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RESUMO 

 

Neves, VGO. Proteólise do Colágeno Tipo I pela Metaloproteinase de Matriz 

(MMP)2 Contribui para a Ativação da Quinase de Adesão Focal e Proliferação 

das Células Musculares Lisas Vasculares na Aorta em Estágios Iniciais da 

Hipertensão [Tese]. Ribeirão Preto: Universidade de São Paulo, Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, 2023 

 

Aumento da atividade da metaloproteinase de matriz (MMP)-2 contribui para 

aumentar a proliferação das células musculares lisas vasculares (CMLV) na 

aorta no início da hipertensão, ao clivar várias proteínas da matriz extracelular. 

Produtos da quebra do colágeno tipo I podem ativar as quinases de adesão focal 

(FAK), desencadeando sinais de migração e proliferação nas CMLV. Portanto, 

hipotetizamos que o aumento da atividade da MMP-2 induz a proteólise do 

colágeno tipo I nas aortas de ratos hipertensos e, assim, induz a ativação da 

FAK, levando ao aumento na proliferação das CMLV e remodelamento 

hipertrófico no início da hipertensão. Métodos: Ratos da linhagem Sprague-

Dawley foram submetidos à hipertensão renovascular pelo modelo dois rins-um 

clipe (2R1C) e tratados com Doxiciclina (30 mg/kg/dia) por gavagem do terceiro 

ao sétimo dia após a cirurgia. Ratos controles foram submetidos a cirurgia 

simulada (Sham). A pressão arterial sistólica (PAS) foi medida diariamente por 

pletismografia de manguito de cauda e as aortas foram processadas para 

zimografia e Western blot para MMP-2, pFAK/FAK, integrinas e colágeno tipo I. 

Espectrometria de massa, análise morfológica e imunofluorescência usando 

Ki67 também foram realizadas para identificar a estrutura do colágeno e a 

proliferação das CMLV. Células A7r5 foram estimuladas com colágeno e 

tratadas com inibidores de MMP (Doxiciclina ou ARP-100) e com o inibidor de 

FAK, PND1186, por 24 h. As células foram lisadas e avaliadas por Western blot 

para pFAK/FAK. Resultados: Ratos 2R1C desenvolveram PAS elevada na 

primeira semana, assim como aumento na expressão e atividade da MMP-2 na 

aorta (p<0,05 em relação ao grupo Sham). O tratamento com Doxiciclina reduziu 

tanto a atividade da MMP-2 quanto a proteólise do colágeno tipo I nas aortas de 

ratos 2R1C (p<0,05). Aumento de pFAK/FAK e aumento na proliferação das 

CMLV ocorreu no grupo hipertenso (p<0,05 em relação aos grupos Sham) e a 

Doxiciclina reduziu ambos os parâmetros (p<0,05). O aumento na proliferação 
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de CMLV contribuiu para o remodelamento hipertrófico, conforme visto pelo 

aumento na razão média/lúmen e área de secção transversal (p<0,05 em relação 

aos grupos Sham). Em cultura de células, a MMP-2 cliva o colágeno, efeito 

revertido por inibidores de MMP (p<0,05). Níveis aumentados de pFAK/FAK 

foram observados quando o colágeno foi adicionado ao meio de cultura (p<0,05 

em relação ao controle) e inibidores de MMP e FAK reduziram esse efeito. 

Conclusões: O aumento na atividade da MMP-2 induz a proteólises do colágeno 

tipo I nas aortas de ratos 2R1C e contribui para ativar FAK, induzindo a 

proliferação das CMLV durante a fase inicial da hipertensão.  

 

Palavras-chave: metaloproteinase de matriz-2; colágeno; células musculares 

lisas vasculares; quinase de adesão focal; hipertensão 
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ABSTRACT 

 

Neves, VGO. Type I collagen proteolysis by matrix metalloproteinase-2 

contributes to focal adhesion kinase activation and vascular smooth muscle cell 

proliferation in the aorta in early hypertension [Thesis]. Ribeirão Preto: 

Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 2023 

 

Introduction: Increased matrix metalloproteinase (MMP)-2 activity contributes to 

increase vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation in the aorta in early 

hypertension by cleaving many proteins of the extracellular matrix. Cleaved 

products from type I collagen may activate focal adhesion kinases (FAK) that 

trigger migration and proliferation signals in VSMC. We therefore hypothesized 

that increased activity of MMP-2 proteolyzes type I collagen in aortas of 

hypertensive rats, and thereby, induces FAK activation, thus leading to increased 

VSMC proliferation and hypertrophic remodeling in early hypertension. Methods: 

Male Sprague-Dawley rats were submitted to renovascular hypertension by the 

two kidney-one clip (2K1C) model and treated with Doxycycline (30 mg/kg/day) 

by gavage from the third to seventh-day post-surgery. Controls were submitted 

to sham surgery. Systolic blood pressure (SBP) was measured daily by tail-cuff 

plethysmography and the aortas were processed for zymography and Western 

blot for MMP-2, pFAK/FAK, integrins and type I collagen. Mass spectrometry, 

morphological analysis and Ki67 immunofluorescence were also done to identify 

collagen changes and VSMC proliferation. A7r5 cells were stimulated with 

collagen and treated with the MMP inhibitors (Doxycycline or ARP-100), and with 

the FAK inhibitor PND1186 for 24 h. Cells were lysed and evaluated by Western 

blot for pFAK/FAK. Results: 2K1C rats developed elevated SBP in the first week 

as well as increased expression and activity of MMP-2 in the aorta (p<0.05 vs. 

Sham). Treatment with Doxycycline reduced both MMP activity and type I 

collagen proteolysis in aortas of 2K1C rats (p<0.05). Increased pFAK/FAK and 

increased VSMC proliferation (p<0.05 vs. Sham groups) were also seen in the 

aortas of 2K1C and Doxycycline decreased both parameters (p<0.05). Higher 

proliferation of VSMC contributed to hypertrophic remodeling as seen by 

increased media/lumen ratio and cross-sectional area (p<0.05 vs Sham groups). 

In cell culture, MMP-2 cleaves collagen, an effect reversed by MMP inhibitors 
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(p<0.05). Increased levels of pFAK/FAK were observed when collagen was 

added in the culture medium (p<0.05 vs control) and MMP and FAK inhibitors 

reduced this effect. Conclusions: Increase in MMP-2 activity proteolyzes type I 

collagen in the aortas of 2K1C rats and contributes to activate FAK and induces 

VSMC proliferation during the initial phase of hypertension. 

 

Keyword: matrix metalloproteinase-2; collagen; vascular smooth muscle cells; 

focal adhesion kinase; hypertension. 
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Abreviação 

- °C - Graus Celsius 

- µg - Micrograma 

- µm - Micrômetro 

- π - Unidade Pi 

- Ai - Área Interna do Lúmen 

- Ae - Área Externa 

- BSA - Albumina de Soro Bovino 

- CSA - Área de Secção Transversal 

- CONCEA - Controle de Experimentação Animal 

- Da - Dalton 

- DE - Diâmetros Externos 

- DI - Diâmetros Internos 

-Dox- Doxicilina 

- DTT - Ditiotreitol 

- FAK - Cinase de Adesão Focal 

- FERM - Ezrina, Radixina e Moesina 

- g - Gramas 

- H2O2 - Peróxido de Hidrogênio 

- HCl - Ácido Clorídrico 

- Hz - Hertz 

- KDa - Kilodalton 

- MALDI - Espectrometria de Massas por Ionização e Desorção Assistida por 

Matriz 

- MEC - Matriz Extracelular 

- M/L - Camada Média/Lúmen 

- mg - Miligramas 

- mmHg - Milímetros de Mercúrio 

- MMP - Metaloproteinases de Matriz 

- MMP-2 - Metaloproteinases de Matriz Tipo 2 

- MMP-9 - Metaloproteinases de Matriz Tipo 9 

- MMP-14 - Metaloproteinases de Membrana 14 
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- mM - Mili Mol 

- ml - Mililitro 

- NaF - Fluoreto de Sódio 

- ONOO- - Peroxinitrito 

- PAS - Pressão Arterial Sistólica 

- PVAT - Tecido Adiposo Perivascular 

- RGD - Arginina-Glicina-Asparagina 

- ROS - Espécies Reativas de Oxigênio 

- SEM - Erro Padrão da Média 

- Sham - Animal Submetido a Cirurgia Fictícias 

- SFB - Soro Fetal Bovino 

- SUS - Sistema Único de Saúde 

- TBS-T - Solução de Salina Tamponada com Tris e Tween 20 

- TIMP-2 - Inibidor Tecidual das Metaloproteinases de Matriz 2 

- TOF - Espectrômetro de Massa Quadrupolo ou de Tempo de Voo 

- 2R1C – Dois Rins e um clipe 
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1 Introdução 

 

1.1 Remodelamento Vascular 

 

A parede vascular é constituída por células endoteliais, células musculares 

lisas e fibroblastos camada adventícia e PVAT que interagem de maneira 

autócrina e parácrina no microambiente extracelular. Essa interação possibilita 

que a parede vascular identifique modificações na matriz extracelular (MEC), 

integre esses estímulos em sinais intracelulares e, por meio da produção local 

de mediadores, promova modificações na estrutura e função vascular. O 

processo de remodelamento vascular é, portanto, um fenômeno estrutural que 

engloba o crescimento, a morte e a migração celular, assim como a síntese ou 

degradação da MEC. Essas respostas são desencadeadas por diversos 

estímulos, tais como fatores de crescimento, substâncias vasoativas e 

alterações hemodinâmicas (RENNA; DE LAS HERAS; MIATELLO, 2013). 

 

A hemodinâmica nos vasos sanguíneos é regida por princípios físicos, que 

incluem o número de Reynolds, a lei de Poiseuille e a lei de LaPlace. Essas leis 

estão fundamentadas na natureza do fluxo sanguíneo, nos parâmetros que o 

influenciam e nas forças que são exercidas sobre as paredes arteriais 

(KORSHUNOV; SCHWARTZ; BERK, 2007). Mudanças crônicas na 

hemodinâmica fisiológica, como aquelas observadas na hipertensão arterial 

sistêmica, têm o potencial de provocar adaptações que resultam no tipo de 

remodelamento verificado em diferentes tipos de leitos vasculares (AGBAJE, 

2023a; KORSHUNOV; SCHWARTZ; BERK, 2007). 
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O padrão de remodelamento dos vasos sanguíneos na hipertensão arterial 

está intimamente relacionado com o diâmetro e a função da artéria sob análise. 

Isso pode, em parte, refletir a influência significativa exercida pelo fluxo 

sanguíneo na estrutura arterial. O fluxo exerce efeito sobre as artérias por meio 

da força friccional aplicada à parede, conhecida como estresse de cisalhamento. 

