
 
 

JOÃO CARLOS RIBEIRO DA SILVA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Papel da proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) na interface actina-

adesões focais de células musculares lisas aórticas 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo 

para obtenção do título de Doutor em 

Ciências  

 

Programa de Cardiologia 

 

Orientador: Prof. Dr. José Eduardo 

Krieger 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2022 



 
 

JOÃO CARLOS RIBEIRO DA SILVA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Papel da proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) na interface actina-

adesões focais de células musculares lisas aórticas 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo 

para obtenção do título de Doutor em 

Ciências  

 

Programa de Cardiologia 

 

Orientador: Prof. Dr. José Eduardo 

Krieger 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2022



III 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



IV 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico este trabalho à minha mãe Ana,  
que possui o título mais nobre que existe – o de mãe.  

 



V 
 

 

AGRADECIMENTOS 
 

Agradeço àquele que, através de sua infinita misericórdia, permitiu que eu 

chegasse até aqui e cuidou de cada detalhe desta etapa, antes mesmo que eu 

sequer sonhasse com ela. Deus, I am living for Your name.  

Aos meus pais, Ana e João e às minhas irmãs Ester e Nicole pelo carinho 

e suporte ao longo dos anos, independente da distância física – este trabalho 

também é de vocês.  

Ao meu orientador, Prof. Dr. José Eduardo Krieger, e à Dra. Ayumi 

Miyakawa, pelas oportunidades e pelos direcionamentos que nos trouxeram até 

aqui.  

À Renata Carmona, por sempre me ouvir e prover os recursos 

necessários para que a roda continuasse girando.  

À Dra. Miriam Alaniz, que esteve sempre disposta a me ajudar e ouvir ao 

longo do desenvolvimento deste trabalho. 

À Dra. Adriana Girardi, pelas experiências que contribuíram para o meu 

crescimento pessoal e científico (as “novas avenidas”), por me agregar ao seu 

time e, mais do que isso, por me propiciar o sentimento de pertencimento: muito 

obrigado! 

Ao grupo Renal (membros atuais e antigos), com quem partilhei os 

momentos de desespero e as alegrias, especialmente Acaris Benetti, Danúbia 

Santos, Elys Lima, Flávia Martins, Flávio Araújo e Juliano Polidoro. Obrigado por 

me acolherem. 

Aos demais colegas, técnicos, equipe administrativa e equipe de 

manutenção do LGCM, cuja existência foi primordial ao desenvolvimento deste 

trabalho. 



VI 
 

 

Aos meus colegas do Laboratório de Biologia Vascular do Instituto do 

Coração – João Wosniak, Leonardo Tanaka, Percilia Oliveira, Tiphany Bessa e 

Victor Debbas, pela disposição incondicional nos momentos de sufoco. 

Às dádivas que a vida me deu - meus amigos: Ana Valdes-Curiel, 

Andressa Romanel, Ashley Fletcher, Cecília Magalhães, Gabriel Santos, 

Gabriela Venturini, Giselle Jandoza, Graça Rosas, Irene Yan, Juliana Alvim, 

Julliana Carvalho, Laís Fukase, Lavinnya Pereira, Lucas Rossetti, Malcolm von 

Schantz, Marcia Trípodi, Mariana Perez, Murilo Moura, Nathalia Oliveira, 

Nathalia Valeck, Pamella Malagrino, Patrícia Nolasco, Thais Sobelman, Tania 

Matsui e Thamila D’Ávila, por me apoiarem e aconselharem sempre que 

necessário.  

À CAPES pelo auxílio financeiro (Processo nº 88887.464006/2019-00) 

investido para o desenvolvimento desta tese. 

A todos aqueles que, mesmo não mencionados, tenham contribuído direta 

ou indiretamente ao desenvolvimento deste trabalho: muito obrigado.  

  

  



VII 
 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A pior filosofia é a do choramigas que se deita à margem do rio para o fim de 

lastimar o curso incessante das águas. O ofício delas é não parar nunca; 

acomoda-te com a lei, e trata de aproveitá-la.” 

Memórias Póstumas de Brás Cubas 

Machado de Assis 

 



VIII 
 

 

NORMATIZAÇÃO ADOTADA 

Esta tese está de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta 

publicação:  

 

Referências: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors 

(Vancouver).  

Universidade de São Paulo. Faculdade de Medicina. Divisão de Biblioteca e 

Documentação. Guia de apresentação de dissertações, teses e monografias. 

Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria 

F. Crestana, Marinalva de Souza Aragão, Suely Campos Cardoso, Valéria 

Vilhena. 3a ed. São Paulo: Divisão de Biblioteca e Documentação; 2011. 

Abreviaturas dos títulos dos periódicos de acordo com List of Journals Indexed 

in Index Medicus. 

 

 

 

  



IX 
 

 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO 1 

1.1. A contração de células musculares lisas vasculares 1 

1.1.1. Mecanismos cálcio-dependentes na regulação da contratilidade 1 

1.1.2. Mecanismos Ca+2-independentes na contração de células 
musculas lisas vasculares 4 

1.1.2.1. Integrinas e a organização das adesões focais 6 

1.1.2.2. Sinalização por adesões focais e a contração de células 
musculares lisas vasculares 7 

1.2. Proteína rica em cisteína e glicina-3 (CRP3) 13 

1.2.1. Os domínios LIM 13 

1.2.2. CRP3 14 

1.2.2.1. CRP3 e as respostas fisiológicas e patológicas vasculares 16 

1.2.2.2. CRP3 e as adesões focais 17 

2. OBJETIVO 20 

3. MÉTODOS 21 

3.1 Obtenção de aortas 21 

3.2. Extração de células musculares lisas 21 

3.3. Ensaio de espalhamento celular 22 

3.4. Análise da secreção de colágeno do tipo I 22 

3.5. Western blot 23 

3.6. Imunofluorescência 24 

3.7. Ensaio de quimiotaxia em câmara de Boyden 27 

3.8. Análise de ciclo celular 27 

3.9. Ensaio de contração em gel de colágeno 28 

3.10. Citometria magnético-óptica de oscilação (OMTC) 29 

3.10.1 Preparo dos grânulos ferromagnéticos 30 

3.10.2 Cultivo celular para o ensaio de OMTC 30 

3.11.3 OMTC 30 

3.11.4 Análise dos dados 31 

3.11. Análise de contração de anel aórtico 31 

3.12. Imunoprecipitação de CRP3 para avaliação de fosfotirosinas 32 

3.13. Análise estatística 33 

4. DESENHO EXPERIMENTAL 34 

5. RESULTADOS 35 

5.1. A falta de CRP3 nas adesões focais modifica a mecanopercepção de 
células musculares lisas aórticas 35 

5.2. A ausência de CRP3 compromete a ativação do eixo de sinalização 
FAK–Paxilina–p130CAS 37 



X 
 

 

5.3. A dinâmica do citoesqueleto de actina permanece inalterada na 
ausência de CRP3 40 

5.4. Células musculares lisas aórticas selvagens e CRP3-/- apresentam 
níveis similares de ativação de MLC 44 

5.5. Os efeitos da ausência de CRP3 se estendem à migração celular 45 

5.6. A inibição de FAK reduz a contratilidade de células selvagens, mas não 
afeta a rigidez celular 47 

5.7. Análise in silico da sequência de aminoácidos de CRP3 revela sítios de 
fosforilação por FAK-Src 48 

6. DISCUSSÃO 50 

7. CONCLUSÕES 60 

8. REFERÊNCIAS 61 

9. ANEXO 95 

9.1. Aprovação do comitê de ética 95 

  



XI 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Células musculares lisas e aparato de actomiosina............................ 2 

Figura 2. Mecanismos cálcio-dependentes na regulação da contratilidade de 

células musculares lisas vasculares................................................................... 3 

Figura 3. Arquitetura hierárquica de adesões focais.......................................... 7 

Figura 4. Organização das adesões focais e ativação das vias de sinalização que 

controlam a contratilidade................................................................................... 9 

Figura 5. Sequência e topologia dos domínios LIM...........................................14 

Figura 6. Topologia de CRP3.............................................................................15 

Figura 7. Via de sinalização candidata à resposta adaptativa de células 

musculares lisas de jugular ao estiramento.......................................................17 

Figura 8. CRP3 é uma proteína de adesão focal cuja ausência resulta em 

aumento no tamanho das adesões focais e redução da contratilidade de células 

musculares lisas aórticas...................................................................................19 

Figura 9. Representação gráfica da contração em gel de colágeno................ 29 

Figura 10. Representação gráfica do ensaio de citometria magnético-óptica de 

oscilação (OMTC)............................................................................................. 31 

Figura 11. Desenho experimental......................................................................34 

