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RESUMO 

 

Ribeiro-Silva JC. Papel da proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) na 

mecanotransdução de células musculares lisas aórticas [dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, 2019. 

 

Células de músculo liso vascular são capazes de perceber estímulos mecânicos do 

sistema cardiovascular, coordenando pressão sanguínea e perfusão tecidual por meio da 

modulação do tônus e do diâmetro vascular via resposta contrátil. O gatilho inicial à 

contração é um aumento na concentração intracelular de cálcio e diversas vias de 

sinalização têm sido descritas na sustentação deste sinal inicial. Evidências atuais 

indicam que adesões focais desempenham papel crucial na contração através da 

organização do citoesqueleto de actina e engajamento com o aparato contrátil. Nosso 

grupo demonstrou que a proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) interage com a 

quinase de adesão focal (FAK) em resposta a um aumento do estiramento mecânico e 

existem evidências de que CRP3 modula a dinâmica do citoesqueleto de actina. Neste 

trabalho testamos a hipótese de que a proteína CRP3 atua como uma proteína de adesão 

focal que regula a contração de células musculares lisas aórticas.  Por meio de ensaios 

de imunoprecipitação e colocalização, verificou-se a presença de CRP3 nas adesões 

focais de células selvagens. Evidenciou-se que a ausência de CRP3 está associada a 

aumento no tamanho médio de adesões focais em células musculares lisas aórticas de 

forma independente do substrato. Entretanto, em resposta à angiotensina II, células 

nocaute para CRP3 apresentam incapacidade de maturação das adesões focais, um 

evento que está associado ao reduzido conteúdo proteico de FAK, paxilina e MLC2 

(plataformas moleculares envolvidas na maturação de adesões focais) observada em 

células nocaute. Consistente com o maior tamanho médio das adesões focais, células 

nocaute são mais rígidas e, portanto, menos elásticas que células selvagens, sendo que a 

rigidez avaliada por citometria magnético-óptica de oscilação se reflete na reduzida 

capacidade contrátil, seja em condições basais, em resposta à angiotensina II ou ao 

inibidor de ROCK, como evidenciado no ensaio de contração em gel de colágeno. Em 

síntese, os dados deste trabalho mostram que CRP3 está presente nas adesões focais, 

regulando tamanho e sinalização, com reflexos na rigidez (viscoelasticidade) e 

capacidade contrátil, variáveis fundamentais ao correto funcionamento de células 

musculares lisas aórticas. Em conjunto, as evidências deste trabalho suportam a hipótese 

de que CRP3 é um modulador de contratilidade e mecanotransdução em células 

musculares lisas aórticas. 

 

 

 

Descritores: Aorta, Adesões focais, Citoesqueleto de actina, Músculo liso, 

Mecanotransdução celular, Transdução 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]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina da Universidade de São 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 II (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 II. 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

Células musculares lisas, situadas na camada média de veias e artérias, podem ser 

consideradas mecanossensores do sistema cardiovascular, e através da modulação do 

tônus e do diâmetro vascular, influenciam a pressão sanguínea e regulam a perfusão 

tecidual (1). São células inerentemente plásticas, nunca assumindo um fenótipo 

terminal. Ao invés disso, o fenótipo é adotado em concordância com os sinais do meio 

em que estão inseridas, seja no estiramento e requerimentos funcionais, como no reparo 

após a lesão vascular e a manutenção da pressão sanguínea (2,3) (Figura 1).  

 
Figura 1.  Comutação fenotípica de células musculares lisas e seus marcadores. À esquerda, 

representa-se o fenótipo secretor, observado durante o desenvolvimento e nos estágios de reparo à lesão 

vascular.  Já a célula representada à direita ilustra o fenótipo contrátil ou diferenciado. As setas indicam a 

capacidade de interconversão entre os fenótipos. Adaptado de (4). 

 

A plasticidade fenotípica de células musculares lisas é controlada pela atividade 

do fator de resposta ao soro (SRF), um fator de transcrição da família MADS (MCM1, 

Agamous, Deficiens e SRF) que reconhece e se liga à sequência consenso CArG 

[CC(A/T-rich)6GG] presente no promotor de genes como α-actina (SM α-actina)  e 

cadeia pesada de miosina (MYH11) de músculo liso (5). A especificidade de resposta 

do SRF é determinada por dois programas distintos de expressão gênica (Figura 2) 

(2,5). A interação nuclear entre SRF e Elk-1, por exemplo, promove a expressão de 
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genes precoces imediatos relacionados ao crescimento, como Fos/c-Fos, conferindo às 

células musculares lisas um “fenótipo proliferativo ou secretor”, observado durante a 

formação e maturação da árvore arterial e durante o reparo à lesão vascular (6).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.  A interação de SRF com sequências CArG nos promotores e os fatores que ativam e 

suprimem a expressão de genes de diferenciação de células musculares lisas. Fatores como a 

miocardina desempenham papel na promoção à interação de dímeros SRF com sequências CArG de 

promotores de genes de fenótipo contrátil e do citoesqueleto, induzindo o recrutamento de RNA 

polimerase II e a expressão gênica. Em contraste, KLF4, Elk-1 e Herp1 reprimem a expressão de genes de 

diferenciação de células musculares lisas pela ruptura na interação miocardina-SRF-CArG.  

 

Já a interação de SRF com miocardina e os fatores de transcrição relacionados à 

miocardina (MKLs) promove o “fenótipo contrátil” (7,8), evidenciado nas células de 

vasos maduros e que é marcado pela expressão de isoformas músculo liso-específicas de 

proteínas como α-actina, cadeias leve e pesada de miosina, e h1-calponina (9–14), ao 

longo da expressão de um amplo leque de proteínas regulatórias de contratilidade, 

dentre elas: SM22α, h-caldesmona, β-vinculina, metavinculina, telokina, smoothelina, a 

proteína ligante em lipoma (LPP) e desmina (15–23). Esse fenótipo permite às células 

musculares lisas gerarem, de maneira anisotrópica, o tônus vascular que contrabalanceia 
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as tensões radial, axial e circunferencial oriundas da pressão de pulso através de uma 

resposta contrátil (24,25). 

A maquinaria contrátil de células musculares lisas aórticas é formada pela 

integração entre actina e miosina, na vigência de um citoesqueleto em alto nível 

organizacional. Os filamentos finos são formados, principalmente, pela oligomerização 

de moléculas da isoforma músculo liso específica de actina (SM α-actina), enquanto os 

filamentos espessos são compostos por dímeros de cadeia pesada de miosina (MHC) de 

músculo liso (MYH11) e quatro cadeias leves: duas cadeias essenciais (ELC) e duas 

cadeias regulatórias (MLC). Filamentos finos e espessos se reúnem, formando o aparato 

de actomiosina, cuja ciclagem é responsável pelo desenvolvimento de tensão no 

citoesqueleto e encurtamento da célula muscular lisa, eventos que caracterizam a 

contração (25–27) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. A contração de células musculares lisas. Células musculares lisas apresentam filamentos 

finos (baseados em actina) e filamentos espessos (baseados em miosina).  A junção entre estes filamentos 

resulta na formação do aparato de actomiosina, responsável pelo desenvolvimento de tensão no 

citoesqueleto e a contração, caracterizada pelo encurtamento celular. Corpos densos ancoram os 

filamentos finos.  Adaptado de (28). 
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Como todas as células musculares, o gatilho à contração do músculo liso aórtico 

é o aumento na concentração intracelular de cálcio [Ca
+2

]i  (29), que se dá através de 

fatores mecânicos, humorais e estímulos neurais (30,31). A [Ca
+2

]i não só determina o 

perfil de contratilidade, como afeta a atividade de vários fatores de transcrição cálcio-

dependentes e que, portanto, determinam o fenótipo de células musculares lisas (32). A 

fim de modular as várias funções dependentes de Ca
+2 

e em resposta a diferentes 

estímulos, o músculo liso vascular utiliza uma variedade de canais de Ca
+2

 presentes 

tanto na membrana como no retículo sarcoplasmático (SR), produzindo um grande 

repertório de sinais de Ca
+2

 que diferem em sua distribuição espacial e temporal (33). 