Esse estresse é percebido pelas células endoteliais que, como resposta, liberam 

uma variedade de fatores vasoativos. Esses fatores influenciam o tônus e o 

crescimento da parede arterial. Nas artérias elásticas e musculares observa-se 

um aumento no diâmetro e na espessura da parede; estas artérias não apenas 

contribuem indiretamente para a resistência vascular periférica, mas também 

impactam a complacência total e a reflexão das ondas de pulso (AGBAJE, 

2023a, 2023b; MAYET; HUGHES, 2003). 

 

No contexto do remodelamento arterial hipertrófico, a proliferação e a 

migração celular desempenham um papel crucial no aumento da espessura da 

camada média das artérias de condutância (M/L) e na ampliação da área de 

secção transversal (CSA). Essas mudanças são uma resposta à elevação da 

pressão arterial e culminam na intensificação da deposição de matriz extracelular 

(MEC) e no aumento da rigidez arterial. Por outro lado, sob os mesmos 

estímulos, ocorre um rearranjo e sobreposição das células musculares lisas 

vasculares na camada média das artérias de resistência no processo de 

remodelamento eutrófico. Esse rearranjo pode contribuir para a diminuição da 

função vasodilatadora nesses leitos vasculares (CASTRO et al., 2008; 

MARTINEZ-LEMUS et al., 2011).  
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As forças mecânicas que atuam sobre o tecido vascular são percebidas 

pelas células musculares lisas vasculares como estímulos, os quais são 

transmitidos aos componentes da MEC, aos receptores celulares e às estruturas 

intracelulares. Portanto, o estiramento mecânico, quando excede um 

determinado limiar fisiológico, desempenha um papel crucial na manutenção do 

fenótipo diferenciado, conhecido como fenótipo contrátil, das células musculares 

lisas (HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ, 2014). 

 

No entanto, em situações em que a pressão arterial está aumentada, ocorre 

uma mudança no fenótipo das células musculares lisas, passando do estado 

contrátil para o estado sintético. Experimentos que envolvem o estiramento de 

células musculares lisas em cultura demonstram essa transição de fenótipo. Isso 

ocorre devido à perda de algumas proteínas do citoesqueleto, ao aumento da 

síntese de proteínas, aumento na quantidade de MEC e um estado de 

proliferação significativo (ANWAR et al., 2012). Existem algumas explicações 

nas perdas de proteínas do citoesqueleto das células musculares lisas ao qual 

pode acarretar mudanças no fenótipo celular, como o aumento da atividade de 

metaloproteinases (MMPs) intracelular que podem degradar o citoesqueleto 

(BELO; GUIMARÃES; CASTRO, 2015; BELO et al., 2016; BLASCKE DE MELLO 

et al., 2019; PARENTE et al., 2021) assim como ativação de mecanismos 

epigenéticos que reduzem a produção dos constituintes de formação do 

citoesqueleto (JEONG et al., 2021; ZUREK et al., 2021). 

 

Como mencionado anteriormente, tanto a síntese quanto a degradação dos 

componentes da MEC, juntamente com a proliferação e migração celulares, 

desempenham um papel fundamental na hipertrofia da parede arterial. A MEC é 

uma estrutura tridimensional dinâmica presente em todos os tecidos, passível de 

mudanças fisiológicas constantes para manter a homeostase tecidual. Portanto, 

as funções da MEC vão além da preservação da integridade e elasticidade dos 

tecidos. A desregulação em termos de composição, estrutura, espessura e 

quantidade da MEC contribui para diversas condições fisiopatológicas 

(BONNANS; CHOU; WERB, 2014). 
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1.2 MEC e as MMPs 

 

A MEC é composta por macromoléculas como proteoglicanos, colágenos, 

elastina, fibronectina e laminina. Dentre essas, os colágenos se destacam como 

as proteínas fibrosas mais abundantes na MEC intersticial, representando cerca 

de 30% da massa proteica total em organismos multicelulares (FRANTZ; 

STEWART; WEAVER, 2010). A estrutura básica dos colágenos consiste em três 

cadeias polipeptídicas que se organizam em uma tripla hélice. Essas cadeias 

apresentam regiões caracterizadas por repetições de aminoácidos no padrão 

Glicina-X-Y, em que X e Y podem ser qualquer aminoácido. Dentre os colágenos, 

os tipos mais prevalentes são o colágeno tipo I e o tipo III, que formam fibrilas. 

Estas fibrilas conferem resistência e suporte mecânico aos tecidos (HULMES, 

2002). 

 

Os colágenos estabelecem interações diretas com as células, seja por meio 

de receptores transmembranares ou por meio de moléculas intermediárias que 

reconhecem os receptores na superfície celular. A adesão celular estável ao 

colágeno desempenha um papel crucial em diversos processos fisiológicos, 

como ancoragem e diferenciação celular. Entre os receptores que se ligam 

diretamente à tripla hélice nativa do colágeno estão as integrinas, os receptores 

com domínios discoidinas, a glicoproteína VI e o receptor 1 semelhante a 

imunoglobulinas associado a leucócitos (LEITINGER, 2011). A clivagem de 

componentes da MEC, incluindo o colágeno, é um processo central no 

remodelamento vascular. Esse processo desempenha um papel crucial na 

regulação da abundância, composição e estrutura da matriz, além de liberar 

moléculas bioativas, como fatores de crescimento. Muitas proteases estão 

envolvidas nesse processo, incluindo as metaloproteinases de matriz (MMPs), 

as adamalisinas e as meprinas (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). Essas 

proteases desempenham um papel essencial na manutenção da dinâmica e da 

homeostase da MEC.  
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As MMPs são enzimas proteolíticas dependentes de zinco que 

desempenham papel fundamental na degradação de alvos tanto extracelulares 

quanto intracelulares em diversos tecidos. Elas contribuem para migração e 

proliferação celular durante a embriogênese e em situações fisiopatológicas, 

como a hipertensão. Especificamente, as MMP-2 e -9 têm papel significativo na 

hipertensão devido seu envolvimento no processo de remodelamento vascular 

crônico mal adaptativo. Esse processo é observado tanto em modelos animais 

de hipertensão arterial quanto na clínica (BELO; GUIMARÃES; CASTRO, 2015). 

A atividade dessas MMPs está relacionada à alteração da MEC e à modulação 

da estrutura da parede arterial, contribuindo para as mudanças hipertróficas em 

condições hipertensivas (BELO; GUIMARÃES; CASTRO, 2015). 

 

 A MMP-2 é sintetizada como pró-enzima, e esta é secretada e ativada por 

processos proteolíticos através da remoção do pró-peptídeo aminoterminal. O 

pró-peptídeo tem a função de manter a enzima na forma latente, devido à 

interação entre um resíduo de cisteína desse peptídeo e o sítio ativo, contendo 

zinco, na MMP-2. Quando ocorrem alterações nessa interação, a enzima é 

ativada (GALIS; KHATRI, 2002; SIMÕES; PEREIRA; CASEIRO, 2022). Uma das 

formas de ativação da MMP-2 pode ocorrer durante sua saída para o ambiente 

extracelular junto do seu principal inibidor tecidual, o TIMP-2, em um complexo 

que envolve a MMP-14. A porção N-terminal do TIMP-2 se liga ao sítio catalítico 

da MMP-14, formando o complexo TIMP-2-MMP-14. Ao mesmo tempo, a porção 

C-terminal do TIMP-2 age como um receptor para a região C-terminal da MMP-

2, aumentando a interação com a MMP-14 e levando à ativação proteolítica da 

MMP-2 (RIBEIRO VITORINO et al., 2023). Outro mecanismo regulatório de 

modulação da atividade da MMP-2 ocorre por meio de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), incluindo o ânion superóxido (O2–), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o peroxinitrito (ONOO–) (BELO; GUIMARÃES; CASTRO, 2015; 

PARENTE et al., 2021; RIBEIRO VITORINO et al., 2023). 
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 Estudos têm mostrado que o estresse mecânico imposto à parede vascular 

devido às mudanças hemodinâmicas provocadas pela hipertensão exerce um 

efeito regulatório positivo sobre a expressão e atividade da MMP-2 nas artérias. 

Isso resulta em um aumento da degradação de elementos da MEC, como 

colágeno e elastina (CHESLER; KU; GALIS, 1999). Esse processo de 

degradação proteica contribui para as alterações estruturais observadas nas 

paredes arteriais em resposta à hipertensão. 

 

 Para diversos tipos celulares, a clivagem dos colágenos tipo I e IV 

desempenha um papel crucial na migração através da MEC, por duas razões 

fundamentais: a proteólise promove o afrouxamento da estrutura da MEC, 

criando vias migratórias para as células, e expõe sítios específicos na estrutura 

dos colágenos que têm a capacidade de interagir com determinadas integrinas. 

Essas interações favorecem tanto a migração quanto a proliferação das células. 

Esses processos podem levar ao remodelamento da parede vascular, 

contribuindo para a hipertrofia observada na hipertensão (EGEBLAD; RASCH; 

WEAVER, 2010). 

 

 Esses sítios de interação, conhecidos como sequências RGD, estão 

presentes em diversas macromoléculas da MEC e são compostos por uma tríade 

de aminoácidos: arginina, glicina e asparagina. Esta sequência demonstrou 

desencadear respostas de ligação celular, tanto que peptídeos sintéticos que 

contêm essas sequências RGD têm a capacidade de mediar interações celulares 

de maneira semelhante às moléculas nativas (SCHAFFNER; DARD, 2003). As 

interações celulares dependentes das sequências RGD desempenham papel 

crucial na modulação e maturação de estruturas de adesão, tais como os 

complexos focais, as adesões focais e as adesões fibrilares. Portanto, a adesão 

mediada pela sequência RGD pode ser desdobrada em três componentes 

distintos: o substrato ou componente extracelular contendo a sequência RGD, o 

sensor ou receptor de superfície que reconhece a sequência RGD e o efetor ou 

molécula intracelular de sinalização. Cada um desses componentes age em 

colaboração com várias outras macromoléculas para modular a dinâmica das 

interações mediadas pela sequência RGD (BENOIT et al., 2012). 
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 Além desse mecanismo, a proteólise do colágeno pelas MMPs também 

leva à formação de fragmentos característicos que possuem cerca de um a três 

quartos do tamanho da molécula nativa. Esses fragmentos têm a capacidade de 

atuar como antagonistas dos receptores do colágeno nativo, especificamente 

das integrinas α2β1. Isso ocorre porque a ligação desses fragmentos aos 

receptores não é suficiente para ativá-los, impedindo a ligação do colágeno 

original. Contudo, esses mesmos fragmentos são capazes de interagir com as 

integrinas αV, aumentando a superfície de contato dos domínios RGD, o que 

resulta na estimulação da migração e proliferação celular (MESSENT et al., 

1998; PANG et al., 2023).  
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1.3 Integrinas e Sinalização Intracelular: Explorando as Conexões 

Moleculares  

 

Os produtos resultantes da proteólise da MEC, como o colágeno tipo I, têm 

a capacidade de interagir com as integrinas, que desempenham um papel central 

na mediação de eventos de sinalização intracelular. Esses eventos culminam na 

indução de proliferação e migração celular. As integrinas são receptores 

glicoproteicos transmembranares do tipo I, compostos por subunidades alfa, com 

um peso molecular variando entre 120 e 180 kDa, e subunidades beta, com um 

peso molecular entre 90 e 110 kDa (ROSS; BORG, 2001). 