Figura 12. A ausência de CRP3 altera as propriedades mecanossensoras de 

células musculares lisas aórticas.......................................................................36 

Figura 13. O número de adesões focais permanece inalterado em células CRP3-

/-......................................................................................................................... 37 

Figura 14. Ativação deficiente do eixo FAK-Src-Paxilina-p130CAS em detrimento 

da ausência de CRP3........................................................................................38 



XII 
 

 

Figura 15. A ativação de ERK 1/2 é conservada na ausência de 

CRP3.................................................................................................................39 

Figura 16. A fosforilação e os níveis totais de ILK permanecem 

inalterados.........................................................................................................40 

Figura 17. A dinâmica de actina é comparável entre células selvagens e CRP3-

/-.........................................................................................................................42 

Figura 18. Expressão dos parálogos de CRP3 (CRP1, CRP2) e de marcadores 

de célula muscular lisa dependentes do status do citoesqueleto de 

actina................................................................................................................ 43 

Figura 19. A ativação de MLC é mantida na ausência de CRP3.......................44 

Figura 20. A contratilidade aguda de anéis aórticos é mantida na ausência de 

CRP3................................................................................................................ 45 

Figura 21. A ausência de CRP3 acarreta dano à capacidade migratória, mas não 

à proliferação de células musculares lisas aórticas...........................................46 

Figura 22. A inibição de FAK reduz a contratilidade de células selvagens, mas 

não afeta a rigidez celular..................................................................................48 

Figura 23. Análise da fosforilação de tirosinas em CRP3..................................49 

 

  



XIII 
 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Anticorpos utilizados na técnica de western blot...............................25 

  



XIV 
 

 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

-SMA  alfa actina de músculo liso 

-PIX   fator de troca beta da proteína quinase ativada por p21 

Abl   Abelson quinase 

Akt   proteína quinase B 

Ang II   angiotensina II 

Arp 2/3  Complexo 2-3 de proteínas relacionadas à actina 

CPI-17  inibidor da fosfatase da cadeia regulatória da miosina 

CRK-II  regulador de quinase CT10-II 

CRP   família de ou proteína rica em cisteína e glicina 

CRP3   proteína rica em cisteína e glicina 3 

CRP3-/-  rato ou célula nocaute para CRP3 

CTCF   fluorescência celular total corrigida 

DAG   diacilglicerol 

DMEM  meio Eagle modificado por Dulbecco 

DNA   ácido desoxirribonucleico 

EDTA   ácido etilenodiaminotetracético 

ERK 1/2  quinase regulada por fatores extracelulares 1/2 

FAK   quinase de adesão focal 

GDI   fator inibidor de dissociação de guanina 

GDP   guanosina difosfato 

GEF   trocador de nucleotídeo de guanina 

GFP   proteína verde fluorescente 

GIT-1   ligante 1 da quinase de receptor acoplado à proteína G 

GPCR   receptor acoplado à proteína G 



XV 
 

 

GRB2   proteína ligante 2 de receptor de fator de crescimento 

GTP    guanosina trifosfato 

ILK   quinase ligada às integrinas 

IP   iodeto de Propídio 

IP3   trifosfato de inositol 

IP3R   receptor de trifosfato de inositol 

LIM   domínio de dedo de zinco 

LTCC   canal de cálcio do tipo L 

MEC   matriz extracelular 

MKL   proteína de leucemia megacarioblástica 

MLC   cadeia leve da miosina 

MLCK   quinase da cadeia leve de miosina 

MLCP   fosfatase da cadeia leve de miosina 

MYH11  gene da cadeia pesada de miosina músculo liso-específica 

MYPT1  subunidade 1 da miosina fosfatase 

NM-II   miosina não-muscular II 

N-WASP  proteína neuronal da Síndrome de Wiskott-Aldrich 

OMTC   Citometria magnético-óptica de oscilação 

p130CAS  substrato associado a CRK-II de 130 kDa 

PBS   solução salina tamponada com fosfato 

PDGF-BB  fator de crescimento derivado de plaquetas-BB 

PINCH  proteína rica em cisteína e histidina 

PKC   proteína quinase C 

PMSF   fluoreto de fenilmetilsulfonila 

PXN   paxilina 



XVI 
 

 

RIPA   tampão de radioimunoensaio 

ROCK   quinase de Rho 

RPM   rotações por minuto 

SDS   dodecil sulfato de sódio 

SH   domínio de homologia à Src 

SRF   fator responsivo ao soro 

TBS-T   solução salina tamponada com Tris contendo Tween-20 

TRP   canal iônico receptor de potencial transitório 

WT   célula selvagem 

VASP   fosfoproteína ativada por vasodilatador 

YAP   proteína associada a yes 

  



XVII 
 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

±   mais ou menos 

%   percentagem 

°C   grau Celsius 

α   letra grega alfa 

β   letra grega beta 

µg   micrograma 

µl   microlitro 

µM   micromolar 

Ca+2   íon cálcio 

cm²   centímetro quadrado 

cm³   centímetro cúbico 

CO2   gás carbônico 

Cu+   íon cuproso 

Cu+2   íon cúprico 

g   grama 

g   força centrífuga 

h   hora 

HCl   ácido clorídrico 

Hz   hertz 

KCl   cloreto de potássio 

kDa   unidade de massa atômica kiloDalton 

Kg   kilo 

KH2PO4  fosfato monopotássico 

mg   miligrama 



XVIII 
 

 

min   minuto 

ml   mililitro 

mM   milimolar 

mm³   milímetro cúbico 

ms   milissegundos 

NaCl   cloreto de sódio 

Na2HPO4  fosfato dissódico 

nm   nanômetro 

p   nível descritivo de probabilidade do teste 

pH   potencial hidrogenionico 

s   segundo 

S   resíduo de serina 

T   resíduo de treonina 

UI   unidade internacional 

UV   luz ultravioleta 

V   Volt 

v/v   volume/volume  

Y   resíduo de tirosina 

  



XIX 
 

 

RESUMO 
 

Ribeiro-Silva JC. Papel da proteína rica em cisteína e glicina 3 (CRP3) na 
interface actina-adesões focais de células musculares lisas aórticas [tese]. São 
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 
 
Células musculares lisas estão em equilíbrio mecânico com o microambiente 

vascular. As adesões focais são os pontos de ajuste em resposta às 

deformações ativas e passivas da matriz extracelular. Este fenômeno depende 

de proteínas de adesões focais que percebem, transmitem e respondem a 

estímulos físicos. Nosso laboratório demonstrou que a proteína CRP3 atua como 

mecanossensor em células musculares lisas aórticas, regulando a ativação da 

quinase de adesão focal (FAK) em resposta ao estiramento. Evidências 

preliminares sugerem que a ausência da CRP3 previne o remodelamento de 

adesões focais, prejudicando a contratilidade das células musculares lisas. Este 

fenótipo se assemelha ao observado em células com prejuízo na sinalização de 

FAK-Src, enquanto as evidências da literatura apontam também para um papel 

regulador do CRP3 sobre o citoesqueleto de actina. Logo, postulamos que a 

CRP3 é crítica para a mecanotransdução de células musculares lisas atuando 

como ponte molecular entre as adesões focais e o citoesqueleto de actina. Ao 

estimular células musculares lisas aórticas com angiotensina II (Ang II), 

verificamos que a ausência de CRP3 prejudica a ativação do eixo FAK-paxilina-

p130CAS, via de sinalização fundamental à mecanotransdução. A fim de 

caracterizar as consequências desta deficiência, analisamos a dinâmica do 

citoesqueleto de actina, a fosforilação da cadeia regulatória da miosina (MLC) e 

a quimiotaxia dependente de PDGF-BB. A razão F/G-actina, a fosforilação 

inibitória de cofilina e os níveis de YAP foram comparáveis em células selvagens 

(WT) versus CRP3-/- em condições basais e em resposta à angiotensina II. Em 

concordância, os marcadores de músculo liso dependentes de actina (α-SMA, 

calponina, MYH11 e smoothelina) assim como os níveis de fosforilação de MLC 

e a contração em resposta ao KCl não se modificaram entre os genótipos, 

sugerindo que a ausência de CRP3 não afeta o citoesqueleto de actina. A 

quimiotaxia dependente de PDGF-BB foi menor em células CRP3-/-, consistente 

com uma deficiência na sinalização de FAK. Esta deficiência se mostrou 

desacoplada de alterações na viabilidade celular, já que células selvagens e 
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CRP3-/- apresentam progressão similar do ciclo celular. A fim de confirmar a 

dependência dos eventos de sinalização dependentes de FAK, realizamos 

ensaios de contração em gel de colágeno e de rigidez por citometria magnético-

óptica de oscilação (OMTC) na presença de inibidor de FAK (iFAK). Enquanto a 

contração de células WT foi negativamente impactada por iFAK, não 

observamos nenhum efeito nas células CRP3-/-. Já o ensaio de OMTC 

demonstrou que a rigidez celular é independente da ativação de FAK. A análise 

da estrutura de CRP3 evidenciou a presença de dois resíduos de tirosina 

passíveis de fosforilação por FAK (Y57 e Y167), responsivos à Ang II em células 

cardíacas, podendo então explicar a dependência de CRP3 para a ativação de 

FAK e promoção da contração. Os dados apresentados revelam que a CRP3 é 

necessária à ativação do eixo FAK-paxilina-p130CAS, sinalização necessária e 

suficiente à migração e contratilidade. Na ausência de CRP3, há 

comprometimento das cascatas de sinalização à jusante, comprometendo a 

percepção do ambiente e a mecanossinalização, componentes-chave da 

mecanotransdução vascular. Em conjunto, apresentamos evidências de que a 

CRP3 influencia a mecanotransdução em células musculares lisas aórticas 

atuando como ponte entre a actina e as adesões focais. 