Esses sinais variam desde mudanças globais na [Ca
+2

]i a eventos de entrada ou liberação 

de Ca
+2

 altamente localizados. A elevação na [Ca
+2

]i pode ocorrer a partir do meio 

extracelular ou pela liberação do maior depósito intracelular, o retículo sarcoplasmático 

(SR). O influxo de Ca
+2

 extracelular é mediado, principalmente, pela abertura de canais 

de Ca
+2

 tipo L dependentes de voltagem (LTCC), mas há vários outros canais que 

modulam a [Ca
+2

]i, incluindo os canais iônicos receptores de potencial transitório 

(TRP). Devido à sua alta condutância e expressão em células musculares lisas, os 

LTCCs têm a maior influência na [Ca
+2

]i global, e sua atividade determina em grande 

parte o estado contrátil de células musculares lisas (29,34). Já a liberação de cálcio dos 

estoques intracelulares se dá através da interação de agonistas com seus receptores 

acoplados à fosfolipase C que, por meio de seus segundos mensageiros, ativam os 

receptores de IP3 ou os receptores de rianodina (RyR) no retículo sarcoplasmático (35).  

O cálcio – quer seja do meio intracelular ou do meio extracelular – se liga à 

calmodulina, que se associa à quinase da cadeia leve de miosina (MLCK). Esta 

associação gera mudanças conformacionais em MLCK (36), que sai do estado inativo 

para o estado ativo, agora capaz de fosforilar o resíduo de serina 19 na cadeia 
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regulatória da miosina (MLC), ativando o domínio motor da cadeia pesada da miosina e 

por fim, levando à contração (36–38) (Figura 4).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta contrátil 

de células musculares lisas.  O aumento na [Ca+2]i se dá principalmente através da abertura de canais 

de cálcio controlados por voltagem (VOC) ou pela liberação do retículo sarcoplasmático derivada da 

ativação de receptores acoplados à proteína Gαq/11, com subsequente geração de trifosfato de inositol 

(IP3). A cadeia regulatória da miosina II (MLC) é então fosforilada pela quinase de MLC ativada por 

Ca+2/calmodulina (MLCK), que por sua vez, aumenta as interações entre actina e miosina e a contração. 

Adaptado de (35).  
 

Adicionalmente aos mecanismos cálcio-dependentes, mecanismos cálcio-

independentes também regulam a contração de músculo liso vascular através da 

sensibilização da cadeia regulatória da miosina ao cálcio. Este processo sustenta a 

geração de força que sucede a dissipação do sinal inicial de cálcio. Duas vias principais 

de sinalização foram evidenciadas neste fenômeno, incluindo a via diacilglicerol-

fosfolipase C-proteína quinase C e a via RhoA-Rho quinase (ROCK) (39).  A hidrólise 

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 liberação de cálcio do retículo 

sarcoplasmático (31,40). Diacilglicerol, por sua vez, ativa a proteína quinase C (PKC) e 

o inibidor de proteína fosfatase 1 potencializado por PKC de 17 kDa (CPI-17). PKC 

ativada induz a fosforilação de alvos downstream, como canais iônicos, transportadores 

e proteínas nucleares. PKC ainda fosforila CPI-17, inibidor músculo-liso específico de 

fosfatase de cadeia regulatória de miosina (MLCP) que, através da ligação ao domínio 

catalítico de MLCP, inibe sua atividade de fosfatase, facilitando a persistência da 

resposta contrátil. A isoforma α de PKC também induz a fosforilação de proteínas 

ligadoras de actina, como calponina e de calmodulina, que promovem a interação 

actina-miosina (41,42).  

Outra via de sinalização envolvida na sensibilização cálcica 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 II (40,43) (Figura 5). 

Dois mecanismos dependentes de ROCK são descritos: o estímulo à fosforilação da 

subunidade 1 da miosina fosfatase (MYPT1) nos resíduos de treonina 695 ou 853 

(44,45); a fosforilação de ZIPK, que estimula a fosforilação de MYPT1 nos resíduos de 

treonina 696 e treonina 18/serina 19. A fosforilação de MYPT1 interfere na interação de 

MLCP com MLC, reduzindo sua atividade de fosfatase e prolongando a resposta 

contrátil (46). 

Apesar dos eventos de fosforilação de MLC serem necessários ao início da 

geração de força, estudos identificaram o requerimento de outros componentes do 

citoesqueleto para a geração de força em células musculares lisas vasculares. Neste 

modelo, o aparato de actina-miosina é relativamente estável e amplamente responsável 

pelo pool estável de filamentos de actina encontrado nas células. O estímulo contrátil 
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estimularia a formação de complexos de interação matriz extracelular–citoesqueleto, as 

adesões focais, que então seriam responsáveis pela organização da rede filamentosa de 

actina submembranar e seu engajamento subsequente com o aparato contrátil que 

culmina no ciclo de formação de pontes cruzadas entre actina e miosina (47–49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Papel de ROCK na contração de células musculares lisas. A ativação de receptores 

acoplados à proteína G (GPCRs) libera RhoA de um estado de associação com um inibidor de dissociação 

de nucleotídeo de guanina (GDI). RhoA se transloca para a membrana, onde trocadores de nucleotídeos 

de guanina (GEFs) substituem guanina difosfato para uma guanina trifosfato, ativando a via RhoA-

ROCK. ROCK ativada leva à inativação de MLCP através da fosforilação de CPI-17 e ou de ZIPK, 

facilitando a fosforilação de MLC e a contração vascular. Altas concentrações de cálcio também podem 

ativar ROCK diretamente por vias de sinalização dependentes da quinase de 4,5-bifosfato de 

fosfatidilinositol (PI3K). Adaptado de (34). 

 

As adesões focais constituem o elo entre a matriz extracelular e o citoesqueleto 

de actina (49). São estruturas que refletem a maturação dos contatos adesivos celulares, 

que se localizam nas porções finais dos feixes de actina ou fibras de estresse e possuem 

papel como sítio de geração de forças em células contráteis (Figura 6). Ao se definir um 

padrão hierárquico molecular, nota-se que adesões focais são formadas por três 
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camadas: a camada de sinalização de integrinas, a camada de detecção de força e a 

camada regulatória de actina (Figura 7) (50). A primeira camada (camada de sinalização 

de integrinas) é fundamentalmente composta pela matriz extracelular em sua interação 

com as pontes proteicas, as integrinas. Integrinas são heterodímeros formados por 

subunidades α e β, que se ligam a motivos específicos presentes na fibronectina, no 

colágeno e em outras proteínas da matriz extracelular (51). Essa interação descobre suas 

caudas citoplasmáticas curtas, promovendo a ligação de proteínas que amplificam os 

sinais derivados do microambiente celular, como a quinase de adesão focal (FAK), que 

fosforila a quinase ligada às integrinas (ILK) e paxilina no resíduo de tirosina 118, a fim 

de reforçar a estrutura das adesões focais (52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema representando uma célula muscular lisa embebida na matriz extracelular 

(ECM), constituída, principalmente, por fibras elásticas, fibras colágenas, fibronectina e 

glicosaminoglicanos. A visão expandida mostra os contatos célula-matriz (adesões 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, são conectadas 

fisicamente ao citoesqueleto de actina por meio das proteínas adaptadoras (vinculina, talina e o complexo 

proteico formado por ILK, PINCH e parvina). As principais vias de sinalização ativada por integrinas 

incluem a via da proteína quinase associada à RhoA (ROCK)  e a via do complexo das proteínas quinase 

ativadas por mitógeno (MAPK). Adaptado de (50).  
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Na região intermediária (a camada de detecção de força) o citoesqueleto de 

actina é conectado às integrinas através da talina, que se liga à vinculina quando 

deformada por tensão (51). Associadas de forma mais íntima ao citoesqueleto de actina 

estão as suas inúmeras proteínas regulatórias, como a fosfoproteína ativada por 

vasodilatador (VASP), zixina e α-actinina na camada regulatória de actina (52–54).  

 

 

Figura 7. Arquitetura de adesões focais em nanoescala. Verifica-se integrinas ligadas à matriz 

extracelular por meio de seus domínios extracelulares e interagindo com FAK e paxilina, formando a 

camada de sinalização de integrinas. Na região medial, evidencia-se a presença de vinculina e talina 

compondo a camada de detecção de força, responsável por promover o contato inicial das fibras de actina 

com a cauda citoplasmática das integrinas. Distal à membrana, encontram-se zixina, VASP e α-actinina, 

proteínas regulatórias de actina. A escala z demonstra a distância em nanômetros das três camadas em 

relação à membrana plasmática. Adaptado de (52). 

