e nos costameros (55,60,61,67,135,136).

Em face dessas caracteristicas de CRP3 e aos achados deste trabalho, pode-se especular
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que CRP3 é parte do molecular clutch nas ades@es focais de células musculares lisas
aorticas.

Mecanotransmissao via molecular clutch estabelece o equilibrio mecénico entre
a resisténcia da matriz extracelular e a contratilidade intracelular (137). Logo,
relaxamento ou ruptura das ligacdes transdutoras de for¢a no molecular clutch podem
extinguir a mecanotransmissdo. Em um cenario onde CRP3 seria essencial ao molecular
clutch das adesdes focais de células musculares lisas adrticas, pode-se especular que sua
auséncia leva ao enfraquecimento das interfaces proteina-proteina, resultando em
reduzida meia-vida do molecular clutch e, portanto, reduzida mecanotransmissdo com
resultante mecanotransducdo defeituosa (menor capacidade contratil). Corroborando
este modelo, em resposta ao silenciamento da proteina a-actinina (um ligante de CRP3),
observou-se percepcdo aberrante da matriz extracelular e perda da capacidade contratil
(138), 0 que foi atribuido a capacidade de a-actinina de transmitir forcas as adesdes
nascentes (precursoras das adesfes focais), favorecendo a maturacdo das adesdes focais
de forma forca-dependente (139). No coragdo, a cooperatividade de integrinas com o
sistema de distrofina-sarcoglicano medeia a interacdo do aparato contréatil (sarcébmero)
com a matriz extracelular em sitios de banda Z especializados, os costdmeros (69). A
discreta distribuicdo dos costameros em correspondéncia aos discos intercalares e as
bandas Z eficientemente transmite as forgas para os sarcomeros (68,69,136). Na
auséncia de CRP3, observa-se dramatica ruptura na organizagao miofibrilar cardiaca de
camundongos, com alteragdo no padréo de distribuicdo de vinculina (principal proteina
do molecular clutch nas adesbes focais) e consequente aumento na marcagdo para
juncOes aderentes. Ao avaliar a resposta de cardiomiocitos CRP3 KO ao agonista p-
adrenérgico isoproterenol, verificou-se aspecto lacerado, sugestivo de resisténcia

defeituosa ao estresse mecénico (61). Evidéncias sugerem que mutacdes no gene CSRP3
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(codificador de CRP3) sdo fonte de cardiomiopatia dilatada e hipertréfica familiar,
fenotipo observado em humanos que carregam tais mutagdes (59,97). Estes achados
corroboram as evidéncias deste trabalho, que fornecem os pilares para a solidificacdo do
papel de CRP3 como mecanossensor no sistema cardiovascular.

Em sintese, os dados deste trabalho revelam a presenca de CRP3 nas adesdes
focais, regulando tamanho e sinalizacéo, com reflexos na viscoelasticidade e capacidade
contrdtil, variaveis fundamentais ao correto funcionamento de células musculares lisas.
Em conjunto, as evidéncias deste trabalho suportam a hipdtese de que CRP3 é um

modulador de contratilidade e mecanotransducao em células musculares lisas adrticas.
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CRP3 é uma proteina de adesao focal em células musculares lisas adrticas, cuja auséncia resulta

em reducdo no pool de FAK, paxilina e MLC2.

SELVAGEM CRP3 KO

matriz extrocelular

CRP3 ¢ parte do complexo sensor de estresse nas adesdes focais, sendo que sua auséncia leva ao
aumento no tamanho meédio das adesdes focais, com consequente aumento na tenséo do citoesqueleto de
actina. Em resposta a angiotensina 1, células musculares lisas aérticas CRP3 KO falham em maturar as

adesdes focais e apresentam prejuizo a capacidade contratil.
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SELVAGEM CRP3 KO

Legenda
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8. ANEXOS
AV
ree Hospital das Clinicas da FMUSP
Ao Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
fMuUse CAPPGSQ
A

Comisséo Cientifica do InCor

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de
Pesquisa-CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&@o Paulo, APROVOU na
sessGo de 20.05.15 a execugdo do subprojeto intitulado “Caracterizagdo
do interaloma de CRP3: Implicagdes nos processos fisiolégicos e
patolégicos vasculares’, como tese de doutorado de Jodo Carlos R. da
Silva sob orientag@o da Ayumi Aurea Miyakawa.