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

Mecanotransdução celular, Transdução de sinais. 
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ABSTRACT 
 

Ribeiro-Silva JC. Role of the cysteine and glycine-rich protein-3 (CRP3) at the 
actin-focal adhesions interface of aortic smooth muscle cells [thesis]. São Paulo: 
“Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo”; 2022. 

 
Smooth muscle cells are in mechanical equilibrium with the vascular 

microenvironment. Focal adhesions are the set points in response to active and 

passive deformations of the extracellular matrix. This phenomenon depends on 

focal adhesion proteins that perceive, transmit and respond to physical stimuli. 

Our laboratory demonstrated that the CRP3 protein acts as a mechanosensor in 

aortic smooth muscle cells, regulating the activation of the focal adhesion kinase 

(FAK) in response to stretch. Preliminary evidence suggests that the absence of 

CRP3 prevents remodeling of focal adhesions, impairing the contractility of 

smooth muscle cells. This phenotype is similar to that observed in cells with 

impaired FAK-Src signaling, while evidence from the literature also points to a 

regulatory role of CRP3 on the actin cytoskeleton. Therefore, we postulate that 

CRP3 is critical for smooth muscle cell mechanotransduction acting as a 

molecular bridge between focal adhesions and the actin cytoskeleton. By 

stimulating aortic smooth muscle cells with angiotensin II (Ang II), we found that 

the absence of CRP3 impairs the activation of the FAK-paxillin-p130CAS axis, a 

fundamental signaling pathway for mechanotransduction. In order to characterize 

the consequences of this deficiency, we analyzed the dynamics of the actin 

cytoskeleton, the phosphorylation of the myosin regulatory chain (MLC) and the 

PDGF-BB-dependent chemotaxis. F/G-actin ratio, inhibitory cofilin 

phosphorylation, and YAP levels were comparable in wild-type (WT) versus 

CRP3-/- cells under basal conditions and in response to angiotensin II. In 

agreement, actin-dependent smooth muscle markers (α-SMA, calponin, MYH11 

and smoothelin) as well as levels of MLC phosphorylation and contraction in 

response to KCl did not change between genotypes, suggesting that the absence 

of CRP3 does not affect the actin cytoskeleton. PDGF-BB-dependent chemotaxis 

was lower in CRP3-/- cells, consistent with a deficiency in FAK signaling. This 

deficiency was shown to be uncoupled from changes in cell viability, as wild-type 

and CRP3-/- cells show similar cell cycle progression. To confirm the dependence 

of FAK-dependent signaling events, we performed collagen gel contraction and 
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optical-magnetic twisting cytometry (OMTC) stiffness assays in the presence of 

FAK inhibitor (iFAK). While the contraction of WT cells was negatively impacted 

by iFAK, we did not observe any effect on CRP3-/- cells. The OMTC assay 

demonstrated that cell rigidity is independent of FAK activation. Analysis of the 

structure of CRP3 evidenced the presence of two tyrosine residues capable of 

phosphorylation by FAK (Y57 and Y167), responsive to Ang II in cardiac cells, 

which may explain the dependence of CRP3 for FAK activation and contraction 

promotion. The data presented reveal that CRP3 is necessary for the activation 

of the FAK-paxillin-p130CAS axis, a necessary and sufficient signaling for 

migration and contractility. In the absence of CRP3, downstream signaling 

cascades are compromised, impairing environmental perception and 

mechanosignaling, key components of vascular mechanotransduction. Together, 

we present evidence that CRP3 influences mechanotransduction in aortic smooth 

muscle cells by acting as a bridge between actin and focal adhesions. 

 
Descriptors: Aorta; Focal adhesions; Actin cytoskeleton; Muscle, smooth; 

Mechanotransduction, cellular; Signal transduction.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A contração de células musculares lisas vasculares 

A cada batimento cardíaco, a aorta é exposta a um aumento na tensão de 

parede e estiramento como consequência da natureza pulsátil do fluxo 

sanguíneo [1]. Células musculares lisas embebidas na matriz extracelular 

detectam estes estímulos físicos e utilizam a resposta contrátil como mecanismo 

que permite ajustes na secreção e na organização da matriz extracelular de 

acordo com as necessidades fisiológicas, contribuindo para manutenção do 

equilíbrio mecânico e integridade tecidual [2,3]. A contratilidade é regulada por 

fatores neurogênicos, mecânicos e humorais, cujas vias de sinalização 

controlam a ativação do aparato de actomiosina [4–6]. Este aparato é formado 

por filamentos finos ou fibras de actina; e filamentos (espessos) de miosina 

(Figura 1), formados a partir de processos randômicos de polimerização e 

fragmentação [7–10], cujas unidades básicas consistem em um dímero de 

cadeias pesada e quatro cadeias leves (duas essenciais [ELC] e duas 

regulatórias – [RLC/MLC]) [11]. Quando formado, o aparato de actomiosina 

cruza todo o corpo celular enquanto acoplado às adesões focais (Figura 1), 

formando uma rede filamentar necessária ao controle da homeostase vascular 

em resposta às deformações passivas e ativas de  células musculares lisas [12]. 

 

1.1.1. Mecanismos cálcio-dependentes na regulação da contratilidade  

Como em todas as células musculares, a contração de células musculares 

lisas vasculares é desencadeada por um pico na concentração de cálcio 

intracelular [Ca+2]i (Figura 2). A ligação de agentes vasoativos (como a 

angiotensina II, endotelina e norepinefrina) aos seus receptores acoplados à 
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proteína G (GPCRs) estimula a hidrólise mediada por PLC de fosfatidilinositol-

4,5-bifosfato (PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) [13]. A 

solubilidade do IP3 permite seu alcance aos receptores IP3R, localizados na 

membrana do reticulo endoplasmático e a subsequente liberação de íons Ca+2 

no citoplasma [14,15]. 

 

Figura 1. Células musculares lisas e aparato de actomiosina. Filamentos finos e filamentos 
espessos formam o aparato de actomiosina. Este aparato é ancorado às adesões focais e 
responsável pelo desenvolvimento de tensão e a contração, caracterizados pelo encurtamento 
celular. Adaptado de [16]. 

 

O resultante aumento da [Ca+2]i favorece a formação de complexos 

Ca+2 calmodulina (CaM), que se ligam e ativam a quinase de cadeia leve da 

miosina (MLCK) [17]. Ao fosforilar os resíduos T18/S19 de MLC, a MLCK ativa a 

função ATPase da miosina [18–21], agora capaz de formar filamentos [22] e de 

deslizar em filamentos de actina para promover a contração [23–26]. 
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Figura 2. Mecanismos cálcio-dependentes na regulação da contratilidade de células 
musculares lisas vasculares. Agentes vasoativos (angiotensina II, endotelina e norepinefrina) 
atuando em seus GPCRs desencadeiam a ativação de PLC, que hidrolisa fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato (PIP2), gerando inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 atua em IP3R 
no retículo sarcoplasmático, liberando íons Ca+2 no citoplasma e consequentemente aumentando 
a [Ca+2]i. Ca+2 se liga a CaM, que ativa MLCK. A MLCK fosforila os resíduos T18/S19 de MLC 
(cadeia regulatória da miosina), induzindo a mudança de baixa para alta atividade ATPásica, 
promovendo o encurtamento de filamentos de actina e, portanto, a contração. DAG ativa PKC, 
que ativa a CPI-17 para inibir a MLCP, favorecendo a sustentação da resposta contrátil. A 
entrada de Ca+2 via canais de Ca+2 dependentes de voltagem ou canais não seletivos também 
pode contribuir para a concentração intracelular durante após ocupação do receptor [56]. 