 

Estudos demonstram que as proteínas da camada regulatória de actina zixina e α-

actinina interagem com a proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) em células de 

músculo estriado a fim de promover a organização do citoesqueleto (55). CRP3 é o 

terceiro membro da família de proteínas ricas em cisteína e glicina (CRP), conservadas 

evolutiva e funcionalmente (57). Estruturalmente, essas proteínas exibem dois domínios 

LIM, regiões ricas em glicina e um sinal de localização nuclear (58). Desde a sua 

descrição inicial, a determinação da localização e interação com outras proteínas tem 
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sido parte integral da caracterização do papel intracelular de CRP3, o que culminou na 

descoberta da participação de CRP3 em uma série de processos fisiológicos. No núcleo, 

CRP3 atua como potencializador da miogênese através da interação com os fatores de 

transcrição MyoD e miogenina (57) e promotor de sobrevivência celular na presença de 

estímulo mecânico através da interação com Miz-1 (58). Por intermédio de estudos 

realizados com amostras humanas com mutações de CRP3 e amostras de animais CRP3 

knockout (CRP3 KO), verificou-se que CRP3 é crítico à manutenção da estrutura de 

células cardíacas, dada a perturbação da citoarquitetura e o desarranjo cardíaco 

observado nessas amostras (59–61). Acredita-se que esse efeito seja, primariamente, 

mediado por sua localização e interação proteica nos discos Z, onde CRP3 forneceria 

uma plataforma à formação de complexos macromoleculares envolvendo o 

citoesqueleto de actina. Neste sentido, foi caracterizado o papel de CRP3 na dinâmica 

do citoesqueleto de actina. Papalouka et al.  demonstraram que CRP3 interage com a 

proteína músculo-específica de despolimerização de actina – cofilina-2 (CFL2) e a 

estequiometria dessas proteínas mostrou-se ser de profundos efeitos na dinâmica do 

citoesqueleto de actina, onde mudanças na taxa CRP3/CFL2 resultaram tanto em 

aumento quanto em supressão dos efeitos mediados por CFL2 na despolimerização do 

citoesqueleto de actina (62). Em consonância 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 sinalização 

iniciada por estiramento celular e, portanto, da mecanotransdução. O disco Z ancora as 

extremidades dos filamentos de actina e através disso, intermedeia a transmissão de 

força de um sarcômero a outro, o que, por fim, chega às porções finais do 

cardiomiócitos (64,65). As grandes proteínas nebulina, obscurina e titina são exemplos 

de mecanossensores em cardiomiócitos e postula-se que CRP3 esteja envolvido nas vias 
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de sinalização mediadas por tais proteínas, uma vez que cardiomiócitos de animais 

CRP3 KO apresentam defeitos intrínsecos na resposta ao estiramento por disfunção na 

detecção de estiramento passivo (59,60). O mecanismo de propagação de sinal por 

CRP3 é incerto, mas suas modificações pós-traducionais (acetilação no resíduo de lisina 

69 e fosforilação em diversos sítios) têm sido consideradas como fundamentais nesse 

processo (66,67). Os costâmeros possuem crítica atuação na transmissão de força 

bidirecional (do sarcômero para o sarcolema e para a matriz extracelular), mantendo a 

integridade mecânica do sarcolema e mecanicamente orquestrando sinais para 

modulação de tamanho e contração de miofibrilas (68–70) e a interação de CRP3 com 

as proteínas desta estrutura (zixina e β1-espectrina) (55,71) explica, em parte, sua 

função na mecanotransdução cardíaca. 

Em células musculares lisas, o nosso laboratório demonstrou expressão 

constitutiva de CRP3 em artéria mamária e ausência de expressão em veia safena. Em 

resposta à arterialização venosa, um processo onde uma veia é submetida ao regime 

arterial de alta pressão e fluxo pulsátil, ocorre indução à expressão 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 à aplicação de um modelo de arterialização in vivo, onde uma 

anastomose da artéria carótida com a veia jugular foi realizada. Verificou-se que, 

quando comparados aos ratos selvagens, ratos CRP3 KO demonstraram maior 

remodelamento, uma resposta atribuída à ausência de eventos apoptóticos observados 

em ratos selvagens nos estágios precoces da arterialização venosa (73,74).  Observou-se 

também que esta proteção à apoptose se mantinha em células musculares lisas de 

jugular em cultura submetidas ao estiramento associado ao tratamento com ceramida, 

estratégia utilizada para mimetizar a arterialização e induzir apoptose, respectivamente.  
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A análise do eixo de sinalização β1-integrina-FAK-AKT que coordena morte e 

sobrevivência celular em resposta a estímulos mecânicos apresentou alteração de 

resposta nas células que não expressam CRP3. Em células de músculo liso de veia 

jugular selvagem (Figura 8A), a apoptose ocorreu por diminuição da ativação da via β1-

integrina-FAK-AKT, levando ao aumento de Bax, responsável pela liberação de fatores 

pró-apoptóticos (como citocromo c) e morte celular. Já em células de veia jugular CRP3 

KO (Figura 8B) essa via permaneceu ativada, sem diminuição no perfil de fosforilação 

de FAK e AKT, e, portanto, sem ativação de via apoptótica mitocondrial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Vias de sinalização intracelular de controle da resposta de sobrevivência e morte celular. 
A ceramida associada ao estiramento, leva à diminuição de pFAK e pAKT, culminando no aumento da 

expressão de Bax e clivagem de caspase-3, o que leva à apoptose (A). Células CRP3 KO demonstram 

uma ruptura nessa via, favorecendo, portanto, a sobrevivência celular (B).  

 

Através de imunoprecipitação, demonstramos que CRP3 interage com a quinase 

de adesão focal (FAK), o que explica a ativação desregulada em células musculares 

lisas CRP3 KO (74). Estes achados associados com os indícios de participação de CRP3 
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na dinâmica no citoesqueleto de actina (62,63) sugerem que CRP3 participaria do 

acoplamento de sinais mecânicos com o citoesqueleto de actina nas adesões focais. 

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi testar a hipótese de que a proteína rica em 

cisteína e glicina 3 (CRP3) atua como uma proteína de adesão focal que regula as 

propriedades contráteis de células musculares lisas aórticas. 
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2. OBJETIVO 

O objetivo desta dissertação foi testar a hipótese de que a proteína rica em 

cisteína e glicina 3 (CRP3) atua como uma proteína de adesão focal que regula as 

propriedades contráteis de células musculares lisas aórticas.   
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3. MÉTODOS 

3.1 Obtenção de aortas para extração de célula musculares lisas 

Ratos selvagens e nocautes para CRP3 (KO, background: wistar) obtidos do 

Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, pesando 

entre 250 e 350 g e com três meses de idade foram utilizados para a obtenção de aortas 

neste trabalho. Para esta finalidade, os ratos foram eutanasiados por injeção letal de 

anestésico (pentobarbital) e, em seguida, as aortas foram removidas, dissecadas e 

mantidas em PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH 

7,4) contendo antibiótico/antimicótico 100 U/ml até o processamento em ambiente de 

cultivo celular. Este protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Instituto do Coração (SDC: 3299/09/050; CAPPesq 0824/09;) e  todos os 

procedimentos realizados estiveram de acordo com as normas institucionais de cuidado 

e utilização de animais de laboratório.   

 

3.2 Cultura primária de células musculares lisas aórticas  

A técnica de explant foi utilizada para a obtenção de células musculares lisas de 

aorta de rato, como estabelecido no laboratório (72,74). Após a remoção do tecido 

conjuntivo da face externa, as aortas foram abertas longitudinalmente e, com o auxílio 

de uma pinça, a camada endotelial foi removida. Os vasos foram cortados em 

fragmentos de aproximadamente 0,5 cm² e transferidos para placas de seis poços 

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 μl/ml de estreptomicina e 100 U/ml de penicilina, sendo que a face luminal foi 

colocada em contato com a gelatina. Após a incubação por 5 min no fluxo laminar para 

aderência 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 CO2. O período de 

manutenção das placas na estufa teve por objetivo garantir a adesão definitiva dos 

fragmentos, bem como o início da migração e proliferação das células em resposta à 

presença de soro no meio de cultura. Após esse período, o meio de cultura foi 

substituído em dias alternados por aproximadamente duas semanas, quando já havia um 

número de células suficientes para a remoção dos fragmentos e ampliação da cultura 

através da exposição à solução de tripsina/EDTA, seguida da transferência para garrafas 

de 75 cm². As garrafas foram mantidas em cultura até a formação de monocamada, 

quando as culturas foram devidamente ampliadas e semeadas para os ensaios. 

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

 

3.3 Transfecção de células musculares lisas aórticas 

Câmaras de cultivo de oito poços (Culture Slides, Falcon - Corning) foram 

utilizadas para o plaqueamento de 1 x 10
4 

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 porção C-terminal, em 

associação com lipofectamina 3000 e em meio OPTEM ® (Lonza), de acordo com as 

instruções do fabricante. Após 4 h, o meio de transfecção foi substituído por meio basal. 