O referido projeto faz parte do Protocolo de Pesquisa n®
0824/09, infitulado “Avaliagdo dos mecanismos regulatérios da CRP3/MLP
durante a arterializagéo de enxertos venosos em sistemas ex vivo, in vitro e in
vive”, aprovado por esta CAPPesq em 19.08.09.

CAPPesq, 20 de Maio de 2015

-‘\?'\C'\

WEN

SO0 e WW
O ReCE - JOEZ= Prof. DI. Alfredo José Mansur

o | pos- “r o Coordenador
T g B Comissdo de Etica para Andlise de
. dow Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Adminstragao - 5° andar - CEP 05403-010 - Séo Paulo - SP.
Fone: 55 11 3069-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesg@hcnet.usp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo dos Mecanismos regulatérios da CRP3/MLP durante a arterializagdo de
enxertos venosos em sistemas ex vivo, in vitro e in vivo

Pesquisador: Jose Eduardo Krieger

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que no necessita de analise
ética por parte da CONEP:);

Versao: 1
CAAE: 69401817.3.0000.0068
Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAC PAULOD
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

DADOS DA NOTIFICACAO

Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: troca de tittulo do subprojeto, troca de orientador, troca de Programa de vinculagdo
Justificativa: Solicita-se alterac3o do titulo do subprojefo: "Caracterizagdo do interatoma de CRP3:
Data do Envie: 10/04/2019

Situacao da Notificacio: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.281.345

Apresentacio da Notificagio:

Os pesquisadores submeteram para a apreciacio da CAPPesq, em carta datada de 08 de abril de 2019, a
solicitagdo de alteragdo do titule do subprojeto vinculado ac protocolo inicial (CAAE 69401817300000068)
de "Caracterizacdo do interatoma de CRP3: implicacdes nos processos fisioldgicos e patoldgicos
vasculares” para "Papel da proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) na mecanotransdugdo de células
musculares lisas adrticas”. Além disso, foi solicitado também a alteracdo da orientacio do aluno Jodo Carlos
Ribeiro da Silva, de Dra Ayumi Miyakawa Yamaguchi para Dr José Eduardo Krieger, bem como a alteragio
do programa de Pds-graduagio de Fisiologia Experimental para Ciéncias Médicas.

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5% andar

Bairro: Cergueira Cesar CEP: D5.403-010
UF: 5P Municipio: SAQ PALULD
Telefone: (11)2881-7585 Fax: (11)2861-7385 E-mail: cappesg.admi@he fm.uspbr
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Contnuaclo o Parecer: 3.281,345

Objetivo da Notificagao:
Envio de relatorio parcial e solicitagdo de alteragdes do titulo do subprojeto, além da orientag3o do aluno de
mestrado, bem como do programa de Pos-graduagio a que esta vinculado.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Nenhum

Comentirios e Consideragoes sobre a Notificagio:
O relatério parcial apresentado contempla os resultados obtidos até 0 momento, & aponta que outras
avaliagdes serdo realizadas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Nenhuma.

Recomendagbes:
Nenhuma.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Adequado para aprovagdo,
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem E Autor Situagdo

Qutros 2019_carta_3200.pdf 10/04/2019 |Jose Eduardo Krieger] Postado
18:38:18

Qutros 2019_relatonio_parcial_joao. pdf 10/04/2019 | Jose Eduardo Krieger Postado
16:42:39

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

N3o

Enderego:  Rua Ovidio Pires de Campas, 225 5* andar

Balrro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municiplo: SAD PAULO
Teolefons: (11)2661-7585 Fax: (11)2561-7585 E-mall: cappesq.adm@he.fm.usp.or
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Corznuagio do Farecer 3281345

SAQ PAULO, 24 de Abril de 2019

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador(a))

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bakro. Cerqueira Cesar CEP: (05.403-010
UF: 5P Municiplo: SAO PAULO
Tolsfone: (11)2561-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mall: cappesq.adm@hc.fm.usp.or
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