 
A atividade da MLCK é antagonizada pela fosfatase da cadeia leve de 

miosina (MLCP), uma enzima heterotrimérica formada por uma subunidade 

catalítica (P1cδ), uma subunidade de função desconhecida e a subunidade 1 

alvo da miosina (MYPT1) [27]. MYPT1 permite que a miosina se ligue e 

desfosforile MLC, constituindo assim, um alvo às vias de sinalização que visam 

sustentar a contratilidade, como o eixo DAG Proteína quinase C (PKC). DAG 

ativa PKC que fosforila (resíduo T38) CPI-17, um inibidor endógeno de MLCP. 



4 

 

 

CPI-17 fosforilado se liga à MLCP, impedindo sua atividade de fosfatase e assim, 

prolonga a sinalização contrátil mediada por MLCK [28–32].  

 Além da liberação de íons Ca+2 do reticulo sarcoplasmático, a [Ca+2]i é 

modulada positivamente pela despolarização da membrana plasmática e 

subsequente abertura de canais de Ca+2, tipo L (LTCC), promovendo influxo de 

Ca+2 e liberação de Ca+2 de estoques intracelulares Ca+2-induzida [33–35]. Por 

sua alta condutância e expressão, a influência de LTCC predomina na [Ca+2]i, e, 

portanto, determina o estado contrátil de células musculares lisas vasculares 

[4,35]. No entanto, membros da família de canais iônicos receptores de potencial 

transitório (TRP) ativados por estiramento e canais de Ca+2 operados por 

estoque também induzem aumento na [Ca+2]i após esvaziamento dos estoques 

intracelulares nos estágios precoces da contração [36–39]. 

 

1.1.2. Mecanismos Ca+2-independentes na contração de células musculas 

lisas vasculares 

 Evidências sugerem que, mesmo com estimulação contínua de agentes 

vasoativos, o pico na [Ca+2]i é breve e, portanto, deve se apoiar em mecanismos 

adicionais (como aqueles dependentes de PKC) para perpetuar a resposta 

contrátil [40–42]. No entanto, estes mecanismos apresentam regulação temporal 

que não coincide com a sustentada resposta contrátil observada quando agentes 

como endotelina e norepinefrina são utilizados para modular o tônus contrátil, 

sugerindo que mecanismos moleculares Ca+2-independentes armazenam e 

perpetuam o sinal contrátil [40,43,44].  

 Postulou-se que o remodelamento do citoesqueleto de actina explicaria a 

contração persistente, já que para promover contratilidade, agentes vasoativos 
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induzem polimerização de actina [45], levando ao aumento na rigidez celular 

[46,47] que antecede a resposta contrátil. Notadamente, verificou-se que a 

estabilização de filamentos de actina com jasplakinolide aumenta a 

contratilidade, enquanto o tratamento com citocalasina D ou latrunculina (drogas 

que sequestram G-actina, impedindo a polimerização) reduz a contratilidade 

[48–52]. Estes eventos não afetam a homeostase cálcica, nem a montagem do 

aparato de actomiosina, sugerindo que as mudanças em actina estão 

desacopladas da ativação de MLC [42,48]. Entretanto, modelos experimentais 

em que há aumento na polimerização de actina não demonstram aumento na 

contração de células musculares lisas vasculares [47,53,54], sugerindo que a 

polimerização de actina é necessária, mas não suficiente para a sustentação da 

resposta contrátil. 

 Os experimentos de inibição da polimerização de actina proveram, no 

entanto, evidências para a descoberta dos mecanismos responsáveis pela 

contração sustentada. A aplicação concomitante de agentes vasoativos e 

citocalasina D previne os eventos de fosforilação de resíduos de tirosinas, um 

mecanismo regulatório que predomina em proteínas de adesão focal e que 

precede a polimerização de actina [47,51,55]. Sabendo que o citoesqueleto de 

actina depende de vinculina (uma proteína de adesão focal) para a regulação 

positiva da contração [56] e que os eventos de fosforilação de tirosinas culminam 

em crescimento das adesões focais [57], pode-se postular que adesões focais 

regulam a tensão baseada em actina, favorecendo a ciclagem adequada do 

aparato de actomiosina. Neste contexto, torna-se importante entender como 

adesões focais se formam e se organizam no espaço e tempo. 
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1.1.2.1. Integrinas e a organização das adesões focais  

 Tanto para perceber estímulos mecânicos, como para contrair, células 

musculares lisas vasculares se ancoram à matriz extracelular utilizando 

proteínas de superfície denominadas integrinas [58–60]. Integrinas se 

apresentam na forma de 24 heterodímeros α-β que não só se conectam à matriz 

extracelular, como também se ligam ao citoesqueleto de actina por meio de suas 

caudas citoplasmáticas [61]. Entretanto, esta ligação não é direta: tanto o 

reconhecimento da matriz quanto as forças que nela atuam mudam a 

conformação heterodimérica das integrinas, levando ao recrutamento de cerca 

de 2400 proteínas (coletivamente chamadas de “adesoma” [62–64]), que 

conectam as integrinas ao citoesqueleto de actina, originando as âncoras 

moleculares denominadas adesões focais [63]. 

 A investigação do adesoma levou ao estabelecimento de um cerne 

estrutural, compostos por 60 proteínas fundamentais ao funcionamento das 

adesões focais, independentemente do tipo celular [64]. Posteriormente, 

verificou-se que estas proteínas são requeridas por estabelecerem uma 

organização hierárquica nas adesões focais (Figura 3), de forma a aperfeiçoar 

os processos de detecção (mecanopercepção) e resposta a deformações. 

Verificou-se integrinas engajadas com seus ligantes na matriz extracelular 

estavam ligadas a FAK e paxilina por suas caudas C-terminais na camada de 

sinalização; Talina, vinculina e o complexo IPP (ILK, PINCH e parvina) formam 

a camada de transdução de força, cujos sinais são transmitidos para as proteínas 

reticuladoras α-actinina, zixina e VASP que se encontram em íntima associação 

com as fibras de estresse [65,66]. Essa hierarquia foi descrita em diversos tipos 
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celulares, sugerindo que é dependente da homeostase mecânica entre a célula 

e seu ambiente, mas não de mecanismos célula ou tecido-específicos.  

 

Figura 3. Arquitetura hierárquica de adesões focais. Integrinas na superfície celular se ligam 
a componentes da matriz extracelular por meio de domínios extracelulares. Na face 
citoplasmática adjacente à membrana, as caudas das integrinas se ligam a FAK e paxilina, 
formando a camada de sinalização. Na região intermediária, vinculina e talina compõe a camada 
de detecção de força, ligando as fibras de actina à cauda C-terminal das integrinas. Distalmente 
à membrana plasmática, encontram-se  zixina, VASP e α-actinina, na camada regulatória de 
actina. A escala z mostra a distância (em nanômetros) entre as camadas e a membrana 
plasmática. Adaptado de (52).  

 

1.1.2.2. Sinalização por adesões focais e a contração de células musculares 

lisas vasculares 

 Por meio da sinalização por adesões focais, as células são capazes de 

responder a mudanças na matriz extracelular por meio da resposta contrátil e 

controle da tensão celular. Em resposta a forças (sejam elas provenientes da 

matriz extracelular ou do aparato contrátil), há um fortalecimento das ligações 

matriz extracelular integrinas citoesqueleto de actina que é acompanhado de 

crescimento das adesões focais (processo denominado maturação), implicando 

em aumento da percepção (mecanopercepção) e sinalização por estímulos 

mecânicos. Turner e colaboradores [67] forneceram a base para o entendimento 

deste fenômeno na contração de células musculares lisas ao demonstrar que a 
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sinalização e o consequente crescimento das adesões focais levam ao 

remodelamento do citoesqueleto de actina e, portanto, à contração de células 

musculares lisas em resposta a diversos agentes vasoativos.  

 Adesões focais se formam após a ligação de integrinas a componentes 

da matriz extracelular (Figura 4: adesão a MEC). Forças hemodinâmicas 

(sinalização fora dentro) ou aumento na contratilidade baseada em miosina 

(sinalização dentro fora) aumentam a tensão no citoesqueleto de actina. Este 

aumento de tensão é detectado por talina, uma proteína citoplasmática que 

consiste em um domínio FERM N-terminal, formado por 4 segmentos globulares 

(F0-F3, coletivamente chamados de cabeça), uma região de ligação, 13 feixes α-

helicoidais que formam a haste e uma α-hélice que medeia sua dimerização [68]. 