Com base em testes prévios, determinou-se 48 h como tempo ótimo de expressão da 

proteína recombinante e, portanto, 48 h após a transfecção as células foram fixadas com 

paraformaldeído 4% por 30 min à temperatura ambiente. Posteriormente, as câmaras 

foram lavadas e armazenadas com PBS a 4 °C para a realização de imunofluorescência.  
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3.4 Obtenção de extrato proteico de células musculares lisas aórticas 

Placas de cultivo de 60 mm previamente tratadas com 3 % de gelatina foram 

utilizadas para o plaqueamento de 4 x 10
5
 células em meio basal. Para as análises 

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 tampão RIPA (NaCl 

150 mM; 0,5 % desóxicolato de sódio; 1 % Triton ®; Tris-HCl 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 privação de soro, as células foram 

estimuladas com angiotensina II (Sigma, 1 µM) ou inibidor de ROCK (iROCK, 5 µM, 

Sigma Y27632) por 2,5 min, lavadas com PBS e lisadas com tampão RIPA. Para a 

obtenção de extratos para a imunoprecipitação, células selvagens foram plaqueadas à 

densidade de 1x10
6
 em placas de 100 mm em meio basal, privadas de soro por 24 h e 

lisadas com tampão RIPA.  

 

3.5 Determinação da concentração de proteínas  

As amostras proteicas foram centrifugadas a 14000 RPM por 15 min em 

centrifuga refrigerada a 4 °C para remoção de debris. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e uma alíquota foi retirada para a 

dosagem de proteínas. A determinação da concentração proteica dos extratos foi feita 

através do método de Pierce (75), que consiste na combinação entre a “reação de 

biureto” de redução de Cu
+2

 a Cu
+
 na presença de proteína em meio alcalino e a 

detecção colorimétrica do cátion Cu
+
 através de um reagente contendo ácido 

bicinconínico. Como resultado dessa combinação, um produto arroxeado é formado, de 

absorção máxima de 562 nm, cuja leitura foi feita em um espectrofotômetro Wallac 

Victor² (Perkin Elmer). 
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3.6 Imunoprecipitação 

Na imunoprecipitação, um anticorpo ligado a microesferas magnéticas foi 

utilizado para precipitar o antígeno (76). Para esta finalidade, alíquotas de 1 mg de 

proteínas obtidas de células selvagens foram incubadas a 4 °C sob agitação, por 16 h 

com os anticorpos primários descritos na tabela 1 (1 µg de anticorpo para cada 100 µg 

de proteína). Após este período, microesferas de agarose adsorvidas por proteína G 

(Dynabeads
®

 Protein G, Invitrogen) previamente lavadas com PBS foram acrescentadas 

e novamente as amostras foram incubadas por 16 h a 4 °C, sob agitação. No dia 

seguinte, com o auxílio de uma estante magnética, o sobrenadante foi transferido para 

um novo tubo (para confirmar a imunoprecipitação posteriormente), as microesferas 

foram lavadas três vezes com tampão RIPA por 5 min à temperatura ambiente em 

agitação baixa no vortéx, e as proteínas foram eluídas com tampão de amostra para 

eletroforese (Tris-HCl 200 mM; 40 % Glicerol; 2 % SDS, DTT 200 mM, 1 % azul de 

bromofenol, pH 6.8). 

 

Tabela 1. Anticorpos utilizados para imunoprecipitação de proteínas de adesão 

focal. 

 

 

 

3.7 Eletroforese em gel poliacrilamida-SDS para proteína 

Alíquotas dos extratos proteicos obtidos ou dos anticorpos utilizados na 

imunoprecipitação foram ressuspendidas em tampão de amostra para eletroforese, 

fervidas a 95 °C por 10 min e submetidas à eletroforese vertical em gel de 

PROTEÍNA-ALVO FORNECEDOR CATÁLOGO 

FAK Cell Signaling Technology #3285 

ILK Abcam ab52480 

Paxilina Abcam ab32084 

Vinculina Santa Cruz Biotechnology sc-7649 

Zixina Abcam ab71842 
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poliacrilamida-SDS. De forma a acompanhar a corrida e determinar o peso molecular 

aproximado das proteínas, 10 µl de padrão de peso molecular (Precision Plus Protein
TM

 

Kaleidoscope
TM

 Standards, Bio-Rad) correram em paralelo. A corrida eletroforética foi 

realizada de acordo com Laemmli (77), onde géis de corrida e de empilhamento à 

espessura de 1,5 mm foram utilizados. As amostras foram aplicadas nos poços do gel 

contendo tampão 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 

Após a eletroforese, as proteínas contidas no gel foram transferidas para uma 

membrana de PVDF (Amersham
TM

 Hybond
TM

, GE Healthcare). Para isso, a membrana 

foi hidratada com metanol 100 % por 1 min, lavada com tampão TBS-T (Tris-HCl 

50 mM; NaCl 150 mM; 0,1 % Tween-20) e equilibrada em tampão de transferência 

(Tris-base 25 mM; glicina 192 mM; 20 % metanol). A transferência ocorreu através de 

um sistema sanduíche-símile imerso em tampão de transferência, sobre o qual uma 

corrente de 90 V foi aplicada por duas horas a 4 °C. Imediatamente após a transferência, 

a membrana foi colocada em solução de bloqueio de ligações inespecíficas (Tris-HCl 

50 mM; NaCl 150 mM; 0,1 % Tween-20; 5 % albumina sérica bovina) e incubada por 1 

hora à temperatura ambiente, sob agitação. Subsequentemente, a membrana foi 

incubada com a solução de anticorpo primário (Tabela 2) até o dia seguinte sob agitação 

a 4 °C.  
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Tabela 2. Especificações dos anticorpos utilizados na técnica de immunoblotting 

 

ANTICORPO 

PRIMÁRIO 

FORNECEDOR 

E CATÁLOGO 

DILUIÇÃO 

v/v 

ANTICORPO 

SECUNDÁRIO 

DILUIÇÃO 

v/v 

 

CRP3 Santa Cruz 

(sc-98827) 

1:1000 Coelho IgG 

conformação- 

específico 

1:2000 

FAK Cell Signaling 

(#3285) 

1:1000 Coelho 

IgG 

1:2000 

GAPDH Abcam 

(ab22555) 

1:2000 Coelho 

IgG 

1:2000 

Paxilina Abcam 

(ab32084) 

1:1000 Coelho 

IgG 

1:2000 

MLC2 Cell Signaling 

(#8505) 

1:500 Coelho 

IgG 

1:2000 

 

Ao final da incubação, 3 lavagens de 10 min com tampão TBS-T foram realizadas e a 

membrana foi incubada por 1 h à temperatura ambiente com o anticorpo secundário 

(Invitrogen) em solução de bloqueio. A membrana foi novamente lavada, e exposta por 

1 minuto ao ECL (solução para detecção quimioluminescente: Tris 1,5 M pH 8,9; 

luminol 1,25 mM; ácido p-coumárico 200 µM; peróxido de hidrogênio 5,4 mM e água), 

seguida da visualização das bandas em fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000, GE 

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

 

3.9 Imunofluorescência e análise do tamanho médio das adesões focais 

3.9.1 Imunofluorescência 

Células musculares lisas aórticas foram plaqueadas à densidade de 3 x 10³ em 

placas de 35 mm contendo lamínula de 20 mm² (In Vitro Scientific), previamente 

tratadas com gelatina porcina a 3 % em água ou solução de fibronectina a 50 µg/ml em 

solução 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 condição 
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por 24 h. Após este período, o meio foi removido e as células foram fixadas com 

solução de paraformaldeído a 4 % em PBS por 30 min. 

As células contidas nas placas de 35 mm ou nas câmaras de oito poços (item 3.3) 

foram permeabilizadas com solução de Triton ® a 0,5 % por 5 min à temperatura 

ambiente, seguida da incubação com solução de anticorpo primário anti-paxilina (1:100 

v/v; vide tabela 1) em 2 % de albumina bovina sérica até o dia seguinte. O anticorpo 

primário foi removido e as placas foram lavadas 3x com PBS. As placas foram 

incubadas à temperatura ambiente com solução contendo faloidina 1:300 v/v (Molecular 

Probes, Thermo Fischer), DAPI (1:500 v/v) e anticorpo secundário conjugado com 

fluoróforo (1:300, Molecular Probes, Thermo Fischer) por 1 h. As placas foram então 

lavadas por 3x com PBS e fixadas novamente com solução de paraformaldeído a 4 % 

por 5 min. Imagens das células foram adquiridas utilizando o microscópio confocal 

LSM 510 META Zeiss em aumento de 40 x.  