 

As integrinas formam uma família diversificada de receptores de superfície 

celular, composta por mais de 18 subunidades alfa e 8 subunidades beta, 

resultando em cerca de 24 pares distintos identificados. Cada heterodímero de 

integrina é composto por um amplo domínio extracelular que interage com 

proteínas extracelulares, um domínio transmembranar que atravessa a 

membrana celular e um domínio intracitoplasmático curto na porção caudal. 

Esse último é responsável pelas interações com elementos do citoesqueleto, 

graças à mediação de proteínas adaptadoras (LI; FRANGOGIANNIS, 2022; 

ROSS; BORG, 2001). 

 

A ligação específica das integrinas aos componentes da MEC, como 

lamininas, colágeno e fibronectina, é determinada pelos domínios extracelulares 

presentes nas várias subunidades alfa e beta que compõem o heterodímero. 

Isso resulta em diferentes integrinas especializadas para interagir com diferentes 

elementos da matriz. Por exemplo, as integrinas α1β1, α2β1, α10β1 e α11β1 são os 

principais receptores dos colágenos, enquanto as integrinas α3β1, α6β1, α6β4 e 

α7β1 são os principais receptores da laminina. Por fim, as integrinas α5β1, α8β1, 

αIIbβ3 e αV interagem predominantemente com a fibronectina por meio dos 

sistemas de adesão dependentes da sequência RGD (SRICHAI; ZENT; 

MANAKAN BETSY SRICHAI AND ROY ZENT, 2010). 
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As integrinas desempenham um papel essencial na proliferação e migração 

celular, agindo diretamente como moléculas de ligação à MEC. Além disso, 

esses receptores também regulam vias de sinalização intracelular que controlam 

a reorganização do citoesqueleto, a geração de força e sobrevivência celular. A 

composição específica da MEC determina quais vias de sinalização serão 

ativadas pelas integrinas. Isso normalmente envolve a fosforilação da cinase de 

adesão focal (FAK), o recrutamento de proteínas adaptadoras, a ativação de 

GTPases e outras moléculas efetoras (HOOD; CHERESH, 2002). 

 

 Estudos indicam que as integrinas podem ser reguladas de forma positiva 

pela angiotensina II em fibroblastos cardíacos de ratos adultos e neonatos. 

Especificamente, a angiotensina II tem a capacidade de aumentar a expressão 

das subunidades αV, β1, β3 e β5, que desempenham um papel importante na 

interação dessas células com as proteínas da MEC.(GRAF et al., 2000; JIA et 

al., 2003; K KAWANO et al., 2000) Isso resulta na fosforilação da FAK e na 

expressão de α-actinina (PANG et al., 2023). Modelos animais de hipertensão 

arterial também mostraram um aumento dessas proteínas em comparação com 

controles (GRAF et al., 2000; KAWANO et al., 2000). 

 

Em culturas de células musculares lisas vasculares, a interação dos 

produtos de degradação do colágeno com as integrinas também desencadeia 

vias de sinalização que levam à ativação de alvos intracelulares, como paxilina, 

talina e p125 FAK. Essas proteínas são essenciais para a manutenção dos 

complexos focais e para a aderência das células à MEC. Esse processo contribui 

para as alterações observadas na migração e aderência celular em resposta à 

degradação da MEC (CARRAGHER et al., 1999). 
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 Em modelos de roedores transgênicos com hipertensão, que exibem 

frequentemente um padrão de remodelamento arterial eutrófico, foi demonstrado 

que as integrinas do tipo β1 e β3 contribuem para causar mudanças estruturais 

hipertróficas nas artérias de resistência. Quando utilizou-se um peptídeo 

agonista análogo as sequências RGD foi observado remodelamento eutrófico, 

(HEERKENS et al., 2014). Além disso, nos animais hipertensos, observou-se 

fosforilação do resíduo de tirosina 397 da FAK e a ativação da via de sinalização 

c-Src. Esses processos foram associados principalmente à integrina β1 

(HEERKENS; IZZARD; HEAGERTY, 2007). Essas descobertas sugerem que as 

interações entre integrinas e a MEC, especialmente aquelas mediadas pelas 

sequências RGD, desempenham papel fundamental nas alterações estruturais 

vasculares observadas na hipertensão arterial. As mudanças na sinalização 

intracelular, incluindo a ativação da FAK e sinalização c-Src, destacam a 

importância das integrinas no processo de remodelamento vascular (ZHAO; 

REISKE; GUAN, 1998). 

 

A FAK são enzimas tirosina-cinases de 125 kDa presentes em todos os 

tipos celulares. Elas possuem uma estrutura que inclui um domínio N-terminal 

homólogo às proteínas, ezrina, radixina e moesina (FERM), um domínio cinase 

central, regiões ricas em aminoácidos prolina e um domínio C-terminal 

direcionado para a adesão focal (FAT). O domínio FERM da FAK facilita a 

sinalização intracelular a partir de receptores tirosina-cinase, como o receptor do 

fator de crescimento epidermal e o receptor do fator de crescimento derivado de 

plaquetas. Por sua vez, o domínio C-terminal contém sítios ricos em prolina que 

atuam como regiões de ligação para proteínas com domínios SH3, permitindo a 

interação com proteínas adaptadoras, como a p130Cas. Essa proteína promove 

a migração celular (ZHAO; REISKE; GUAN, 1998).  Além disso, as proteínas 

GRAF e ASAP1 regulam a dinâmica do citoesqueleto e a formação das adesões 

focais. O domínio FAT promove a co-localização da FAK com as integrinas nas 

adesões focais, por meio de proteínas associadas às integrinas, como a paxilina 

e a talina.  
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Importante notar que o domínio FAT também é capaz de ativar a cascata 

de sinalização das proteínas Rho, um grupo de proteínas importantes na 

sinalização de eventos como proliferação e migração celular. Esse conjunto de 

interações e funções destaca a FAK como peça-chave na regulação das vias de 

sinalização intracelular relacionadas à adesão, migração e proliferação celular 

(LIM et al., 2008). 

 

Estudos evidenciam que a FAK possui a capacidade de inativar a proteína 

p53 de maneira independente da sua atividade quinase, por meio dos domínios 

FERM. Esses domínios atuam como locais de ancoragem e promovem a 

ubiquitinação da p53, com dependência da proteína Mdm2. Esse processo 

requer a translocação nuclear da FAK e desempenha um papel significativo na 

promoção da proliferação e sobrevivência celular (LIM et al., 2008). Em 

experimentos de transfecção em células de fibroblastos NIH 3T3 em cultura, foi 

observado que a FAK age como mediador intracelular na regulação do ciclo 

celular via integrinas. Outras evidências sugerem que a formação do complexo 

FAK/Src nos contatos focais, a ativação da proteína ERK e o aumento das 

ciclinas D1 e p21 são eventos cruciais que contribuem para a regulação do ciclo 

celular. Esse conjunto de descobertas destaca o papel complexo e multifuncional 

da FAK nas vias de sinalização intracelular que regulam o ciclo e a proliferação 

celular (HEERKENS et al., 2014; ZHAO; REISKE; GUAN, 1998). Estudo 

realizado por Jeong et al. demonstrou a importância da ativação da FAK no 

processo de proliferação das células musculares lisas. Seus resultados 

mostraram que o enriquecimento nuclear da FAK, por meio da inibição da 

atividade catalítica da FAK durante a lesão vascular, bloqueia a proliferação das 

células musculares lisas e a hiperplasia neointimal, regulando a transcrição da 

ciclina D1 mediada por GATA4. 
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Em resumo, o aumento da tensão nas paredes arteriais decorrente do 

estresse mecânico induzido pela hipertensão arterial leva a alterações no 

comportamento das células musculares lisas vasculares e ao aumento da 

expressão e atividade da MMP-2. Uma vez ativada, a MMP-2 tem a capacidade 

de clivar os componentes da MEC, como o colágeno tipo I, resultando na 

formação de produtos de clivagem do colágeno e na exposição de sítios críticos 

na estrutura desse componente. Os produtos resultantes da degradação do 

colágeno podem ativar as integrinas da superfície celular, desencadeando uma 

cascata de eventos de sinalização intracelular. Isso inclui a fosforilação da FAK, 

que promove a ativação de vias sinalizadoras de proliferação e migração 

celulares. Esses processos contribuem ao remodelamento hipertrófico da 

hipertensão, incluindo a hipertrofia da camada média das artérias de grande 

calibre. Em conjunto, essas mudanças celulares e moleculares demonstram a 

complexa interação entre os componentes da MEC, as células musculares lisas 

vasculares e as vias de sinalização envolvidas no processo de remodelamento 

vascular em resposta à hipertensão arterial. 

 

Apesar da ampla quantidade de literatura sobre o assunto, ainda há pouco 

conhecimento sobre o papel das MMPs no remodelamento dos vasos de 

condutância, como a aorta, durante a hipertensão renovascular, bem como sua 

interação com as vias de proliferação celular e sobrevivência que possivelmente 

conduziriam ao aumento da espessura da camada média nessas artérias.