Durante o estabelecimento das adesões focais, talina utiliza o domínio FERM N-

terminal para se ligar à cauda citoplasmática de -integrinas, enquanto dois sítios 

em sua haste c-terminal se ligam aos filamentos de actina. Estes eventos 

culminam na extensão dos domínios extracelulares e separação das caudas 

citoplasmáticas -, levando à ativação de integrinas, que reconhecem e se 

ligam aos seus ligantes na matriz extracelular. Forças exercidas nestes ligantes 

ou geradas pelo aparato de actomiosina são percebidas pela haste c-terminal de 

talina, culminando no recrutamento de vinculina para reforçar as conexões entre 

integrinas e o aparato de actomiosina [56,68,69]. Coletivamente, estes eventos 

aumentam a afinidade de integrinas por seus ligantes e diminuem sua difusão 

na membrana plasmática, culminando na agregação de integrinas [70] (Figura 4: 

maturação da adesão induzida por força).  
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Figura 4. Organização das adesões focais e ativação das vias de sinalização que 
controlam a contratilidade. Integrinas estão presentes na membrana celular na forma de 
heterodímeros inativos. Ao reconhecerem seus ligantes na matriz extracelular (MEC; o 
reconhecimento de lâminas elásticas é auxiliado pela proteína fibrilina), integrinas recrutam 
proteínas estruturais (talina [TLN], kindlina [Kind] e vinculina), de sinalização (FAK, Src e paxilina 
[PXN]) e reticuladoras de actina (α-actinina, CRPs, filamina, VASP e zixina), estabelecendo uma 
estrutura mecanossensora denominada adesão focal (Adesão à MEC). Forças hemodinâmicas 
e a contratilidade baseada em actomiosina levam ao desdobramento de talina e exposição de 

sítios crípticos de ligação à vinculina, o que reforça as ligações actina integrinas (maturação da 

adesão induzida por força). Forças também são detectadas pela FAK, que sofre autofosforilação, 
criando um sítio de interação para Src. O complexo FAK-Src então fosforila PXN e p130CAS, 
que juntas podem ativar N-WASP, promovendo a nucleação, ramificação e polimerização de 

actina pelo complexo Arp 2/3. A via de p130CAS CRKII GIT1 βPIX ou a ativação direta de 

p190RhoGEF por FAK levam à ativação de RhoA. RhoA ativa ROCK, que então fosforila MLC, 
MLCP e CPI-17, promovendo a ativação de MLC. Coletivamente, esses eventos restauram o 
equilíbrio mecânico entre células musculares lisas vasculares e seu microambiente e fornecem 
a maquinaria para que o ciclo de sondagem do microambiente reinicie. Adaptado de [71]. 

 

 Em adição à talina, forças são percebidas por proteínas adaptadoras e 

sinalizadoras, que sofrem fosforilação em suas tirosinas para serem capazes de 

transformar força em via de sinalização bioquímica (processo denominado 



10 

 

 

mecanotransdução) [67,72,73]. Rápida fosforilação do resíduo Y397 de FAK é 

observada na contração de células musculares lisas vasculares, evento 

temporalmente regulado e que caracteriza FAK como um transdutor precoce de 

estímulos mecânicos [55,67,82,74–81]. Em células musculares lisas de veia 

porta, a fosforilação de Y397 em FAK é bifásica, atingindo pico entre cinco e dez 

minutos após o início do estiramento e aumentando novamente entre 24 e 72h 

[75]. A fosforilação deste resíduo cria sítio para ligação de Src [83,84], que 

fosforila FAK em diversos resíduos adicionais, levando à sua completa ativação 

[74,85]. Complexos FAK-Src coimunoprecipitam com a subunidade 1 do LTCC 

[86] e sinalizam através de αvβ3-integrinas para regular as correntes de cálcio 

responsáveis pela manutenção do tônus vascular e resposta contrátil [87–91]. 

Inibição de FAK-Src atenua as correntes de cálcio em resposta à ativação de 

integrinas [89], levando à vasodilatação e resposta vasoconstritora defeituosa 

[40,92]. 

 As proteínas adaptadoras p130CAS e paxilina constituem os principais 

alvos à jusante da sinalização FAK-Src [93–95] e sinalizam via Rac e Rho para 

promover a polimerização de actina. Paxilina pode ser recrutada para as 

adesões focais por kindlina [96], onde sofre fosforilação nos resíduos de Y31 e 

Y118 por FAK-Src [97–101] e interage com vinculina, criando uma 

retroalimentação positiva para a mecanopercepção [102]. Semelhante à talina, 

p130CAS sofre modificações conformacionais em resposta a força [103], o que 

propicia sua fosforilação no resíduo Y165 por FAK-Src e Abl em resposta a 

agentes vasoativos [72]. Silenciamento de p130CAS atrapalha a formação de 

fibras de actina [104] e geração de forças em aortas de rato, apesar da ativação 

normal de MLC [105]. Y31/Y118Paxilina e Y165p130CAS interagem com CRKII, 
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estabelecendo o hub de sinalização p130CAS–CRKII–N-WASP–Arp2/3, 

responsável pela ramificação e polimerização da actina [106–110] (Figura 4). O 

silenciamento de proteínas à montante nesta cascata de sinalização (por 

exemplo, Src ou Abl) impede a geração de força e a regulação da pressão 

sanguínea por células musculares lisas vasculares [72,95]. 

 A polimerização de actina é acompanhada pelo recrutamento das 

proteínas reticuladoras α-actinina, VASP e zixina. A presença de α-actinina nas 

fibras de actina corresponde ao potencial contrátil [45,111], enquanto seu 

parceiro proteico VASP recruta G-actina e favorece a nucleação e ramificação 

de novos filamentos, além de inibir o capeamento de filamentos em crescimento 

[112–116]. Estes eventos são revogados quando VASP é silenciada ou 

fosforilada por PKG no resíduo S239, o que prejudica a contração [117–121]. 

Zixina é recrutada de forma força-dependente para as adesões focais, onde 

coopera com α-actinina e VASP [54,122,123]. Em resposta ao estiramento, 

zixina também se acumula no núcleo para induzir a expressão de 

mecanossensores, como a integrina α8 em células musculares lisas vasculares 

[124]. A depleção de zixina reduz a contratilidade, a capacidade de 

espalhamento e a estabilização da actina na presença de jasplakinolide em 

células musculares lisas de cremaster de rato [53,54]. Embora a ausência de 

zixina seja parcialmente neutralizada pela ativação constitutiva de RhoA e maior 

polimerização de actina, seu silenciamento impede a adaptação de células 

musculares lisas vasculares ao estiramento, levando ao colapso das fibras de 

actina na periferia da célula [54]. 

 As proteínas reticuladoras de actina formam camadas intercaladas com 

miosina nas fibras de actina [125]. A ativação de FAK-Src desencadeia a 
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transição de RhoA de inativa (ligada a GDP) para ativa (ligada a GTP) por meio 

da fosforilação do fator de troca de guanina p190RhoGEF [126–128]. A ativação 

de Arhgef1 (um ativador RhoA em células musculares lisas vasculares que é 

independente de FAK) também contribui para essa sinalização [129]. RhoA ativa 

a rho quinase (ROCK), que então fosforila MLC da miosina muscular e da 

miosina não-muscular II (NM-II) no resíduo S19 [130–133] e também MYPT1 nos 

resíduos T696 e T850 [134,135], diminuindo a atividade MLCP [136] e induzindo 

a dissociação da holoenzima [137], respectivamente. Da mesma forma que PKC, 

ROCK também fosforila CPI-17 no resíduo T38, levando à fosforilação 

sustentada de MLC e contração, mesmo na ausência de vasoconstritores 

[138,139], destacando o papel desta via de sinalização na manutenção do tônus 

vascular e, portanto, na regulação da pressão arterial por células musculares 

lisas vasculares [140]. 

 A fosforilação do resíduo S19 de NM-II também desempenha papel 

importante na maturação das adesões focais, já que seus filamentos adjacentes 

às adesões focais estabelecem um feedback positivo de força, expondo sítios 

crípticos e induzindo a formação de complexos proteína-proteína 

[68,100,103,141,142]. A relevância do acúmulo de proteínas nas adesões focais 

para a resposta contrátil foi recentemente demonstrada pelo uso de blebistatina, 

um inibidor específico de NM-II. A droga preveniu a geração de força e o 

aumento de rigidez em anéis aórticos expostos a KCl ou norepinefrina, um 

fenômeno associado à ausência dos eventos de fosforilação de tirosinas em 

proteínas de adesão focal [143], em linha com evidências anteriores de 

contração defeituosa em camundongos mutantes para NM-II [144].  
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1.2. Proteína rica em cisteína e glicina-3 (CRP3) 

1.2.1. Os domínios LIM 

 A presença de proteínas adaptadoras é essencial à formação de 

complexos proteína-proteína mediados por NM-II nas adesões focais. Em função 

da sua capacidade de recrutar proteínas especificas, proteínas adaptadoras são 

capazes de promover a subcompartimentalização celular de determinadas 

proteínas, alterando assim a sua atividade e interação com parceiros proteicos. 