 

3.9.2 Determinação do tamanho das adesões focais 

Imagens derivadas da microscopia de fluorescência foram processadas 

utilizando o software Fiji Image J (versão 1.48d). A quantificação de adesões focais 

marcadas por paxilina foi realizada através da definição de um limite fixo para imagens 

em preto e branco de 8 bits de canal único (Figura 9). O tamanho das adesões focais foi 

então determinado através da função de análise de partículas, como descrito na literatura 

(78). Foram utilizadas três replicatas biológicas para cada genótipo (WT e KO), sendo 

que para cada replicata, foram analisadas de 20 a 40 células para a quantificação. 
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Figura 9. Tratamento das imagens para análise do tamanho das adesões focais. A. Imagem de 

imunofluorescência para paxilina, marcador de adesões focais, posteriormente deconvoluída (B) para a 

avaliação do tamanho das adesões focais via análise de partículas no software Image J.  

 

 

3.10 Citometria magnético-óptica de oscilação 

A técnica de citometria magnético-óptica de oscilação é uma ferramenta que 

permite verificar a rigidez cortical celular em função da aplicação de um torque 

magnético em grânulos ferromagnéticos ligados ao citoesqueleto celular (80,81) (Figura 

10). A ligação ao citoesqueleto é promovida pela adsorção dos grânulos pelo tripeptídeo 

ácido arginilglicilaspártico (RGD), um motivo proveniente da estrutura da fibronectina, 

que se liga às integrinas na membrana celular, que por sua vez estão conectadas ao 

citoesqueleto de actina (82). O movimento dos grânulos adsorvidos em função do 

torque magnético é registrado, quantificado e traduzido na rigidez do córtex celular. A 

técnica pode ser dividida em quatro períodos: a preparação dos grânulos revestidos por 

RGD, a preparação das células para o ensaio, o ensaio propriamente dito e a análise dos 

resultados.  
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Figura 10. Representação esquemática do princípio da técnica de citometria magnético-óptica de 

oscilação. As células são incubadas com grânulos ferromagnéticos recobertos por RGD, que é 

reconhecido por integrinas no córtex celular. Ao aplicar-se um torque magnético, o deslocamento dos 

grânulos refletirá na rigidez cortical da célula.  

 

3.10.1 Adsorção dos grânulos ferromagnéticos por RGD 

Grânulos ferromagnéticos de 4,5 µm de diâmetro suspensos em tubos contendo 

solução de etanol foram obtidos no Laboratório de Microrreologia e Fisiologia 

Molecular do Instituto de Física da Universidade de São Paulo, onde os ensaios foram 

realizados.  Cinco ciclos de lavagem com PBS e centrifugação foram feitos, seguidos da 

ressuspensão em solução tamponada de carbonato estéril a 1 mg/ml. O tripeptídeo 

sintético RGD foi adicionado aos grânulos e estes foram mantidos em rotação contínua 

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 exposição à solução de tripsina/EDTA, 

seguida da contagem em câmara de Neubauer e plaqueamento à densidade de 1,5 x 10
4
 

células/ poço em placas de 96 poços previamente tratadas com gelatina porcina a 3 % 

em água. No dia seguinte, as células foram privadas de soro, os grânulos 

ferromagnéticos foram acrescentados à concentração de 10 µg por poço e a placa foi 

incubada por 20 min em estufa de 37 °C, com atmosfera umedecida e enriquecida com 

5 % de CO2. A fim de remover os grânulos frouxamente ligados, as células foram 
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lavadas uma vez com meio de cultura ao término do período de incubação. As análises 

foram realizadas no basal e mediante estimulação com angiotensina II (Sigma, 1 µM) e 

citocalasina D (Sigma, 2 µM). 

 

3.10.3 A citometria magnético-óptica de oscilação 

Os poços contendo as células recobertas por grânulos ferromagnéticos foram 

posicionados individualmente no centro de uma placa cercada por bobinas de 

magnetização em um microscópio invertido (Leica DMI-4000), com câmera de vídeo e 

dispositivo de carga acoplado (câmera CCD). Inicialmente, os grânulos foram 

magnetizados rapidamente no plano horizontal a 9.000 G, e então um campo magnético 

oscilatório (0,75 Hz) vertical de 90 G foi aplicado, levando à rotação dos grânulos que 

por sua vez, deformaram o citoesqueleto. O movimento dos grânulos em função da 

oscilação foi registrado pela câmera CCD por intermédio de fotos obtidas em aumento 

de 10 x. 

A razão entre a Transformada de Fourier do torque aplicado (T*ω) e o 

deslocamento do grânulo (d*ω) definiu o módulo complexo (g*) (Equação 1), que é 

expresso em pascal por nanômetro (Pa/nm) e está relacionado por um fator geométrico 

com o módulo complexo de cisalhamento da célula. Deste valor, deriva-se: módulo 

elástico (g’) que reflete a elasticidade do citoesqueleto adjacente, o módulo dissipativo 

(g’’), representando a fricção ou resistência e a histerese – η (g’’/g’). 

 

𝑔∗(𝜔) = 𝑔′(𝜔) + 𝑖𝑔"(𝜔)  =  
𝑇∗(𝜔)

𝑑∗(𝜔)
         (1) 
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3.10.4 Análise dos resultados 

Cada experimento originou um documento de texto contendo as posições dos 

grânulos 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 às condições experimentais utilizadas. Nesta análise, as variáveis 

resultantes (G, g’, g’’ e η) por grânulo analisado demonstraram a rigidez das células em 

um dado poço.  

 

3.11 Ensaio de contração celular em gel de colágeno  

Células musculares lisas aórticas (4x10
5
 células/disco) foram tripsinizadas, 

ressuspendidas em meio de cultura e adicionadas a uma solução contendo água, 

colágeno I (BD Biosciences), NaOH 1 N e PBS 10x. A mistura resultante foi 

homogeneizada, colocada em poços de placas de 24 poços (1 ml/poço) e incubada por 

1 h a 37 °C para a polimerização do colágeno e formação de um disco (Figura 11). Após 

este período, formaram-se discos de colágeno, que foram retirados e depositados em 

poços de placas de 12 poços. O diâmetro dos discos foi medido nos tempos 0 e 24 h; no 

basal e em resposta à angiotensina II (1 µM, Sigma) e ao inibidor de ROCK (5 µM, 

Sigma Y27632) por meio do programa Image J. Os resultados foram expressos como a 

porcentagem de redução do diâmetro dos discos de colágeno em relação ao tempo 0 

(100 %).  
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Figura 11. Representação esquemática do ensaio de contração em gel de colágeno. Células foram 

acrescentadas a uma solução de colágeno que polimeriza em uma matriz tridimensional após 1 h a 37 °C.  

O disco formado foi solto do poço e após 24 h em exposição a um estímulo, verificou-se a resposta 

contrátil da célula por meio da medida do diâmetro do disco 0 h versus 24 h. Adaptado de (83).  

 

 

3.12 Análise estatística 

Os resultados apresentados são 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 número de 

experimentos realizados foi representado por “n”.
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4. RESULTADOS 

4.1. A proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) é uma proteína de adesão focal 

em células musculares lisas aórticas 

A fim de averiguar se CRP3 seria parte das adesões focais, ensaios de 

imunoprecipitação foram realizados em extratos proteicos de células musculares lisas 

selvagens, utilizando anticorpos contra proteínas pertencentes às três camadas 

moleculares de adesões focais: i. camada de sinalização de integrinas, representada 

pelas proteínas FAK, ILK e paxilina; ii. camada de detecção de força, de onde pertence 

a proteína vinculina e iii. camada regulatória de actina, representada por zixina (Figura 

12a). Após o immunoblotting, verificou-se recuperação positiva de CRP3 juntamente 

com FAK, paxilina, ILK, vinculina e zixina, demonstrando a presença de CRP3 no 

cerne proteico das adesões focais em células musculares lisas aórticas de forma 

independente da camada molecular ao qual pertence à proteína de estudo (Figura 12a).  

Uma vez que a imunoprecipitação é uma técnica de detecção indireta, objetivou-

se avaliar se CRP3 localizaria nas adesões focais por meio da expressão de uma versão 

marcada de CRP3 (CRP3-GFP) em associação com imunofluorescência para paxilina, 

marcador de adesões focais. Inicialmente, verificou-se marcação de CRP3 ao longo de 

toda a célula, com marcações mais intensas em regiões da periferia celular, que em 

muito recapitulam a marcação de paxilina (Figura 12b). Ao sobrepor as marcações de 

CRP3 (verde) e paxilina (vermelho), observa-se o surgimento de um sinal alaranjado, 

indicativo de colocalização das proteínas paxilina e CRP3 e, portanto, que CRP3 está 

localizado nas adesões focais de células musculares lisas aórticas.  
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Figura 12. A proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) é uma proteína de adesão focal. a.  

imagens representativas do immunoblotting resultante das proteínas imunoprecipitadas e de CRP3. 