 

2 Justificativa 

 

Conforme a Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial de 2020 (BARROSO 

et al., 2021), a hipertensão é uma condição clínica de natureza multifatorial, 

caracterizada pela elevação sustentada dos níveis pressóricos ≥ 140 e/ou 90 

mmHg. Essa condição está relacionada com distúrbios metabólicos, alterações 

funcionais e estruturais de órgãos, sendo agravada pela presença de diversos 

fatores de risco, tais como dislipidemia, obesidade abdominal, intolerância à 

glicose e diabetes melito. A hipertensão está associada a eventos como morte 

súbita, acidente vascular encefálico, infarto agudo do miocárdio, insuficiência 

cardíaca, doença arterial periférica e doença renal crônica. De acordo com a 

Pesquisa Nacional de Saúde de 2013, 21,4% (IC 95%) dos adultos brasileiros 

auto relataram ter hipertensão arterial (BARROSO et al., 2021; SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016). Entretanto, quando consideramos as 

medidas de pressão arterial aferidas e o uso de medicação anti-hipertensiva, o 

percentual de adultos com pressão arterial igual ou superior a 140 por 90 mmHg 

chega a 32,3% (IC 95%). Foi identificado que a prevalência de hipertensão 

arterial é maior entre homens e, como era esperado, aumenta com a idade, 

atingindo 71,7% para indivíduos acima de 70 anos. Em 2017, houve um total de 

1.312.663 óbitos no Brasil, com 27,3% deles relacionados a doenças 

cardiovasculares (BARROSO et al., 2021; SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

CARDIOLOGIA, 2016). Essas doenças representam 22,6% das mortes 

prematuras no Brasil, ocorridas entre pessoas com idade entre 30 e 69 anos. No 

período de uma década, de 2008 a 2017, foram estimadas 667.184 mortes 

atribuíveis à hipertensão arterial. Ao longo da última década, 77% dos custos 

com hospitalizações no Sistema Único de Saúde (SUS) relacionados à doença 

arterial coronariana foram decorrentes de doenças cardiovasculares associadas 

à hipertensão arterial. Esses custos aumentaram 32% em termos reais, 

passando de R$ 1,6 bilhão para R$ 2,2 bilhões no período de 2010 a 2019 

(BARROSO et al., 2021). 

 

O remodelamento cardiovascular resultante da hipertensão arterial 

desempenha um papel direto nas alterações morfofuncionais já mencionadas 
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anteriormente. Esse processo é ativo e envolve uma série de eventos celulares 

e teciduais, como o crescimento, a morte e a migração das células, bem como a 

síntese ou degradação da MEC em resposta às mudanças hemodinâmicas que 

afetam o coração e os vasos sanguíneos. Vários estudos têm apontado a 

participação das MMPs, incluindo a MMP-2, na origem dessas alterações 

cardiovasculares mal adaptativas. O aumento da atividade da MMP-2 contribui 

para a reorganização da MEC, pois promove proteólise de componentes como 

colágeno, estimulando vias de sinalização intracelulares, que desempenham 

papel importante nos eventos celulares e teciduais mencionados anteriormente. 



3 Hipótese 

 

O aumento na atividade da MMP-2 em aorta torácica de ratos hipertensos 

leva à proteólise do colágeno tipo I na MEC, contribuindo para a ativação da FAK 

via integrinas. Este processo, por sua vez, resulta no aumento da proliferação 

celular e desenvolvimento do remodelamento arterial hipertrófico da hipertensão. 
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4 Objetivo 

 

Avaliar se a ativação da MMP-2 na fase aguda da hipertensão contribui para 

a proteólise do colágeno tipo I na MEC, e se os produtos resultantes dessa 

proteólise podem ativar vias de proliferação celular dependentes da FAK, 

possivelmente levando à hipertrofia das artérias de condutância. 

 

 

4.1 Objetivos Secundários  

 

- Avaliar se os inibidores de MMPs, Doxiciclina e ARP-100, previnem a 

proteólise do colágeno tipo I e inibem a proliferação acentuada das células 

musculares lisas vasculares na hipertensão. 

 

- Avaliar se os inibidores de MMPs previnem o remodelamento arterial 

hipertrófico na fase inicial da hipertensão. 

 

- Avaliar se a proteólise do colágeno pode ativar preferencialmente a via da 

FAK, na presença ou ausência do inibidor da FAK, PND 1186.  

 

- Avaliar se, na presença de colágeno, o inibidor da FAK é capaz de bloquear 

a migração das células musculares lisas. 
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5 Metodologia 

 

5.1 Modelo de hipertensão 2R1C 
 

Em nosso protocolo experimental, empregamos ratos Sprague-Dawley 

(pesando 180 ± 20 g), obtidos do biotério da Universidade de São Paulo, Campus 

de Ribeirão Preto, para conduzir as investigações. Todos os procedimentos 

obedeceram estritamente às diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA), sendo previamente aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto (165/2019). 

 

Os ratos foram alojados em gaiolas coletivas, mantidos sob condições 

controladas, incluindo um ciclo de luz de 12/12 horas a temperatura de 24°C, 

com acesso ininterrupto a água e ração. A fim de realizar a cirurgia de 

hipertensão renovascular, conhecida como modelo 2R1C (GOLDBLATT, 1958), 

os ratos foram anestesiados com cetamina e xilazina (nas doses de 100 e 10 

mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal). Nessa intervenção cirúrgica, um 

clipe de prata com uma abertura de 0,2 mm foi cuidadosamente posicionado na 

artéria renal esquerda, induzindo estenose. Os grupos controles, submetidos 

apenas à laparotomia, sem a aplicação do clipe, foram designados como Sham. 

Logo após a cirurgia, os ratos receberam uma única dose de flunixina (1,0 ml/kg) 

e oxitetraciclina (1,0 ml/kg) por via subcutânea e intramuscular, respectivamente. 

Ao término do protocolo, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina 

(100 mg/kg e 10 mg/kg, intraperitonealmente) e posteriormente eutanasiados 

para a remoção da aorta torácica, com o objetivo de avaliar os parâmetros 

morfofuncionais e bioquímicos. 
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5.2 Pletismografia de Cauda e Peso Corporal 

 

A pressão arterial sistólica (PAS) foi mensurada diariamente por 

pletismografia de cauda, enquanto o peso corporal foi medido diretamente na 

balança, ambos durante sete dias após a cirurgia. Os ratos foram considerados 

hipertensos quando a PAS aumentou até 25 mmHg após três dias da cirurgia, 

em comparação com o valor basal. Os ratos foram tratados com Doxiciclina (30 

mg/kg/dia, #Sigma, D989) ou água (veículo) por gavagem por cinco dias. Para a 

pletismografia de cauda, os ratos foram contidos e mantidos em uma plataforma 

aquecida (37°C) para facilitar as medições. Os manguitos foram colocados na 

cauda e conectados a um sistema de aquisição de dados (sistema de pressão 

arterial não invasivo CODA, V.1.1, 2007, Kent Scientific Inc.). Pelo menos cinco 

medidas de PAS foram usadas para calcular a média. Ao final dos sete dias, os 

ratos foram anestesiados com cetamina e xilazina e eutanasiados por meio de 

incisões abdominais e torácicas para remover a aorta e avaliar os parâmetros 

morfofuncionais e bioquímicos. 
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5.3 Determinação da atividade das MMPs por zimografia em gel e in situ 

 

As proteínas foram extraídas das aortas torácicas utilizando um 

pulverizador de vidro com solução RIPA contendo 200 mM de NaF e 1 mM de 

ortovanadato de sódio, além do coquetel de inibidores de proteínas em 

concentração 1x. A digestão ocorreu ao longo de 2 horas a 4°C e os 

sobrenadantes foram obtidos por centrifugação 12.000 rpm por 10 minutos. A 

concentração de proteínas foi medida utilizando o ensaio de Bradford (#B6916; 

Sigma-Aldrich, EUA). Homogeneizados aórticos (15 µg) foram misturados a um 

tampão não redutor (0,25 M de Tris-HCl pH 6,8, 30% de glicerol, 10% de lauril 

sulfato de sódio, 0,179 mM de azul de bromofenol) e carregados em um gel de 

poliacrilamida 8% copolimerizado com gelatina (1 mg/ml), sendo posteriormente 

submetidos à eletroforese a 80 Volts por cerca de 4 a 5 horas, ou até que a 

banda de interesse tenha percorrido completamente o gel. Os géis foram 

incubados duas vezes por 30 minutos cada com Triton X-100 a 2,5% v/v, à 

temperatura ambiente, e em seguida com um tampão ativador (150 mM de NaCl, 

5 mM de CaCl2.2H2O, 50 mM de Tris, pH 7,6) durante 16 horas a 37°C. Os géis 

foram corados com 0,05% de Azul de Coomassie G-250 (diluído em 25% de 

metanol e 10% de ácido acético) e descorados com 30% de metanol e 10% de 

ácido acético. A atividade gelatinolítica foi detectada por meio de bandas 

descoradas em um fundo azul e quantificada utilizando o software ImageJ 

(Institutos Nacionais de Saúde, NIH).  
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Para analisar a atividade gelatinolítica in situ, as crio secções da aorta (5 

µm), previamente incluídas em Tissue-Tek OCT, foram reidratadas em PBS por 

10 minutos. As secções foram incubadas com gelatina marcada com corante 

(dye-quenched gelatin) (1 mg/mL, #D12054, ThermoFisher), diluída 1:10 em um 

tampão ativador (150 mM NaCl, 5 mM CaCl2·2H2O, 50 mM Tris, pH 7.6), dentro 

de uma câmara escura e umedecida, por 1 hora a 37°C. Após essa etapa, as 

secções foram fixadas em formaldeído 4% por 20 minutos e lavadas com PBS. 

Para controle negativo, secções de aortas controles foram incubadas com PBS, 

não apresentando fluorescência. As imagens foram capturadas em aumento de 

400x utilizando um microscópio de fluorescência (Carl Zeiss Microscopy, 

Cambridge). A fluorescência verde refletiu a atividade gelatinolítica e foi 

quantificada utilizando o software ImageJ. A imagem foi convertida para escala 

de cinza de 16 bits, e 40 pontos na fotografia foram quantificados dentro de uma 

área retangular de 4860 μm². Para cada amostra, a média da intensidade 

fluorescente foi calculada a partir de três áreas distintas. 
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5.4 Western blot para colágeno tipo I, FAK e integrinas nas aortas 

 

O homogeneizado aórtico (30 µg de proteína) foi misturado a um tampão 

redutor (0,25 M Tris-HCl pH 6,8, 30% glicerol, 0,6 M DTT, 10% de lauril sulfato 

de sódio e 0,179 mM de azul de bromofenol) e aquecido a 70°C por 10 minutos. 