Dentre as inúmeras proteínas adaptadoras eucarióticas, as proteínas que 

possuem em sua estrutura o domínio LIM são reconhecidas como essenciais à 

integração de vias de sinalização intracelular [145].  

 O domínio LIM foi inicialmente observado em 1988 por Way e Chalfie que, 

ao isolarem o cDNA codificador da proteína MEC-3 de Caenorhabditis elegans, 

observaram a presença de uma sequência que não havia similaridade com 

nenhum domínio descrito à época [146]. Posteriormente, a clonagem dos genes 

codificantes da proteína de linhagem celular-11 (LIN-11) de C. elegans [147] e 

da proteína ligante do enhancer do gene da insulina (Isl1) [148] permitiu a 

caracterização da sequência rica em cisteínas, denominada domínio LIM em 

referência aos três protótipos LIN-11, Isl1 e MEC-3 [149]. 

 Domínios LIM individuais possuem ~ 55 aminoácidos, sendo que 8 são 

resíduos de cisteína ou histidina conservados [149]. A análise estrutural revelou 

que o número e espaçamento destes resíduos tem por objetivo a coordenação 

de íons metálicos, estabelecendo então a topologia de dedos de zinco em 

tandem dos domínios LIM [150–153] (Figura 5), presente em cerca de 135 

proteínas do genoma humano [154], abundância similar à de domínios como o 

domínio de homologia à Src (SH)- 2 e 3 [145]. Inicialmente, acreditava-se que 
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muitas das proteínas LIM apenas se associavam com o citoesqueleto de actina 

e estruturas adjacentes. Conforme os estudos evoluíram, notou-se que proteínas 

como zixina e CRP3 transitavam entre o núcleo o citoplasma [124,155,156], 

promovendo a integração das vias de sinalização bioquímica aos eventos 

transcricionais que coordenam o destino celular.  

 

Figura 5. Sequência e topologia dos domínios LIM. a. Sequência consenso do domínio LIM, 
indicando a localização e identidade dos 8 resíduos coordenadores de zinco. Aminoácidos de 
maior frequência são representados em negrito, enquanto variações com frequência < 10% são 
apresentadas sem destaque. C, cisteína; H, histidina; E, ácido aspártico; X, aminoácido variável. 
b. Topologia da coordenação dos íons de zinco, indicando o espaçamento ótimo por resíduos 
invariantes (em magenta) e resíduos variantes (em amarelo). Adaptado de [154].  

 

1.2.2. CRP3 

 CRP3 é pertence à família CRP de proteínas adaptadoras LIM, 

conservadas evolutiva e funcionalmente. A estrutura de CRP3 consiste em dois 

domínios LIM, espaçados por uma alça rica em glicina, onde também se 

encontra um putativo sinal de localização nuclear [157,158] (Figura 6).  

 A identificação e a localização subcelular de parceiros proteicos de CRP3 

têm sido utilizadas para entender suas funções, já que estas se baseiam na 

facilitação de interações proteína-proteína. Por meio da interação com actina 
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[158,159], α-actinina, zixina [158] e cofilina [160,161] (fator de despolimerização 

de actina), postula-se que CRP3 seja indispensável à estrutura celular, visto que 

tanto a ausência de CRP3 em camundongos [162,163], quanto mutações no 

gene humano de CRP3 [164–167] levam ao fenótipo de cardiomiopatia dilatada, 

caracterizada por desarranjo estrutural cardíaco.  

 

Figura 6. Topologia de CRP3. CRP3 é uma proteína de 194 aminoácidos que constituem o 
domínio de interação com T-CAP (1-5), domínios LIM (10-61; 120-171) e o sinal de localização 
nuclear (SLN, 64-69).  
 

 Além do papel estrutural de CRP3, evidências apontam para participação 

na mecanotransdução, já que em resposta a agonistas, CRP3 sofre translocação 

nuclear em cardiomiócitos [156] e promove a formação de complexos proteicos 

que ancoram fibras de actina aos discos Z e aos costâmeros [158,162,164,168–

170] Em suporte a esses achados, foi demonstrado que CRP3 interage com o 

fator de transcrição Miz-1 [171], permitindo a adaptação e sobrevivência de 

cardiomiócitos na presença de estímulos mecânicos. Notadamente, 

cardiomiócitos de animais CRP3-/- demonstram incapacidade de adaptação ao 

estiramento [164,167].  
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1.2.2.1. CRP3 e as respostas fisiológicas e patológicas vasculares 

 Em concordância com o putativo papel na mecanotransdução cardíaca, 

foi demonstrado que CRP3 também pode atuar como um mecanossensor em 

células musculares lisas vasculares. Em contraste aos estudos iniciais que 

postulavam que a expressão se restringia às células musculares estriadas [158], 

nosso grupo demonstrou que CRP3 é expresso constitutivamente em células 

musculares lisas arteriais, mas ausente em células venosas [172]. Ao submeter 

uma veia a condições arteriais de pressão e fluxo (de forma a mimetizar a 

adaptação da veia safena utilizada como ponte na revascularização cardíaca 

[173]), verificou-se que o estiramento induz a expressão de CRP3 em células 

musculares lisas [172], sugerindo que CRP3 pode atuar como mecanossensor 

em células vasculares.  

 A fim de entender o papel de CRP3 nas respostas vasculares às forças 

hemodinâmicas, foi utilizada a tecnologia de nuclease de dedo de zinco para 

gerar um rato CRP3-/- através da deleção dos nucleotídeos CATGC e inserção 

de um A no éxon 1, levando a mudança na janela de leitura aberta e, portanto, 

ausência de CRP3, como confirmado por western blotting. Ao utilizar estes 

animais em um modelo de arterialização (anastomose término-término da artéria 

carótida com a veia jugular [174]), viu-se que o espessamento compensatório 

(também conhecido como Fenômeno de Glagov [175]) da parede da veia jugular 

selvagem [176] era exacerbado em animais CRP3-/- [176]. O desequilíbrio na 

adaptação da veia jugular CRP3-/- foi atribuído à ausência de apoptose de células 

musculares lisas nos estágios iniciais do processo e não ao estímulo proliferativo 

de células musculares lisas aórticas. Ao analisar a via candidata integrinas–

FAK–Akt, que controla sobrevivência e morte celular, constatou-se que a 
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apoptose em células musculares lisas de jugular selvagem estava associada à 

inibição desta via, propiciando o acúmulo de Bax e a consequente liberação de 

fatores pró-apoptóticos mitocondriais (por exemplo, o citocromo c). Em 

contraste, células CRP3-/- demonstraram ativação sustentada da via integrinas–

FAK–Akt e, portanto, não sofriam apoptose [176] (Figura 7). O papel de CRP3 

foi atribuído a sua interação com FAK em células musculares lisas de jugular 

[176], sugerindo que CRP3 pode atuar como regulador desta via de sinalização 

em condições fisiológicas. 

 

Figura 7. Via de sinalização candidata à resposta adaptativa de células musculares lisas 
de jugular ao estiramento. Em células selvagens, a exposição ao estiramento em associação 
à ceramida (indutor de via apoptótica intrínseca) diminuiu a ativação de FAK e Akt (mediada por 
fosforilação nos resíduos Y397 e S243, respectivamente), permitindo acúmulo de Bax, liberação 
de fatores apoptóticos mitocondriais e clivagem de caspase 3. Em contrapartida, células CRP3-

/- apresentaram ativação sustentada de FAK e Akt, impedindo assim a ativação da via apoptótica. 

 

1.2.2.2. CRP3 e as adesões focais  

 Considerando as evidências de que a ausência de CRP3 altera a 

sinalização mediada por FAK, postulamos que CRP3 influenciaria o 

funcionamento das adesões focais. Utilizando células musculares lisas de aorta 
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(que expressam CRP3 em condições basais), foi verificado que CRP3 e paxilina 

(marcador de adesões focais) colocalizam (Figura 8a) e, em concordância com 

a ativação desbalanceada de FAK em células musculares lisas de jugular CRP3-

/-, observou-se que células musculares lisas aórticas CRP3-/- apresentam 

adesões focais maiores quando comparadas às células selvagens em condições 

basais. No entanto, após a estimulação com angiotensina II (Ang II), as adesões 

focais de células CRP3-/- não sofreram aumento do tamanho médio, em 

contraste com as células selvagens (Figura 8b) [177].  