A presença de CRP3 nas adesões focais foi avaliada através de imunoprecipitação de proteínas 

essenciais à formação deste complexo proteico, seguida do immunoblotting para a proteína-alvo e 

para CRP3. Nota-se immunoblotting positivo para CRP3 em todas as imunoprecipitações 

realizadas, sendo IgG controle negativo da imunoprecipitação, (IP). n=4/proteína demonstrada. b. 

Imagens representativas da imunofluorescência para paxilina, realizada em células musculares 

lisas aórticas selvagens expressando CRP3-GFP. Verifica-se marcação padrão de paxilina nos 

limites da membrana e uma marcação mais difusa de CRP3, porém com concentrações na 

membrana. Ao sobrepor as imagens, verifica-se que CRP3 colocaliza com paxilina nas adesões 

focais, evidenciado pelo surgimento do sinal alaranjado de fluorescência, visto em maior aumento 

no inset. Magnificação: 40x n=3. 
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4.2 O nocaute de CRP3 é acompanhado de mudança no tamanho médio de adesões 

focais  

Sendo CRP3 uma proteína de adesão focal, avaliou-se o efeito do nocaute de 

CRP3 no tamanho das adesões focais através da deconvolução de imagens derivadas da 

marcação por imunoflourescência de paxilina, um marcador de adesões focais. 

Evidenciou-se que, em condições basais, as células KO apresentam maior tamanho 

médio de adesões focais quando comparadas às células selvagens (Figura 13), sem 

diferenças na área celular ocupada pelas adesões focais.  

 

 

Figura 13. A ausência de CRP3 confere maior tamanho às adesões focais em condições basais na 

presença de 3% gelatina. A análise do tamanho e da área celular ocupada por adesões focais na presença 

de gelatina 3 % mostra que células KO apresentam maior tamanho médio de adesões focais quando 

comparadas às células selvagens, porém sem diferença na área celular ocupada por adesões focais (n=78 

WT e n=82 KO).  

 

Uma vez que existe dependência do substrato no tamanho das adesões focais,  

testou-se a hipótese de que a diferença entre selvagem e KO se manteria caso o 

substrato fosse mudado, de gelatina (condição basal) para fibronectina. A análise mostra 

que o mesmo padrão se repete: células KO apresentam adesões focais maiores em 

condições basais (Figura 14). Interessantemente, neste substrato, a área celular ocupada 
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por adesões focais também é maior em células KO quando comparadas às células 

selvagens.  

 

 

Figura 14. A ausência de CRP3 confere maior tamanho às adesões focais em condições basais na 

presença de fibronectina. A análise do tamanho e da área celular ocupada por adesões focais na 

presença de fibronectina mostra que células KO apresentam maior tamanho médio de adesões focais e 

maior área da célula ocupada por adesões focais quando comparadas às células selvagens (n=75 WT e 

n=73 KO). 

 

O próximo passo foi avaliar como as adesões focais de células selvagens e KO 

responderiam à angiotensina II, um agente contrátil e ao inibidor de ROCK, um indutor 

de relaxamento. Observou-se aumento no tamanho das adesões focais e na área celular 

ocupada por adesões focais em células selvagens estimuladas com angiotensina II nos 

períodos de 2,5 min (Figura 15a) e aumento no tamanho das adesões focais em 24 h 

(Figura 15b).  Em contraste, nos mesmos períodos, células KO não apresentaram 

mudanças no tamanho ou na área celular ocupada por adesões focais (Figura 15).  
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Figura 15. A ausência de CRP3 prejudica a adaptação das adesões focais em resposta à 

angiotensina II. Na presença de angiotensina II, observou-se aumento no tamanho médio de adesões 

focais e da área celular ocupada em células selvagens nos períodos de 2,5 min (A) e 24 h (B), eventos não 

observados em células KO (Basal: n=85 WT e n=88 KO; Ang II 2,5 min n=52 WT e n=39 KO; Ang II 24 

h n=21 WT e n=46 KO). 



4. Resultados                     36 

 

 

Na presença do inibidor de ROCK, se observou redução no tamanho das adesões 

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

quanto a área celular ocupada por adesões focais se apresentaram maiores em células 

KO (Figura 16).  

 

 

 

 

Figura 16. Adesões focais permanecem maiores na presença de inibidor de ROCK em células 

desprovidas de CRP3. a. Na presença de inibidor de ROCK, observou-se redução no tamanho médio de 

adesões focais e b. da área celular ocupada em células selvagens no período 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 expressão de componentes das adesões focais em resposta ao nocaute 

de CRP3 

Buscando entender a ausência de adaptação das adesões focais de células 

nocaute em resposta à angiotensina II, analisou-se a expressão de três proteínas que 

participam da maturação de adesões focais: FAK, paxilina e MLC2 em células 

selvagens e KO por immunoblotting. Verificou-se que células KO apresentavam 

reduzida expressão dos três componentes (Figura 17).  

 

 

 

 

 

Figura 17. Imagens representativas e quantificação da análise por immunoblotting da expressão 

das proteínas FAK, paxilina e a cadeia regulatória da miosina (MLC2), evidenciando reduzida 

expressão em células KO. n=8 (FAK
 
e MLC2) n=6 (paxilina). 

 

 

4.4 Modulação da rigidez celular em resposta ao nocaute de CRP3  

Considerando que o tamanho das adesões focais é dependente da rigidez do 

citoesqueleto adjacente, foi testada a participação de CRP3 na rigidez cortical de células 

musculares lisas aórticas selvagens e nocautes através da técnica de citometria 

magnético-óptica de oscilação. Em concordância com o tamanho das adesões focais, 

evidenciou-se que a rigidez basal é maior em células KO quando comparadas às células 
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selvagens (Figura 18a).  Em resposta à angiotensina II, observou-se aumento na rigidez 

(Figura 18a), sendo o delta de aumento na rigidez mais pronunciado em células KO 

(Figura 18b). Ambos os genótipos convergem para o mesmo padrão de rigidez ao se 

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

18a).  

 

Figura 18. A ausência de CRP3 confere maior rigidez celular. a. Em comparação com células 

selvagens (WT), células KO apresentam maior rigidez em condições basais. O acréscimo de agonista 

(Ang II) resulta em aumento na rigidez de ambas as células, convergindo para um mesmo comportamento 

após a adição de citocalasina D. b. Gráfico comparativo do delta de resposta basal versus angiotensina II, 

demonstrando maior amplitude de resposta em células KO quando comparadas às células selvagens.  

n=1419 microesferas WT e n=1546 microesferas KO.  
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4.5 Prejuízo à 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 contrátil celular, a contratilidade de células 

selvagens e KO foi avaliada em gel de colágeno no período de 24 h. Em condições 

basais, verificou-se que a contração de células KO é reduzida em comparação com 

células selvagens. Em resposta à angiotensina II, verificou-se maior taxa de contração 

em células selvagens do que em células KO. Quando realizado na presença do inibidor 

da Rho quinase (iROCK), observou-se reduzida contratilidade em ambos os genótipos, 

porém com resposta mais pronunciada em células KO (Figura 19).  

 

 

Figura 19. A ausência de CRP3 acarreta em dano à capacidade contrátil de células musculares lisas 

aórticas. Quantificação e imagens representativas do ensaio de contração em gel de colágeno, mostrando 

a contratilidade basal, em resposta à angiotensina II e a ablação da contratilidade em resposta ao inibidor 

de ROCK (iROCK) após 24 h, eventos notórios em células selvagens, porém tênues em células KO (n=5 

basal e n=4 Ang II ou iROCK).  
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5. DISCUSSÃO 

A proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) apresenta múltiplas facetas na 

fisiologia e fisiopatologia do músculo estriado (84). Neste contexto, as diversas funções 

estruturais, regulatórias e sensoriais são baseadas na promoção de complexos proteína-

proteína (85), entretanto, pouco se sabe a respeito do papel de CRP3 na fisiologia 

vascular. Os achados do presente trabalho evidenciam, pela primeira vez, a presença de 

CRP3 nas adesões focais, cuja ausência resultou em alterações estruturais que culminam 

em prejuízo na contratilidade de células musculares lisas aórticas.    