As amostras homogeneizadas foram carregadas em géis de poliacrilamida a 

10% ou 12%. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, Alemanha) utilizando um aparato de 

transferência úmido (#TE22 Mini Tank Transfer Unit, GE Healthcare, Alemanha) 

a 100 V por 1 hora e 15 minutos. As membranas foram bloqueadas por 1 hora 

com 5% de BSA diluído em TBS-T (solução salina tamponada com fosfato + 

tween 20 0,1%) e, em seguida, incubadas por 16 horas a 4ºC com os seguintes 

anticorpos primários: anti-colágeno tipo I (ab 6308), anti-integrina αV (ab179475), 

anti-integrina α2 (ab 133557), anti-integrina β1 (ab 183666) e β3 (ab119992), anti-

FAK (sc-558), pFAK (sc-11765) e MMP-2 (MAB 3308). Posteriormente, as 

membranas foram lavadas cinco vezes com TBS + Tween (0,1% v/v) para a 

incubação subsequente com anticorpos secundários policlonais de camundongo 

ou coelho anti-IgG conjugados a peroxidase (1:10.000, #12-349, #12-348, 

Millipore) por 1 hora. As bandas foram visualizadas pela quimioluminescência 

ECL (#32106, Thermo Fisher Scientific) com o uso do Amersham Imager 600 

(GE Healthcare). As intensidades das bandas foram quantificadas pelo ImageJ. 

As bandas foram normalizadas por meio da actina de 43 kDa (MAB1501) ou 

Ponceau (#MKBT0397V). 
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5.5 Ensaio de hidroxiprolina para analisar produtos proteolíticos de 

colágeno nas aortas de ratos 

 

Dez mg de aorta foram adicionados a tubos de polipropileno com água 

deionizada, seguidos por 12 M de HCl para acidificar as amostras. As amostras 

foram então incubadas a 120°C por 3 horas e centrifugadas a 10.000 g por 3 

minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para quantificar a hidroxiprolina em 

uma placa de 96 poços utilizando o ensaio de hidroxiprolina (Sigma, MAK008). 

Os valores foram analisados por espectrofotômetro (Molecular Devices) a 560 

nm e expressos em ng/ml. 

 

 

5.6 Análise por espectrometria de massas para colágeno tipo I nas 

aortas de ratos separadas por SDS-PAGE 

 

As bandas de interesse (130 kDa) foram excisadas do gel de proteínas SDS-

PAGE, reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina de pâncreas de porco de 

grau de sequenciamento a uma concentração de 10 ng/µL (Promega), e 

posteriormente analisadas por espectrometria de massas por ionização e 

desorção assistida por matriz (MALDI) com Espectrômetro de massa quadrupolo 

ou de tempo de voo (TOF) (UltrafleXtreme, Bruker Corporation). O software 

FlexControl 4.0 (Bruker Corporation) foi utilizado para aquisição de dados. O 

espectrômetro de massas foi calibrado com o Padrão de Calibração de 

Peptídeos II (8222570). Os parâmetros utilizados foram 1500 disparos a laser 

por espectro, frequência do laser de 1000 Hz, e o instrumento operando no modo 

refletor positivo, em uma faixa de 900 a 4500 Da. Solução saturada de ácido α-

ciano-4-hidroxicinâmico preparada em acetonitrila, 0,1% de ácido trifluoroacético 

(v/v), na proporção de 1:1 (v/v), foi utilizada como matriz. Para análise de dados, 

foram empregados os softwares Flex Analysis 3.4, BioTools 3.2 e Sequence 

Editor 3.2 (todos da Bruker Corporation, EUA). Sequências de colágeno tipo I 

(P02454 e P02466 do UniprotKB) foram usadas para análise de dados com o 

mesmo software, utilizando os seguintes parâmetros: tolerância de erro MS/MS 

configurada para 0,8 Da cisteína carbamidometilada foi mantida fixa, oxidação 

de metionina e modificações variáveis, além de até três falhas de clivagem por 

peptídeo. 
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5.7 Avaliação da proliferação de células musculares lisas vasculares por 

imunofluorescência para Ki67, e expressão da MMP-14 e TIMP-2 em 

aortas de ratos 

 

A imunofluorescência foi realizada nas aortas criopreservadas (5 µm) dos 

grupos experimentais utilizando o anticorpo antiKi67 (ab 16667), antiMMP-14 

(ab51074) e antiTIMP-2 (MAB13446). As secções transversais da aorta foram 

lavadas com PBS por 5 minutos em uma câmara escura umedecida, seguido por 

fixação com formaldeído a 4% por 20 minutos à temperatura ambiente. Foi 

utilizado uma solução de bloqueio (1% de BSA, 0,3M de glicina, 0,1% de Tween-

20, em PBS) por 1 hora a 37°C. Em seguida, as secções aórticas foram lavadas 

com PBS e incubadas na câmara umedecida com o anticorpo antiKi67 na 

diluição de 1:500 durante a noite. Para a MMP-14, a diluição foi 1:200 e para o 

TIMP-2 foi de 1:150, por uma hora. As secções foram então incubadas com o 

anticorpo secundário Texas Red (Vector Laboratory, Ti-1000) na diluição de 

1:200 para o anticorpo antiKi67 e 1:150 para a marcação antiMMP-14, ambos 

por 1 hora, seguido pelo fluoroshield DAPI (Sigma) nas aortas marcadas com 

Ki67; na marcação do TIMP-2, o secundário usado foi o Alexa Fluor 488 (abcam). 

Para o controle negativo, as secções foram incubadas apenas com o anticorpo 

secundário e nenhuma fluorescência foi detectada. As secções foram 

examinadas por microscopia de fluorescência (Carl Zeiss Microscopy, 

Cambridge) e imagens foram capturadas em 400x. O Ki67 foi considerado 

positivo quando a fluorescência vermelha estava colocalizada com a 

fluorescência azul do DAPI nos núcleos das aortas (formando fluorescência 

roxa). A média aritmética de pelo menos três porcentagens obtidas a partir da 

relação entre os núcleos marcados com Ki67, em roxo, e o total de núcleos, em 

azul, foi calculada e expressa como a razão de núcleos Ki67/total de núcleos x 

100. No ensaio para MMP-14, a fluorescência vermelha foi quantificada usando 

o software ImageJ. A imagem foi convertida em escala de cinza de 16 bits, e 40 

pontos na fotografia foram submetidos à análise. Para cada amostra, a 

intensidade média da fluorescência foi calculada a partir de três áreas distintas. 
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5.8 Análise morfométrica da aorta e deposição de colágeno 

 

Para avaliar se o aumento da proliferação de células musculares lisas 

vasculares contribuiu para o remodelamento arterial hipertrófico da hipertensão, 

as aortas foram fixadas em formaldeído tamponado a 10% por 24 horas, 

desidratadas em etanol a 70% e emblocadas em parafina. Secções de 4 µm 

foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) ou picrosirius red. As imagens 

foram obtidas por microscopia de luz em uma câmera de alta resolução (Leica 

LMD6500) e os parâmetros morfométricos foram analisados pelo ImageJ. Para 

analisar a área transversal da média (CSA) fez-se a subtração da área interna 

do lúmen (Ai) com a área externa (Ae), de acordo com a fórmula: 

 

       𝐶𝑆𝐴 =  (𝐴𝑒 − 𝐴𝑖)  

   

Em seguida, os diâmetros externos (DE) e interno (DI) foram calculados da 

seguinte maneira: 

 

Para o diâmetro externo (DE), utilizou-se a fórmula: 

 

           𝐷𝐸 = √
4𝐴𝑒 ⋅

𝜋
 

                     

 

Para o diâmetro interno (DI), a fórmula aplicada foi: 

 

           𝐷𝐼 = √
4𝐴𝑖 ⋅

𝜋
 

 

A espessura da média (M) foi obtida subtraindo o diâmetro interno (DI) do 

diâmetro externo (DE) e dividindo o resultado por 2: 

 

          𝑀 =
𝐷𝐸 − 𝐷𝐼

2
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 Por fim, a relação entre a espessura da média (M) e o diâmetro do lúmen (L) 

(M/L) também foi calculada.   

O corante picrosirius red (0,1g/100 ml) foi utilizado (incubação de 20 minutos) 

para avaliar o colágeno total na camada média das aortas. Em seguida, as 

secções foram fotografadas em microscópio de luz (Carl Zeiss Microscopy, 

Cambridge) com ampliação de 400X e analisadas pelo ImageJ usando a 

ferramenta de Limiarização de Cor. Primeiramente, selecionamos apenas a área 

correspondente à camada média do vaso. Em seguida, utilizamos a ferramenta 

de detecção de cor Threshold para isolar a coloração de colágeno Picrosirius 

Red no filtro vermelho. Isso nos permitiu quantificar a porcentagem de colágeno 

na área total da imagem, expressa em µm². 

 

5.8.1 Análise Fractal da camada média da aorta 

 

Para a análise fractal, as amostras histológicas de aortas coradas com H&E 

foram fotografadas em 400X e foi selecionado a área correspondente a camada 

média de todas as imagens. Essas imagens foram convertidas para tons de 

cinza, e em seguida, calculamos sua dimensão fractal usando o plugin FracLac 

no ImageJ (LENNON et al., 2016). A dimensão fractal é uma medida da 

complexidade da intensidade dos pixels na imagem, isso permite avaliar e inferir 

complexidades e irregularidades de estrutura em cortes de tecidos histológico. 

Para esse cálculo, dividimos a imagem em caixas de diferentes tamanhos, 

variando de 2x2 pixels até 45% da área da imagem. Para cada tamanho de caixa, 

estimamos a dimensão fractal com base na diferença na intensidade dos pixels 

dentro de cada caixa. Calculamos a média dessas estimativas para obter a 

dimensão fractal final.  
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5.9 Cultura de células e ensaios de migração celular in vitro 

 

A linhagem celular de músculo liso vascular de rato A7r5 (American Type 

Culture Collection - catálogo ATCC CRL-1444™) foi cultivada em placas de 6 

poços, utilizando Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com alta 

concentração de glicose (4,5 g/L), penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 

μg/mL), anfotericina B (250 mg/L) e gentamicina (50 mg/mL), mantidos no 

incubador a 37ºC e 5% de CO2. Quando as placas estavam com cerca de 80% 

de confluência, o soro fetal bovino (SFB) foi reduzido de 10% para 2% por 3 

horas. O meio foi trocado por um novo e as células foram tratadas com colágeno 

tipo I (#C3867-1VL, 25 µg/cm2) com ou sem os inibidores de MMPs, Doxiciclina 

(#Sigma, D9891, 40 µg/mL) e ARP-100 (#Tocris2621, 100 µM), e o inibidor de 

FAK, PND1186 (#Tocris 6891/10, 2.5 µM) por 24 horas. Os inibidores foram 

adicionados 30 minutos antes da adição do colágeno tipo I. As células foram 

lisadas com tampão RIPA (#Sigma RO278), centrifugadas a 12000 rpm e o 

sobrenadante foi coletado. As células foram então coletadas em tampão de lise. 