O fenótipo de adesões maiores em condições basais e a incapacidade de 

remodelamento recapitulam o observado em células onde a sinalização via FAK 

está prejudicada [178]. Logo, conjecturamos que a ausência de CRP3 promove 

desacoplamento entre os eventos de sinalização em nível de integrinas/adesão 

focal e o citoesqueleto de actina. De fato, apesar de apresentarem adesões 

focais maiores, células musculares lisas aórticas CRP3-/- apresentam 

contratilidade deficiente (Figura 8 c, d) tanto no basal quanto após exposição à 

Ang II. No entanto, o envolvimento de CRP3 na sinalização via FAK nas adesões 

focais e a consequência para a contratilidade baseada em actomiosina em 

células musculares lisas carecem de elucidação. Em face destas evidências, a 

nossa hipótese é que CRP3 age como interface actina-adesões focais, 

necessária a garantir a mecanotransdução adequada de células musculares 

lisas aórticas. 
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Figura 8. CRP3 está presente nas adesões focais e sua ausência leva ao aumento no 
tamanho das adesões focais e redução da contratilidade de células musculares lisas 
aórticas. a. Imagem representativa de ensaio de imunofluorescência para paxilina realizada em 
células musculares lisas selvagens expressando CRP3-GFP, demonstrando a colocalização de 
CRP3 com paxilina em merge e inset. Magnificação: 40x e 63x (n=3). b. gráfico representativo 
da análise das adesões focais, demonstrando maior tamanho de adesões focais em células 
CRP3-/- em comparação às células selvagens (n= 78 WT e n=82 CRP3-/-). c. imagens 
representativas e d. quantificação da contração em gel de colágeno, mostrando reduzida 
capacidade contrátil de células CRP3-/- em comparação com células selvagens após 24h na 
presença de meio basal. n=4. Adaptado de [177]  
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2. OBJETIVO 

 
O objetivo desta tese foi avaliar a hipótese que CRP3 modula eventos de 

sinalização nas adesões focais, influenciando a mecanotransdução em células 

musculares lisas aórticas. 
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3. MÉTODOS  

 

3.1 Obtenção de aortas 

 Ratos Wistar selvagens (WT) e CRP3-/- foram obtidos do Biotério Central 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Animais de 3 meses 

de idade, pesando entre 250 e 350 g foram eutanasiados com injeção letal de 

pentobarbital, seguida da coleta das aortas, mantidas em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS: NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10mM; 

KH2PO4 2mM; antibiótico/antimicótico 100 U/ml; pH 7,4). Este procedimento foi 

aprovado e realizado de acordo com as normais de utilização de animais de 

laboratório do Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto do Coração (SDC: 

5146/20/175; Anexo 1). 

 

3.2. Extração de células musculares lisas 

 Células musculares lisas de aorta de ratos selvagens e CRP3-/- foram 

obtidas por explant, um método já estabelecido no laboratório [172,176,179]. 

Para isso, as aortas foram abertas longitudinalmente e tiveram o tecido 

conjuntivo externo e a camada endotelial removidos com auxílio de uma pinça. 

O tecido resultante foi cortado em fragmentos de ~ 0,5 cm² e depositado com a 

face luminal virada para baixo em placas de seis poços tratadas com gelatina 

porcina a 3 %. Adicionou-se 1 ml de DMEM high glucose suplementado com 20 

% de soro fetal bovino (FBS) inativado, 100 μl/ml de estreptomicina e 100 U/ml 

de penicilina (meio basal) e, após a incubação de 5 min para adesão dos 

fragmentos, as placas foram mantidas a 37 °C, com atmosfera umedecida e 

enriquecida com 5 % de CO2 por uma semana. Após este período, pode-se 
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observar a migração e proliferação das células em resposta ao soro. O meio de 

cultura foi então trocado em dias alternados, até que já houvesse células 

suficientes para a ampliação da cultura e plaqueamento em garrafas de 75 cm². 

As células foram mantidas em cultura até o preenchimento total da área das 

garrafas, quando as culturas foram devidamente ampliadas (máximo de 6 

passagens) para os ensaios.  

 

3.3. Ensaio de espalhamento celular 

 Células musculares lisas de aorta foram tripsinizadas e plaqueadas em 

culture slides previamente tratados com solução de gelatina porcina a 3 %. Nos 

períodos de 2 e 24 h, as células foram fixadas com solução de paraformaldeído 

a 4%, coradas com Alexa 555-faloidina e fotografadas em microscópio de 

fluorescência Zeiss Axio Observer Z1 em objetiva de 40 x com óleo de imersão. 

A área das células nos períodos indicados foi considerada representativa da 

capacidade de espalhamento nos diferentes fenótipos, como descrito em [180].  

 

3.4. Análise da secreção de colágeno do tipo I 

 Células musculares lisas aórticas foram plaqueadas à densidade de 4x105 

em placas de 35 mm. No dia seguinte, o meio basal foi substituído e, 8 h após a 

troca, uma alíquota do meio de cultura foi coletada e analisada por western blot, 

como descrito no item a seguir para a determinação dos níveis secretados de 

colágeno I.  
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3.5. Western blot 

 Células musculares lisas aórticas (4x105 células) foram cultivadas em 

placas de seis poços pré-tratadas com gelatina porcina a 3 %. No dia seguinte, 

as células foram privadas de soro (meio DMEM high glucose 0,1 % FBS) e, após 

24h, foram expostas à angiotensina II (1 µM; Sigma) por 2,5 min 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) para a obtenção das proteínas. 

 Os lisados foram centrifugados a 14000 RPM por 15 min a 4 °C para 

remoção de debris. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, a partir 

do qual a dosagem de proteínas foi realizada, de acordo com o método de Pierce 

[181]. Neste método, a reação do biureto (redução de Cu+2 a Cu+ na presença 

de proteínas em meio alcalino) é acoplada à detecção colorimétrica do cátion 

Cu+ pelo ácido bicinconínico, gerando um produto roxo de absorção a 562 nm, 

lido por espectrofotometria (Wallac Victor², Perkin Elmer).  

 Alíquotas de 20 g de proteína ou 10 l de meio foram ressuspendidas 

em tampão de amostra para eletroforese, fervidas por 10 min a 95 °C e 

separadas em gel de 10 % de poliacrilamida-SDS (1,5 mm de espessura), de 

acordo com Laemmli [182]. Para determinar o peso molecular aproximado das 

proteínas, 10 μl de padrão molecular (Precision Plus Protein KaleidoscopeTM 

Standards, Bio-Rad) correram em paralelo. As amostras foram aplicadas nos 

poços do gel submerso em tampão de eletroforese (Tris-base 25 mM pH 7,4; 

Glicina 192 mM) e a corrida ocorreu a 120 V, sendo interrompida quando as 

amostras atingiram o limite inferior do gel. 
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Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana 

de PVDF (AmershamTMHybondTM, GE Healthcare), previamente 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 em um sanduíche 

imerso em tampão de transferência, sobre o qual uma corrente de 90 V foi 

aplicada por três horas a 4 °C. Após a transferência, foi realizado o bloqueio de 

ligações inespecíficas (Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; 0,1 % Tween-20; 5 % 

albumina sérica bovina) por 1 hora à temperatura ambiente, sob agitação. 

Subsequentemente, a membrana foi incubada com solução de anticorpo 

primário sob agitação a 4 °C até o dia seguinte (Tabela 1). Ao final desta 

incubação, a membrana foi lavada 3 vezes por 10 min com TBS-T e incubada 

com o anticorpo secundário (1:2000 v/v, Invitrogen) em solução de bloqueio por 

1 h à temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada, e exposta por 

1 min à solução para detecção quimioluminescente (Tris 1,5 M pH 8,9; luminol 

1,25 mM; ácido p-coumárico 200 μM; H2O2 5,4 mM e água), seguida da 

visualização das bandas (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare) e análise 

densitométrica (Image J). 