Como etapa inicial à determinação do papel de CRP3 na contração, foi avaliado 

se CRP3 seria parte das adesões focais de células musculares lisas aórticas. Verificou-se 

que após a imunoprecipitação das proteínas de adesão focal: paxilina, FAK, ILK, 

vinculina e zixina, é possível recuperar CRP3 (Figura 12a), um achado posteriormente 

confirmado pela localização de CRP3 nas regiões periféricas celulares e pela 

colocalização de CRP3 com paxilina, um marcador de adesões focais (Figura 12b).  

Estudos que datam à descoberta das proteínas da família CRP não foram capazes de 

verificar colocalização de CRP3 com resíduos de fosfotirosina (86), uma marcação 

utilizada à época para identificar as adesões focais. Entretanto, neste mesmo estudo, 

verificou-se que as CRPs interagiam com zixina e α-actinina, proteínas que, nos dias 

atuais, são consideradas cruciais à mediação do crosstalk entre o citoesqueleto de actina 

e as adesões focais (52,87,88), refletindo limitações técnicas associadas à época de 

desenvolvimento dos estudo. Em contrapartida, por proteoma, foi demonstrado que os 

parálogos de CRP3 ‒ CRP1 e CRP2 são proteínas presentes nas adesões focais 

(52,89,90), sugerindo que, apesar do alto grau de homologia entre as proteínas da 

família, as similaridades estruturais e os ligantes em comum, essas proteínas apresentam 

papeis célula- ou tecido-específicos  (55,87). Adicionalmente, outros estudos 
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demonstraram a interação de CRP3 com proteínas presentes nas adesões focais, como é 

o caso da interação com ILK, necessária ao fortalecimento das junções neuromusculares 

em zebrafish (91), bem como a capacidade de formação do complexo proteico actina-

zixina-CRP3-α-actinina em células de músculo estriado (55). No âmbito vascular, nosso 

grupo demonstrou que CRP3 interage com a quinase de adesão focal (74), sendo que a 

ausência de CRP3 no contexto de arterialização venosa resultou em ruptura no controle 

do eixo de sinalização integrina-β1-FAK-AKT, culminando em ausência de eventos 

apoptóticos e consequentemente, remodelamento vascular desenfreado. Em termos de 

função de CRP3 nas adesões focais, pode-se especular que CRP3 esteja envolvida no 

endereçamento de proteínas para as adesões focais ou na formação de cernes proteicos 

úteis às vias de sinalização intracelular (85). Em linha com este raciocínio, foi 

demonstrado que CRP3 e vinculina codistribuem-se ao longo da linha Z na periferia de 

células de músculo cardíaco, e que em resposta ao nocaute de CRP3, observa-se perda 

da distribuição periférica de vinculina (61).  

Adesões focais são construídas dinamicamente após a interação de integrinas 

com componentes da matriz extracelular, dentre eles a fibronectina, vitronectina, 

colágeno e laminina (92). A afinidade de integrinas por seu ligante na matriz 

extracelular pode ser modulada dentro da célula, um processo denominado sinalização 

inside-out ou por forças mecânicas exercidas no meio extracelular, induzindo a adoção 

de uma conformação de alta afinidade (88,93). Após estes eventos, as integrinas são 

ativadas, se agrupam e reforçam os contatos moleculares na interface célula-matriz. 

Enquanto o domínio extracelular está em contato com a matriz, as caudas 

citoplasmáticas das integrinas interagem com o citoesqueleto de actina via uma ampla 

gama de proteínas adaptadoras que formam o cerne das adesões focais (88). Uma vez 

que foi demonstrada a presença de CRP3 neste cerne, avaliou-se qual seria o efeito de 
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CRP3 no tamanho das adesões focais, que refletem a capacidade celular de interação 

com a matriz extracelular. Verificou-se que independente do substrato fornecido à 

célula (seja gelatina ou fibronectina), células CRP3 KO apresentam maior tamanho 

médio de adesões focais quando comparadas às células selvagens (Figuras 13 e 14), 

sugerindo que células selvagens e CRP3 KO apresentam diferentes percepções do 

ambiente. Evidências ressaltam o papel da GTPase RAC1 como sensor dos sinais 

derivados da matriz extracelular (94), promovendo aumento da associação miosina IIA 

com as adesões focais através de um mecanismo dependente de PKC (94). 

Considerando que foi demonstrado que a atividade de RAC1 (95) e de PKCα (66) 

apresentam-se aumentadas em resposta ao nocaute de CRP3 em corações de 

camundongos e transpondo o cenário cardíaco para os dados deste trabalho, pode-se 

conjecturar que a diferente percepção do ambiente em células CRP3 KO deriva da 

ativação descompensada do eixo PKC-RAC1, resultando no maior tamanho médio de 

adesões focais observado em células nocaute quando comparadas às células selvagens 

(Figuras 13 e 14).  Em contrapartida, em resposta à angiotensina II, uma condição que 

resulta na maturação das adesões focais para geração de forças, observa-se incapacidade 

das células CRP3 KO de maturar as adesões focais, evidenciada pela ausência de 

crescimento das adesões focais (Figura 15). Sabe-se que a ligação de angiotensina II ao 

receptor AT1 induz ativação da via Rhoa-ROCK, induzindo sustentação do estímulo 

inicial de cálcio (40,43). Em paralelo, adesões focais se remodelam em função de um 

processo de reciclagem. É descrito que o equilíbrio entre a atividade de RAC1 e RhoA 

coordena a montagem e desmontagem de adesões focais (96), logo, a atividade 

descompensada de RAC1 (descrita em corações CRP3 KO), deslocaria este equilíbrio, 

impedindo o crescimento das adesões em células CRP3 KO. Em consonância com este 

raciocínio, na presença do inibidor de ROCK, a redução no tamanho das adesões focais 
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é atenuada em células CRP3 KO (Figura 16), que ainda apresentam adesões maiores do 

que células selvagens, favorecendo a hipótese do equilíbrio RAC1-RhoA.  

Outra possível explicação para a incapacidade de maturação de adesões focais 

seria a expressão de FAK, paxilina e MLC2, proteínas centrais ao amadurecimento de 

adesões focais. Observou-se reduzida expressão destas proteínas em células CRP3 KO 

(Figura 17) e estes achados levaram à hipótese de que o pool disponível no basal é 

suficiente para sustentar a sinalização desordenada em células KO, entretanto, frente a 

um estímulo como a angiotensina II, o pool disponível não é suficiente para que a célula 

responda de forma eficiente e por isso, não consegue deslocar o equilíbrio no sentido de 

crescimento das adesões focais. Pode-se também especular que a estabilidade de 

proteínas como FAK e paxilina é dependente da presença ou mesmo da interação com 

CRP3. Foi demonstrado que pacientes contendo a mutação C58G no gene CSRP3 (gene 

que codifica a proteína CRP3), apresentam atividade anormal de proteassoma, 

complexo proteico responsável pelo turnover de proteínas citoplasmáticas. A proteína 

CRP3 mutante interage com Bag3, resultando em uma resposta proteotóxica 

acompanhada da indução de proteínas de choque térmico (HSPs) e que tem como 

desfecho o desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada (97). Uma outra possibilidade 

para a redução nos níveis dessas proteínas seria a ação de CRP3 como cofator na 

transcrição gênica. Sabe-se que CRP3 é uma proteína responsiva a estímulos mecânicos 

(59,72,74) e apesar dos dedos de zinco dos domínios LIM não exibirem capacidade de 

ligação direta ao DNA (98), foi demonstrada a interação de CRP3 com fatores de 

transcrição envolvidos na promoção da adaptação e sobrevivência em resposta a 

estímulos mecânicos (57,58). CRP1 e CRP2 (parálogos de CRP3) são descritos como 

cofatores de SRF e GATA4, promovendo a diferenciação de células pró-epicárdicas em 

células musculares lisas (99). Vários mecanismos moleculares estão envolvidos neste 
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evento, um processo que requer reorganização do citoesqueleto de actina (100), onde 

monômeros de actina (G-actina) se ligam aos cofatores de SRF da família MKL, que 

sofrem translocação nuclear e promovem a expressão de genes do citoesqueleto 

acessórios à contratilidade (5,101–105). Essas evidências associadas à interação de 

CRP3 com proteínas de adesão focal que se ligam à actina permitem postular que CRP3 

desempenha papel na promoção da expressão de genes envolvidos na manutenção do 

fenótipo contrátil de células musculares lisas, principalmente se considerada a descrita 

interação de CRP3 com SRF (99). 