O sobrenadante e os extratos celulares foram mantidos congelados. Western 

blot para pFAK (sc-11765)/FAK (sc-558) foi realizado nas células lisadas (30 μg) 

e colágeno tipo I (ab34710) foi realizado nos sobrenadantes. Para isso, os 

sobrenadantes foram lavados duas vezes por 1 hora com acetona fria, 

centrifugados a 12000 rpm e então ressuspendidos em tampão RIPA. A 

zimografia em gel foi realizada para verificar a atividade da MMP-2 nos 

sobrenadantes. 
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Para avaliar a capacidade de migração celular após estimulação com o 

colágeno tipo I, as células A7r5 foram semeadas em placas de 6 poços até 

atingirem 100% de confluência. O meio de cultura foi substituído por um meio 

contendo 2% de FBS por 2 horas. Utilizando uma ponta de 200 µl, uma linha (“ou 

arranhão”) foi feita no centro do poço. Os detritos celulares foram removidos pela 

troca do meio de cultura e os tratamentos farmacológicos foram realizados da 

seguinte forma: colágeno tipo I sozinho, e Doxiciclina (ou PND1186 ou ARP-100) 

mais o colágeno tipo I. A capacidade de migração foi registrada tirando fotos em 

0, 6 e 24 horas após o “arranhão” em modo de campo claro em um microscópio 

confocal (Leica Confocal 6000 Fluorescence Microscope). As imagens foram 

analisadas usando o ImageJ e um script de trabalho online (JONKMAN et al., 

2014). Dessa forma, realizamos uma análise das cores usando a ferramenta 

Threshold, na qual tanto as células quanto o fundo da placa apresentam 

contrastes de cores distintas. Nesse processo, examinamos todas as partículas 

relacionadas à coloração ou ao contraste das células, o que nos permitiu 

quantificar a porcentagem da área total, expressa em micrômetros quadrados 

(µm²), ocupada pelas células. Em seguida, comparamos a área de ocupação das 

células em diferentes momentos, ou seja, 0, 6 e 24 horas. A diferença entre a 

porcentagem de ocupação da área de células final em relação a área de células 

inicial nos forneceu uma estimativa de quanto ocorreu em termos de migração e 

crescimento celular. 

 

 

5.10 Análises Estatísticas 

 

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism, Versão 6.01 

(Califórnia, EUA). Os resultados foram expressos como valores médios ± erro 

padrão da média (SEM). As comparações foram feitas utilizando ANOVA de 

duas vias ou ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey. Para a cultura de 

células, foi utilizado Teste T de Mann-Whitney não paramétrico. Valores 

estatisticamente significativos foram considerados quando p<0,05.  

1.  

2.  

3.  

4.  
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6 Resultados 
 

6.1 A atividade da MMP-2 contribui para a proteólise do colágeno tipo I 

em aortas de ratos hipertensos 

 

Os ratos foram avaliados após uma semana de desenvolvimento de 

hipertensão, com o objetivo de investigar se os efeitos proteolíticos da MMP-2 

sobre o colágeno desempenham um papel inicial na indução do remodelamento 

arterial hipertrófico. Observou-se um aumento significativo da PAS em sete dias 

de hipertensão (*p<0,05 vs. Sham e Dox), embora o tratamento com a 

Doxiciclina não tenha reduzido a PAS nesse estágio (Figura 1).  

 

 

Figura 1- Pressão arterial sistólica após pletismografia cauda ao longo de sete dias de hipertensão 2R1C. 
Os dados são apresentados como médias ± erro padrão da média (*p<0,05 vs. Sham e Dox, n=12). Os 
pontilhados pretos no gráfico representam os ratos antes de iniciar o tratamento com Doxiciclina no terceiro 

dia pós-cirurgia (Sham, n=24; 2R1C, n=24). Dox: Doxiciclina. 

 

 

Notavelmente, o peso corporal dos ratos 2R1C tratados com Doxiciclina foi 

ligeiramente menor (Figura 2; #p<0,05 vs. Sham).  
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As aortas dos ratos 2R1C apresentaram um aumento significativo da 

atividade das MMP-2 de 72 e 64 kDa em comparação com os ratos Sham 

(*p<0,05, Figura 3), enquanto nenhuma banda correspondente à MMP-9 foi 

detectada na zimografia em gel.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Interação Hipertensão e Doxiciclina diminuiu o peso dos ratos. Peso corporal (g) dos ratos. Os dados são 

apresentados como médias ± erro padrão da média (n=12); #p<0,05 vs. grupo Sham. Dox: Doxiciclina. 
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Figura 3- Gel de zimografia representativo da aorta de ratos. Os gráficos representam a quantificação das atividades 
da MMP-2 de 72 e 64 kDa nos homogeneizados aórticos. Os dados são apresentados como médias ± erro padrão 
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É importante destacar que, durante o procedimento de eletroforese na 

zimografia em gel, o inibidor da MMP pode se dissociar do seu domínio catalítico, 

o que pode mascarar seu potencial efeito inibitório. Para superar essa limitação, 

também realizamos a zimografia in situ nas aortas. Observou-se um aumento na 

atividade gelatinolítica na camada média da aorta dos ratos 2R1C (*p<0,05 vs. 

Sham e Dox), e a Doxiciclina reduziu significativamente essa atividade (#p<0,05, 

Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, as concentrações da MMP-2 de 72 kDa também foram 

reduzidas pela Doxiciclina nas aortas dos ratos 2R1C (#p<0,05; Figura 5). 
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Figura 4- A Doxiciclina diminui a atividade gelatinolítica aumentada da MMP-2 na aorta de ratos com 2R1C. 
Micrografias representativas da atividade gelatinolítica na aorta de ratos hipertensos por zimografia in situ (400X). 
Os dados são apresentados como médias ± erro padrão da média (n=4-7); *p<0,05 vs. Sham e Dox e #p<0,05 vs. 

2R1C. M: média; L: lúmen. As barras medem 20 µm. Dox: Doxiciclina 
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 Também é possível notar que a hipertensão resultou no aumento da MMP-

14 (*p < 0,05 vs. Sham), que é uma MMP responsável pelo transporte e ativação 

da MMP-2. O tratamento com Doxiciclina também reduziu a expressão da MMP-

14 nos ratos hipertensos (#p < 0,05; Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O Tratamento com a Doxiciclina aumentou a expressão proteica de TIMP-

2 nas aortas de ratos Sham (& p<0,05) e 2R1C (# p< 0,05. Figura 7). O TIMP-2 

tem um papel tanto no transporte da MMP-2 para fora da célula, quanto na sua 

inibição (RIBEIRO VITORINO et al., 2023; WANG; KHALIL, 2018). Segundo 

trabalhos clínicos, tem mostrado que a Doxiciclina pode elevar os níveis 

plasmático de TIMP-2, que acarretaria menor ativação da MMP-2,(CERISANO 

et al., 2015; ZHAO et al., 2023), o que corrobora com os nossos dados referente 

aos grupos tratados com Doxiciclina. 

 

 

 

 

 

Figura 6- Tratamento com a Doxiciclina reduziu a expressão proteica da MMP-14 em aorta de ratos Hipertensos. 

Fotografias das aortas coradas com imunofluorescência para MMP-14 (400X). Os gráficos mostram a quantificação da 

MMP-14 na aorta. Os valores foram obtidos após quantificar a fluorescência de emissão cor vermelha. Os dados são 

apresentados como médias ± erro padrão da média (n=4-7). *p<0,05 vs. Sham e Dox; #p<0,05 vs. 2R1C. As barras medem 

20 µm. 
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O colágeno é um dos alvos mais prováveis das MMPs na MEC em doenças 

cardiovasculares ou metabólicas. Além de conferir rigidez arterial, seus produtos 

proteolíticos podem estimular a migração e proliferação das células musculares 

lisas vasculares, levando ao remodelamento arterial hipertrófico (BELO; 

GUIMARÃES; CASTRO, 2015; NEWBY; PAUSCHINGER; SPINALE, 2006). A 

análise da aorta de ratos 2R1C por Western blot mostrou redução significativa 

no colágeno tipo I de 130 kDa em comparação com o grupo Sham (*p<0,05, 

Figura 8). O tratamento com Doxiciclina preveniu essa perda proteolítica nas 

aortas de ratos hipertensos (*p<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Aumento do TIMP-2 em aorta de animais Hipertenso. Fotografias das aortas coradas com 
imunofluorescência para TIMP-2 (400X). Os gráficos mostram a quantificação da TIMP-2 na aorta. Os valores 
foram obtidos após quantificar a fluorescência de emissão cor verde. Os dados são apresentados como médias 
± erro padrão da média (n=4-7). *p<0,05 vs. Sham; &p<0,05 vs. Sham. As barras medem 20 µm. 

 

Figura 8- Inibição da MMP pela Doxiciclina previne a perda de colágeno tipo I nas aortas de ratos 2R1C. Blot representativo 

do colágeno tipo I de 130 kDa na aorta e sua respectiva quantificação (n=4-7). Os dados são apresentados como médias ± erro 

padrão da média; *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. 2R1C. 
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Na verdade, a espectrometria de massa confirmou que as bandas de 130 

kDa continham colágeno tipo I (Figura 9). A cobertura reduzida para o colágeno 

tipo I foi consistente com o protocolo de extração e a baixa proporção de proteína 

presente no gel SDS-PAGE.  

 

 

 

Figura 9- Análise de MS/MS de peptídeos de colágeno tipo I extraídos de aortas de ratos após separação 
por eletroforese. A tabela mostra o número de peptídeos e a porcentagem da sequência de colágeno tipo I 
detectada para as cadeias α1 e α2. As sequências do colágeno tipo I de rato com peptídeos detectados da 
banda correspondente a 130 kDa para ambas as cadeias α1 (esquerda) e α2 (direita) estão destacadas em 
vermelho. Os sítios de clivagem da MMP-2 no colágeno estão indicados em verde 

Colágeno Tipo I Peso Molecular 
(KDa) 

#Peptídeo Cobertura % 

Cadeia α1 130 14 13.3 

Cadeia α2 130 8 7.9 
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   Por fim, o ensaio de hidroxiprolina mostrou que os produtos de proteólise 

do colágeno estavam aumentados nas aortas de ratos 2R1C (*p<0,05 vs. Sham 

e Dox) e a Doxiciclina preveniu esse aumento (*p<0,05, Figura 10).  