Além da responsividade às mudanças na composição e mecânica da matriz 

extracelular, adesões focais também servem como os pontos utilizados pelas células 

para ajustar seu próprio estado mecânico. Para isso, a célula muda arquitetura do 

citoesqueleto, resultando em aumento ou diminuição em sua viscoelasticidade ou na 

geração de uma resposta contrátil como reação às forças aplicadas no meio externo 

(106). Este equilíbrio entre o estado mecânico interno e externo das células é 

denominado homeostase tensional (ou tensegrity) (107,108) e dada a participação das 

integrinas neste processo (92), a técnica de citometria magnético-óptica de oscilação é 

uma ferramenta útil na avaliação da homeostase tensional (109). Em concordância com 

o tamanho das adesões focais em condições basais (Figura 13), em resposta ao torque 

magnético, verificou-se que células nocaute são mais rígidas que células selvagens 

(Figura 18a). Ao adicionar-se angiotensina II, observou-se aumento na rigidez em 

ambos os genótipos, sempre mais acentuada em células nocaute, como evidenciado pelo 

delta de resposta (Figura 18b). Os dados obtidos em células selvagens vão de acordo 

com o observado na literatura em linhagem de células aórticas que, em resposta ao 

ácido lisofosfatídico, aumentam a tensão no citoesqueleto, avaliada por osciladores 

magnéticos e posteriormente confirmada in vivo (110). Já a maior rigidez observada em 
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células CRP3 KO está alinhada com a reduzida complacência e resistência mecânica 

prejudicada observada em corações de animais CRP3 KO, que desenvolvem 

cardiomiopatia dilatada nos primeiros meses de vida (61).  

O correto funcionamento do sistema cardiovascular é dependente das 

propriedades biomecânicas dos vasos e estas, como a de qualquer material, são 

determinadas por seus componentes e suas respectivas organizações (111,112). Logo, a 

rigidez arterial é estabelecida primariamente pelas células musculares lisas (presentes 

em maior abundância) e pela matriz extracelular (113). A rigidez arterial prediz e é a 

causa adjacente das doenças cardiovasculares (112,113) e, considerando os dados 

obtidos neste trabalho, pode-se inferir que animais nocaute para CRP3 são mais 

propensos ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Utilizando um modelo de 

lesão arterial com balão de angioplastia, verificou-se maior remodelamento em artérias 

femorais de animais CRP3 KO quando comparadas às artérias femorais de animais 

selvagens (114). Em concordância com estes achados, em um modelo murino de 

arterialização venosa que conectava a artéria carótida à veia jugular, evidenciou-se 

maior resposta de remodelamento em veia jugular de animais CRP3 KO (74), uma 

resposta associada à sustentação de uma via de sinalização mediada por FAK, 

confirmando a hipótese de maior propensão ao desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares em resposta ao nocaute de CRP3 via modulação das propriedades 

mecânicas celulares.  

O acoplamento mecânico formado pela associação dinâmica entre integrinas 

ligadas à matriz extracelular e o aparato contrátil de actomiosina é denominado 

molecular clutch e depende de proteínas que conectam as integrinas às fibras de actina, 

dada a ausência de um domínio de ligação à actina nas integrinas. Com o engajamento 

de proteínas como talina e vinculina no molecular clutch, o poder cinético do fluxo 
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retrógrado de actina e do aparato de actomiosina é convertido em força de tração que 

“puxa” a matriz extracelular (115–118). Foi demonstrado que proteínas como CRP3, 

que possui domínios LIM, são recrutadas para as adesões focais de forma dependente de 

força (89) e a fim de verificar qual seria o desfecho da ausência de CRP3 nas adesões 

focais considerando o modelo de molecular clutch, foi avaliada a contratilidade celular 

em gel de colágeno. Evidenciou-se que, apesar do maior tamanho médio de adesões, já 

em condições basais células CRP3 KO apresentam reduzida contratilidade (Figura 19) 

quando comparadas às células selvagens. Em resposta à angiotensina II, observou-se 

ainda tímidos níveis de contração em células nocaute e, em resposta ao inibidor de 

ROCK, a capacidade contrátil zera em células nocaute, enquanto células selvagens 

ainda apresentam contração residual de aproximadamente 10% (Figura 19). 

Componentes do molecular clutch são considerados mecanossensores, proteínas 

intracelulares capazes de perceber e responder a estímulos mecânicos e para esta 

finalidade, devem atender a uma série de requisitos, sendo eles: capacidade de 

exposição de sítios crípticos para interação com outras proteínas (51); capacidade de 

sofrer mudanças pós-traducionais (119–125); serem capazes de translocação (126–132); 

capacidade de formação de complexos macromoleculares (133). Todas essas 

características são encontradas em CRP3: ensaios de modelagem demonstraram que a 

região inter-LIM é extremamente flexível e foi descrita a interação com proteínas nesta 

região que é desprovida de um domínio definido (62); CRP3 é fosforilado por PKCα 

(66) e acetilado (67); em resposta a agentes como fenilefrina, sofre translocação nuclear 

em células cardíacas (134) e promove a formação de complexos proteicos envolvidos no 

ancoramento de fibras de actina nos discos Z e nos costâmeros (55,60,61,67,135,136). 

Em face dessas características de CRP3 e aos achados deste trabalho, pode-se especular 
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que CRP3 é parte do molecular clutch nas adesões focais de células musculares lisas 

aórticas.  

Mecanotransmissão via molecular clutch estabelece o equilíbrio mecânico entre 

a resistência da matriz extracelular e a contratilidade intracelular (137). Logo, 

relaxamento ou ruptura das ligações transdutoras de força no molecular clutch podem 

extinguir a mecanotransmissão. Em um cenário onde CRP3 seria essencial ao molecular 

clutch das adesões focais de células musculares lisas aórticas, pode-se especular que sua 

ausência leva ao enfraquecimento das interfaces proteína-proteína, resultando em 

reduzida meia-vida do molecular clutch e, portanto, reduzida mecanotransmissão com 

resultante mecanotransdução defeituosa (menor capacidade contrátil). Corroborando 

este modelo, em resposta ao silenciamento da proteína α-actinina (um ligante de CRP3), 

observou-se percepção aberrante da matriz extracelular e perda da capacidade contrátil 

(138), o que foi atribuído à capacidade de α-actinina de transmitir forças às adesões 

nascentes (precursoras das adesões focais), favorecendo a maturação das adesões focais 

de forma força-dependente (139). No coração, a cooperatividade de integrinas com o 

sistema de distrofina-sarcoglicano medeia a interação do aparato contrátil (sarcômero) 

com a matriz extracelular em sítios de banda Z especializados, os costâmeros (69). A 

discreta distribuição dos costâmeros em correspondência aos discos intercalares e às 

bandas Z eficientemente transmite as forças para os sarcômeros (68,69,136). Na 

ausência de CRP3, observa-se dramática ruptura na organização miofibrilar cardíaca de 

camundongos, com alteração no padrão de distribuição de vinculina (principal proteína 

do molecular clutch nas adesões focais) e consequente aumento na marcação para 

junções aderentes. Ao avaliar a resposta de cardiomiócitos CRP3 KO ao agonista β-

adrenérgico isoproterenol, verificou-se aspecto lacerado, sugestivo de resistência 

defeituosa ao estresse mecânico (61). Evidências sugerem que mutações no gene CSRP3 
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(codificador de CRP3) são fonte de cardiomiopatia dilatada e hipertrófica familiar, 

fenótipo observado em humanos que carregam tais mutações (59,97). Estes achados 

corroboram as evidências deste trabalho, que fornecem os pilares para a solidificação do 

papel de CRP3 como mecanossensor no sistema cardiovascular.  

Em síntese, os dados deste trabalho revelam a presença de CRP3 nas adesões 

focais, regulando tamanho e sinalização, com reflexos na viscoelasticidade e capacidade 

contrátil, variáveis fundamentais ao correto funcionamento de células musculares lisas. 

Em conjunto, as evidências deste trabalho suportam a hipótese de que CRP3 é um 

modulador de contratilidade e mecanotransdução em células musculares lisas aórticas. 

 



 

 

6. CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

______________________________________________________________



 

 

6. CONCLUSÕES 

 

CRP3 é uma proteína de adesão focal em células musculares lisas aórticas, cuja ausência resulta 

em redução no pool de FAK, paxilina e MLC2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

CRP3 é parte do complexo sensor de estresse nas adesões focais, sendo que sua ausência leva ao 

aumento no tamanho médio das adesões focais, com consequente aumento na tensão do citoesqueleto de 

actina. Em resposta à angiotensina II, células musculares lisas aórticas CRP3 KO falham em maturar as 

adesões focais e apresentam prejuízo à capacidade contrátil. 
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