 

 

Quando o colágeno total foi analisado por picrosirius red na camada média 

aórtica, ele aparentemente aumentou nos ratos 2R1C em comparação aos 

controles (p=0,058; Figura 11). No entanto, é importante observar que o 

picrosirius red cora todas as formas de colágeno, incluindo seus produtos 

proteolíticos. 
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Figura 10- Aumento de Hidroxiprolina em aortas de ratos Hipertensos. O gráfico mostra a quantificação 
dos níveis de hidroxiprolina em ng/ml na aorta de ratos. Os dados são apresentados como médias ± erro 
padrão da média (n=4-6). *p<0,05 vs. Sham e Dox e #p<0,05 vs. 2R1C. Dox: Doxiciclina. 
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6.2 A proteólise do colágeno contribui para a ativação de FAK, 

proliferação de células musculares lisas vasculares e hipertrofia 

aórtica na hipertensão  
 

A clivagem do colágeno tipo I expõe sítios críticos de ligação à integrina 

que contribuem para a ativação de FAK e aumento da proliferação celular em 

diferentes processos patológicos (NEWBY; PAUSCHINGER; SPINALE, 2006). 

Observamos aumento na forma fosforilada da FAK na aorta de ratos 2R1C 

(*p<0,05 vs. Sham e Dox; Figura 12) e a Doxiciclina reduziu significativamente 

esse aumento (*p<0,05 vs. 2R1C).  

 

 

Figura 11- Aumento no depósito de colágeno total nas aortas de animais hipertensos. Imagens representativas de aortas de 
ratos coradas com picrosirius red (400X). O gráfico mostra a quantificação do colágeno total (coloração vermelha) na aorta. Os 
dados são apresentados como médias ± erro padrão da média (n=4-6). M: média; L: lúmen. As barras são 50 µm. Dox: 
Doxiciclina. 
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Não houve alterações significativas da quantidade de integrinas α2, αV e β1 

na aorta dos animais; no entanto, observou-se redução de β3 na aorta dos ratos 

2R1C (*p<0,05 vs. Sham e Dox; Tabela 1). Embora não detectamos diferenças 

nas quantidades proteicas da maioria das integrinas avaliadas, suas atividades 

podem estar aumentadas, já que a FAK encontra-se mais ativada na vasculatura 

dos ratos 2R1C (Figura 12).  

 

Tabela 1 Quantificação dos níveis de proteína das integrinas α2, αV, β1 e β3 
na aorta de ratos por Western Blot. 

Integrina Sham  N Dox N 2R1C  N 2R1C+Dox N 

α
2
 0,21 ± 0,16 3 0,32 ± 0,16 2 0,37 ± 0,03 3 0,19 ± 0,08 4 

α
V
 0,45± 0,03 4 0,38 ± 0,04 4 0,35 ± 0,04 6 0,30 ± 0,03 6 

β
3
 1,77 ± 0,14 4 2,15 ± 0,17 4 0,34 ± 0,08* 6 1,12 ± 0,29

#
 6 

β
1
 0,63 ± 0,08 4 0,66 ± 0,17 4 0,57 ± 0,10 6 0,65 ± 0,25 6 
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Figura 12-A inibição da MMP pela Doxiciclina previne a ativação de FAK nas células musculares lisas vasculares 
na aorta de ratos 2R1C. Blot representativo de pFAK/FAK de 125 kDa, com actina de 43 kDa como controle de 
carga, na aorta dos grupos experimentais. Os gráficos mostram a quantificação de pFAK/FAK/actina. Os dados 
são apresentados como médias ± erro padrão da média (n=6-7). *p<0,05 vs. Sham e Dox; #p<0,05 vs. 2R1C. 

Dox: Doxiciclina 

Os dados são apresentados como médias ± erro padrão da média. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. 
2R1C 
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Além disso, também observamos aumento significativo na proliferação das 

células musculares lisas vasculares na aorta de ratos 2R1C, conforme 

determinado pela marcação de núcleos com Ki67 (*p<0,05 vs. Sham e Dox; 

Figura 13). A Doxiciclina preveniu a proliferação destas células na aorta dos ratos 

2R1C (*p<0,05).  
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Figura 13- A inibição da MMP pela Doxiciclina previne a ativação de FAK nas células musculares lisas 

vasculares na aorta de ratos 2R1C. Fotografias das aortas coradas com imunofluorescência Ki-67 (400X). Os 

gráficos mostram a quantificação do Ki-67 na aorta. Os valores foram obtidos após quantificar a fluorescência roxa das 

imagens mescladas (Ki-67 mais DAPI). Os dados são apresentados como médias ± erro padrão da média (n=5). *p<0,05 

vs. Sham e Dox; #p<0,05 vs. 2R1C. As barras medem 20 µm. 
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Como resultado, observou-se remodelamento arterial hipertrófico 

(identificado pelo aumento do CSA e M/L) nas aortas de ratos 2R1C (*p<0,05 vs. 

Sham e Dox; Figura 14). O tratamento com Doxiciclina por sete dias não 

melhorou o remodelamento arterial hipertrófico nos ratos 2R1C; entretanto, 

demonstramos anteriormente que o tratamento diário com Doxiciclina por oito 

semanas reduziu notavelmente a atividade aumentada da MMP-2 e a 

remodelamento hipertrófico da aorta em ratos 2R1C (CASTRO et al., 2008). 
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Figura 14-Aumento da pressão arterial contribui para o remodelamento arterial hipertrófico. Imagens representativas da 

aorta de ratos coradas com hematoxilina e eosina. Os gráficos mostram a quantificação dos parâmetros estruturais da aorta 

da seguinte forma: área transversal (CSA), em µm², e relação média por lúmen (M/L), em porcentagem. Os dados são 

apresentados como médias ± erro padrão da média (n=7). *p<0,05 vs. grupos Sham. M: média; L: lúmen. As barras medem 

200 µm. Dox: Doxiciclina. 
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 Na análise fractal da histologia de aorta, observamos uma diminuição no 

valor na dimensão fractal no grupo 2R1C (p<0,05 vs. Sham) e o tratamento com 

Doxiciclina reverteu esse efeito (p<0,05 vs. 2R1C; Figura 15). Segundo Lennon 

et al, mostraram que tecidos mesotelioma malignos apresentaram baixa 

dimensão fractal e aumento de lacunas teciduais devido ao alto processo 

migratório celular. Por esse método conseguimos inferir que ocorre uma 

desorganização na camada média do tecido aórtico nos ratos hipertensos, sendo 

que o aumento da atividade das MMPs e a degradação de colágeno poderiam 

aumentar a lacuna tecidual favorecendo o processo migratório celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Análise Dimensão Fractal (D-fractal). Foto representativa de corte histológico de aorta corado 
com Hematoxilina e eosina. Gráfico representa contagem Fractal D-Value. Dox= Doxiciclina. Os dados são 
apresentados como médias ± erro padrão da média (n=5-3). *p<0,05 vs. Sham, # p<0,05 vs. 2R1C. As 

barras medem 20 µm. 
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Para confirmar que a FAK é uma das vias de sinalização que contribui 

para a migração das células musculares lisas vasculares após proteólise do 

colágeno, inibimos sua atividade in vitro. A Figura 16 mostra que, quando células 

A7r5 são incubadas com colágeno tipo I no meio de cultura, a quantidade de 

colágeno de 130 kDa diminui; este efeito é evitado na presença dos inibidores 

da MMPs, ARP-100 ou Doxiciclina (*p<0,05).  

 

 

 

Para mostrar que a MMP-2 está presente no meio de cultura, realizamos 

zimografia em gel. A atividade da MMP-2 de 72 kDa foi observada e esse efeito 

foi reduzido pelo ARP-100 (*p<0,05; Figura 17). 
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Figura 16- As células A7r5 foram expostas ao colágeno tipo I na presença ou ausência de inibidores de 

MMP no meio de cultura. A) Blot representativo de colágeno tipo I de 130 kDa. Quando o meio de cultura 
é incubado com colágeno tipo I nas células A7r5, a quantidade de colágeno foi reduzida em comparação 
com a presença de ARP-100 e Doxiciclina. Os dados são apresentados como médias ± erro padrão da 

média (n=4). *p<0,05 vs. Controle 
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Figura 17 Atividade da MMP-2 proveniente do sobrenadante da cultura de células A7r5. Gel de zimográfia da 

MMP-2 de 72 kDa no meio condicionado das células A7r5 estimuladas com colágeno tipo I e ARP-100. A 
atividade da MMP-2 foi reduzida pelo ARP-100. Os dados são apresentados como médias ± erro padrão da 
média (n=3-4). *p<0,05 vs. Controle e #p<0,05 vs. colágeno tipo I.SFB: Soro Fetal Bovino 

 



57 
 

 

Observamos aumento significativo na pFAK nas células A7r5 quando o 

colágeno foi adicionado ao meio de cultura (*p<0,05) e esse efeito foi revertido 

pelos inibidores da MMP ou FAK (#p<0,05; Figura 18). 

 

 

  

O aumento da pFAK pode contribuir para a migração das células 

musculares lisas vasculares após lesão arterial. Após 24 horas do riscado nas 

células A7r5, houve aumento significativo na migração quando o colágeno 

estava presente no meio de cultura (*p<0,05 vs. controle, ∆=24 horas; Figura 19). 

Os inibidores da MMP e da FAK preveniram a migração das células musculares 

lisas vasculares na presença de colágeno tipo I em 24 horas (#p<0,05). 
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Figura 18 A inibição das MMPs previne a ativação de FAK em células A7r5. Blot representativo de pFAK/FAK 
de células A7r5 estimuladas com colágeno tipo I, inibidores de MMP (Doxiciclina ou ARP-100) e o inibidor de 
FAK, PND1186. O gráfico mostra os valores de pFAK/FAK quantificados. Os dados são apresentados como 
médias ± erro padrão da média (n=6-8). *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. colágeno tipo I. C: controle; Col: 

colágeno; Dox: Doxiciclina. 
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Figura 19- A inibição das MMPs e FAK reduz a migração de células A7r5. Imagens da migração de células A7r5 no ensaio 
de "arranhão" feito com a ponteira de 200 ul. As células foram estimuladas com colágeno tipo I na presença de inibidores 
de MMP e FAK, e os valores foram quantificados 6 e 24 horas após o riscado. Os dados são representados como médias 
± erro padrão da média da porcentagem de migração de células por tempo (∆T = 6 e 24 horas). *p<0,05 vs. Controle e 
#p<0,05 vs. colágeno tipo I. As barras medem 200 µm (10x). 
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7 Discussão 

Neste estudo, mostramos que a atividade da MMP-2 está aumentada na fase 

inicial da hipertensão e contribui para a proteólise do colágeno tipo I na aorta, 

induzindo a ativação da FAK e a proliferação de células musculares lisas 

vasculares. Esses mecanismos podem contribuir para o desenvolvimento do 

remodelamento arterial hipertrófico na hipertensão, o que é um fator preditivo 

para o desenvolvimento de outras doenças cardiovasculares. Assim, um 

tratamento farmacológico adequado capaz de prevenir a progressão desses 

elementos mal adaptativos da hipertensão é necessário. As MMPs são uma das 

proteases que poderiam desencadear a proteólise do colágeno, o que pode levar 

a ativação da via de sinalização da FAK resultando na proliferação das células 

musculares lisas vasculares no início da hipertensão renovascular.  

O remodelamento arterial hipertrófico é uma resposta mal adaptativa à 

hipertensão para compensar o aumento do estresse de tração nas artérias. 

Geralmente, é descrito como um aumento no CSA e M/L e aumento nos 

componentes da MEC, como o colágeno tipo I. Além disso, as células 

musculares lisas vasculares proliferam e migram da camada média para as 

áreas luminais, contribuindo assim para a parede arterial hipertrofiada (BELO; 

GUIMARÃES; CASTRO, 2015; HUMPHREY, 2021). 

O aumento de atividade da MMP-2 induz tanto a migração quanto a 

proliferação das células musculares lisas vasculares na hipertensão (BELO et 

al., 2016; PFISTERER et al., 2012). Nosso grupo demonstrou que a MMP-2 

clivou a calponina-1 e estimulou a proliferação das células musculares lisas 

vasculares nas aortas de ratos Wistar 2R1C durante a primeira semana de 

hipertensão, efeitos que antecederam o remodelamento hipertrófico (BELO et 

al., 2016). Quando os ratos hipertensos foram tratados com Doxiciclina, houve 

redução da atividade da MMP-2 e não houve mais proteólise significativa da 

calponina-1. Neste presente trabalho, também observamos que o tratamento por 

sete dias com a Doxiciclina reduziu significativamente a atividade aumentada da 

MMP-2. 
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 O tratamento com Doxiciclina também reduziu a proliferação acentuada das 

células musculares lisas vasculares na aorta de ratos hipertensos. Esse efeito 

pode contribuir para a capacidade da Doxiciclina de reduzir a remodelamento 

hipertrófico em fases crônicas da hipertensão (CASTRO et al., 2008; 

GUIMARAES et al., 2011). Entretanto, como a Doxiciclina mostrou apenas 

tendência em reduzir o CSA arterial aumentado no início da hipertensão, é 

necessário levar em consideração que também outros mecanismos além da 

MMP-2, que contribuem para a hipertrofia arterial, como por exemplo, o estresse 

oxidativo e outras vias de sinalização ativada pela angiotensina II.(BLASCKE DE 

MELLO et al., 2019; MATSUBARA, 1998; UNGER, 2002). 

 Para estimular a migração ou proliferação das células musculares lisas 

vasculares, a MMP-2 precisa clivar alguns componentes da MEC para abrir 

espaço para as células se moverem. O colágeno tipo I é abundante na camada 

média aórtica e um dos principais alvos da MMP-2. De fato, a ativação da MMP-

2 em modelos animais hipertensos mostrou sua capacidade de degradar o 

colágeno na aorta, contribuindo para o remodelamento hipertrófico (CASTRO et 

al., 2008, 2010; PIRES et al., 2011). Neste estudo, a Doxiciclina evitou a perda 

de colágeno tipo I nas aortas hipertensas, além de reduzir a formação de seus 

produtos de proteólise, mostrando assim os efeitos proteolíticos da MMP-2 nas 

fases iniciais da hipertensão. Achados semelhantes foram observados com 

células A7r5, onde o ARP-100 foi capaz de preservar o colágeno do meio 

condicionado. Consideramos então que esse mecanismo é um dos gatilhos 

iniciais da proliferação e migração das células musculares lisas vasculares, que 

podem ser seguidos pela ressíntese de colágeno para manter a estrutura aórtica 

firme na hipertensão crônica. De acordo com CERON et al., 2012, o colágeno já 

aumenta (ou é ressintetizado) na aorta de ratos 2R1C na segunda semana de 

hipertensão. Como o colágeno tipo I é uma proteína rígida, sua ressíntese pode 

aumentar a rigidez vascular. Esse aumento na rigidez arterial dos vasos 

sanguíneos, por sua vez, pode resultar em uma transmissão inadequada das 

pressões sanguíneas para as pequenas artérias periféricas e para a 

microcirculação, que em última análise, essa rigidez vascular excessiva contribui 

para a deterioração da função cardiovascular, amplificando os efeitos 

prejudiciais da hipertensão.(NICHOLS et al., 2008; PARK et al., 2023). 
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A proteólise do colágeno também é um dos principais processos que 

causam o remodelamento arterial hipertrófico na hipertensão. A clivagem do 

colágeno tipo I pode contribuir para expor sítios de ligação deste à integrina, que 

facilitando a ativação da FAK e aumentando a migração e proliferação celular 

(NEWBY; PAUSCHINGER; SPINALE, 2006). De fato, os produtos proteolíticos 

do colágeno aumentam a migração das células musculares lisas vasculares 

mediada pelo fator de crescimento derivado de plaquetas por meio da integrina 

αvβ3 (STRINGA et al., 2000). Além disso, a superexpressão de um inibidor da 

atividade de FAK em células musculares lisas vasculares de ratos inibiu a 

migração na presença do fator de crescimento derivado de plaquetas (TAYLOR 

et al., 2001). Como a MMP-2 está aumentada na aorta de ratos 2R1C e induz a 

proteólise do colágeno tipo I, ela pode desencadear uma via de sinalização 

matriz extracelular-integrina para mediar a migração e proliferação das células 

musculares lisas vasculares. Demonstramos que inibidores de MMPs reduziram 

significativamente a migração de células A7r5 na presença de colágeno e a 

proliferação das células musculares lisas vasculares nas aortas de ratos 2R1C, 

conforme observado pela marcação Ki67. Embora não tenhamos observado 

alterações nas integrinas α2, αV e β1 em aortas, sua atividade provavelmente 

estava aumentada nos animais hipertensos, já que FAK estava mais ativada. 
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 As integrinas são receptores de adesão transmembrana para proteínas 

da MEC, que usam moléculas adaptadoras, como a FAK autofosforilada em Tyr 

397, para transmitir sinais bioquímicos (KECHAGIA; IVASKA; ROCA-

CUSACHS, 2019). Neste trabalho, inibidores de MMPs reduziram notavelmente 

essa forma fosforilada de FAK nas células A7r5 e na aorta de ratos hipertensos. 

Especulamos que esse efeito ocorreu porque os inibidores de MMPs impediram 

a proteólise do colágeno, contribuindo para reduzir os peptídeos contendo Arg-

Gly-Asp (RGD) e a ativação de FAK, já que estes produtos de proteólise do 

colágeno são ligantes das integrinas. Por outro lado, a MMP-2 estimula a 

fosforilação de FAK e induz a expressão de colágeno de maneira dependente do 

tempo em fibroblastos cardíacos de ratos, efeito que é abolido por siRNA de 

MMP-2 e inibidores de FAK (HORI et al., 2012). Em relação à redução da 

integrina β3 que observamos nas aortas de ratos 2R1C, HEERKENS et al., 

mostraram que, quando o receptor β3 é inibido em artérias de resistência de ratos 

hipertensos, eles desenvolvem hipertrofia vascular em resposta à ativação da β1 

via FAK. Além disso, foi demonstrado que a MMP-14 participa da clivagem 

proteolítica da β3 em células tumorais, contribuindo para sua ativação para 

modular a adesão e migração de células (YOSEF; ARKADASH; PAPO, 2018). 

Curiosamente, já mostramos anteriormente que as quantidades proteicas de 

MMP-14 estavam aumentadas na aorta de ratos 2R1C (CASTRO et al., 2010). 

Mostramos neste trabalho, que as concentrações proteicas de MMP-14 também 

estão aumentadas nas aortas dos ratos 2R1C, podendo contribuir para a 

redução da integrina β3. Por fim, existe a possibilidade de que outros receptores 

de adesão, como as caderinas, possam ser ativados pelas MMPs para mediar a 

migração das células musculares lisas vasculares em doenças cardiovasculares 

(BELO; GUIMARÃES; CASTRO, 2015). O receptor do fator de crescimento 

derivado de plaquetas também pode ser ativado pelo colágeno nas células 

musculares lisas vasculares como alternativa para a ativação de FAK  e precisa 

de investigação adicional (JEONG et al., 2019). Por outro lado, além da FAK, as 

quinases Ras/MAP e tirosina quinases Src aumentam a migração das células 

musculares lisas vasculares após a interação entre fatores da MEC e integrinas 

(HUVENEERS; DANEN, 2009). 
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Uma limitação deste estudo é o uso da Doxiciclina como o único inibidor 

de MMPs in vivo, já que ela pode inibir várias MMPs. No entanto, outros 

inibidores de MMP de administração oral, como o ONO-4817, também inibem 

diferentes MMPs e são definitivamente caros para uso in vivo. O uso de 

camundongos knockout para MMP-2 também é desafiador, pois os animais 

podem desenvolver graves defeitos vasculares, além de serem letais na fase 

embriológica quando a MMP-2 é deletada junto com a MMP-14 (OH et al., 2004; 

PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007). Finalmente, a MMP-14 é um dos 

ativadores da MMP-2 na membrana plasmática das células musculares lisas 

vasculares, contribuindo assim para os efeitos proteolíticos da MMP-2 no 

colágeno da aorta de ratos 2R1C. A MMP-14 por si só também estimula a 

migração e proliferação das células musculares lisas vasculares em artérias de 

camundongos, aumentando a formação de neointima (FILIPPOV et al., 2005). 

Portanto, não podemos excluir a possibilidade de que a MMP-14 também 

contribua para a proliferação das células musculares lisas vasculares e 

hipertrofia aórtica em nosso estudo atual. A dose de 30 mg/kg/dia de Doxiciclina 

foi usada em outros estudos e melhorou o remodelamento arterial hipertrófico e 

eutrófico induzido pela hipertensão (BOUVET et al., 2005; CASTRO et al., 2008). 

Essa dose também foi escolhida porque doses mais baixas não melhoraram as 

alterações estruturais aórticas induzidas por hipertensão em ratos 2R1C 

(GUIMARAES et al., 2011). 

5.  
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8 Conclusão  

O tratamento com Doxiciclina reduziu a atividade aumentada da MMP-2 na 

aorta de ratos 2R1C e ajudou a prevenir a proteólise do colágeno tipo I. Esse 

efeito inibitório reduziu a ativação da FAK e, consequentemente, a proliferação 

das células musculares lisas vasculares no início da hipertensão. Além disso, a 

inibição da MMP-2 em células A7r5 diminuiu a ativação da FAK e impediu sua 

migração in vitro. O efeito proteolítico da MMP-2 sobre o colágeno tipo I pode 

ser um dos pontos de partida para o desenvolvimento do remodelamento arterial 

hipertrófico nas fases crônicas da hipertensão. 
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