 

3.6. Imunofluorescência 

3 x 103 células cultivadas em poços de culture slides (BD Falcon; 

previamente tratados com 3% de gelatina) foram privadas de soro e 

subsequentemente tratadas com angiotensina II (1 µM; Sigma) por 2,5 min. Após 

o tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeído a 4 % em PBS por 

15 min, lavadas com TBS e permeabilizadas em solução de Odyssey® Blocking 
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Tabela 1. Anticorpos utilizados na técnica de western blot 
 

ANTICORPO 

PRIMÁRIO 

FORNECEDOR E 

CATÁLOGO 

DILUIÇÃO 

v/v 

-SMA Abcam (ab7817) 1:1000 

Calponina Millipore (#04-589) 1:1000 

Cofilina Abcam (ab42824) 1:2000 

CofilinaS3 Abcam (ab12866) 1:2000 

Colágeno I Abcam (ab34710) 1:1000 

CRP1 Abcam (ab175319) 1:1000 

CRP2 Abcam (ab229710) 1:1000 

ERK 1/2 Cell Signaling (#9102) 1:1000 

ERK 1/2T202/Y204 Cell Signaling (#4377) 1:1000 

FAK Cell Signaling (#3285) 1:1000 

FAKY397 Abcam (ab81298) 1:1000 

GAPDH Abcam (ab22555) 1:2000 

ILK Abcam (ab52480) 1:1000 

ILKS246 Millipore (AB1076) 1:1000 

MYH11 Santa Cruz (sc-6956) 1:1000 

Paxilina Abcam (ab32084) 1:1000 

PaxilinaY118 Abcam (ab75740) 1:1000 

P130CAS Abcam (ab31831) 1:1000 

P130CASY145 Abcam (ab22914) 1:1000 

Smoothelina Santa Cruz (sc-28562) 1:1000 

YAP Abcam (ab52771) 1:1000 

  

Buffer (LI-COR) suplementada com 0,01 % de NP-40. Para a análise dos níveis 

de fosforilação de MLC, as células foram incubadas overnight com anticorpo 

primário anti-MLC (T18/S19, Thermo Fisher PA5-17727) 1:100 v/v. O anticorpo 

primário foi removido, os poços foram lavados 3x com TBS e incubados com 

solução de faloidina-Alexa 555 (1:300 v/v Molecular Probes), DAPI (1:500 v/v) e 
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anticorpo secundário anti-coelho conjugado com Alexa 488 (1:300 v/v Molecular 

Probes).  

Para a razão F/G-actina, após a permeabilização as células foram 

incubadas com solução de faloidina-Alexa 555 (1:300 v/v Molecular Probes), 

Ribonuclease A-Alexa 488 (1:100 v/v Molecular Probes) e DAPI 1:500 (v/v) por 

1 h à temperatura ambiente.  

Para quantificar o número de adesões focais, após a permeabilização as 

células foram expostas ao anticorpo anti-paxilina (Abcam ab32084, 1:100 v/v) 

diluído em Odyssey® Blocking Buffer (LI-COR) a 4 oC por 16 h. Removeu-se o 

anticorpo primário, os poços foram lavados 3x com TBS e incubados com 

solução de DAPI (1:500 v/v) e anticorpo secundário anti-coelho Alexa 555 (1:300 

v/v; Molecular Probes).  

Após a incubação das marcações, foram realizadas 3 lavagens com TBS 

e as lâminas foram montadas com FluoromountTM aqueous mounting media 

(Sigma) e fotografadas no Zeiss Axio Observer Z1, com objetiva de 40x e óleo 

de imersão. 

A quantificação de fluorescência se deu no programa Image J (National 

Institutes of Health, EUA). Para os experimentos de p-MLC e razão F/G-actina, 

foi considerada a área da célula, bem como a fluorescência de regiões 

adjacentes como normalizadores da intensidade de fluorescência medida, 

expressa como fluorescência celular total corrigida (CTCF). Já a contagem de 

adesões focais se deu a partir da função “análise de partículas”. Foram utilizadas 

células de 3 animais diferentes por genótipo (replicatas biológicas) e, para cada 

replicata biológica, analisou-se no mínimo 20 células.  
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3.7. Ensaio de quimiotaxia em câmara de Boyden 

A capacidade migratória de células musculares lisas foi determinada pelo 

ensaio de migração em câmara de Boyden [183]. Esta técnica considera a 

capacidade celular de migrar em função de fatores de crescimento (quimiotaxia) 

ou de um gradiente de moléculas de matriz extracelular (haptotaxia). O ensaio 

consiste em duas câmaras separadas por uma membrana microporosa. As 

células são plaqueadas na câmara superior e migram em resposta ao agente 

quimioatrativo presente no meio de cultura da câmara inferior. Essa resposta é 

avaliada após um determinado período e reflete na capacidade migratória 

celular.  

As condições para o ensaio com células musculares lisas foram 

determinadas de acordo com o descrito anteriormente [184]. Em resumo, 48 h 

após privação de soro, 5x104 células foram ampliadas e semeadas em 

membrana de policarbonato (poro de 8 µm; Whatman), no poço superior de uma 

câmara de Boyden modificada. No poço inferior, 20 ng/ml de PDGF-BB 

(Peprotech) foram usadas como estímulo quimiotático e a câmara foi incubada 

por 4 h a 37 ºC. Após o período, o lado superior foi limpo para remover as células 

que não migraram, enquanto o lado inferior da membrana foi corado com DAPI 

e fotografado em microscópio invertido para a quantificação de núcleos.  

 

3.8. Análise de ciclo celular 

A análise do ciclo celular leva em conta a capacidade do Iodeto de 

Propídeo (IP) de intercalar sulcos principais de DNA de fita dupla, originando 

sinal altamente fluorescente quando excitado a 488 nm. Como IP se liga 

estequiometricamente ao DNA, as subpopulações celulares nas fases G0/G1, S 
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e G2/M podem facilmente ser identificadas por citometria de fluxo com base na 

intensidade do sinal de fluorescência. Para isso, células musculares lisas 

selvagens e CRP3-/- foram plaqueadas à densidade de 4x105 em meio basal. A 

fim de sincronizar o ciclo celular, as células foram privadas de soro por 24 h e 

estimuladas com meio basal por adicionais 24 h. Ao findar deste período, as 

células foram fixadas com etanol gelado, marcadas com IP 10 µg/ml (Molecular 

Probes) e analisadas em citômetro de fluxo Accuri™ C6 (Becton Dickinson). Os 

perfis do ciclo celular foram posteriormente analisados usando o FCS Express 4 

Flow Research Edition e expressos como a porcentagem de eventos (células) 

em cada população, de acordo com a intensidade de fluorescência detectada.  

 

3.9. Ensaio de contração em gel de colágeno 

O ensaio de contração em gel de colágeno consiste na confecção de uma 

mistura de colágeno do tipo I e células que, ao polimerizar a 37 ºC gerará um 

disco, cuja deformação ao longo do tempo refletirá na capacidade contrátil de 

uma dada célula em resposta a um determinado estímulo. Para isso, 2 x 105 

células foram ressuspendidas em meio sem soro e adicionadas à uma mistura 

de água, colágeno tipo I (BD Biosciences), NaOH 1 M e PBS 10x. A mistura foi 

colocada em placas de 12 poços e incubada por 1 h a 37 ºC. Após a 

polimerização, os discos foram soltos da placa com auxílio de uma agulha e 

depositados em placas de 24 poços. Foram obtidas imagens dos diâmetros dos 

discos no tempo 0 e após 24 h de estimulação com PF-573228/iFAK, (Sigma, 3 

µM). A partir do diâmetro dos discos no tempo 0 (100 %), determinou-se a % de 

redução em 24 h, que consistiu na capacidade contrátil de cada célula.  
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Figura 9. Representação gráfica da contração em gel de colágeno. Uma mistura de colágeno 
I e células é incubada a 37 °C. Ao polimerizar, esta mistura gera um disco de células embebidas 
em uma matriz de colágeno. O disco é solto do poço, tem seu diâmetro medido no tempo 0 e 24 
h, permitindo avaliar a contratilidade em 24 h. Adaptado de [185].  

 

3.10. Citometria magnético-óptica de oscilação (OMTC) 

A citometria magnético-óptica de oscilação (OMTC) consiste na utilização 

de grânulos ferromagnéticos adsorvidos pelo tripeptídeo sintético RGD (ácido 

arginilglicilaspártico), que se ligam às integrinas na superfície celular. Como as 

integrinas estão intimamente ligadas ao citoesqueleto de actina, a oscilação dos 

grânulos em resposta a um campo magnético pode ser utilizada para definir a 

rigidez celular.  
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3.10.1 Preparo dos grânulos ferromagnéticos 

Grânulos ferromagnéticos com 4,5 µm de diâmetro foram lavados com 

PBS, ressuspendidos em solução tamponada de carbonato estéril a 1 mg/ml 

contendo RGD e mantidos sob agitação constante a 4 ºC até o uso.  

 

3.10.2 Cultivo celular para o ensaio de OMTC 

Placas de 96 poços previamente tratadas com solução de gelatina porcina 

a 3 % foram utilizadas para o plaqueamento de 1,5 x 104 células em meio de 

cultura basal. Após 24 h, as células foram privadas de soro, expostas à solução 

de grânulos ferromagnéticos e incubadas por 20 min a 37 ºC, em atmosfera 

umedecida e enriquecida com 5 % de CO2. Após este período, foi realizada uma 

lavagem com meio de cultura para remoção dos grânulos frouxamente ligados 

às células e procedeu-se com o tratamento (Ang II, [Sigma] 1 µM; PF-

573228/iFAK, [Sigma] 3 µM). 

 

3.11.3 OMTC 

Poços isolados das placas de 96 poços foram colocados no centro de 

bobinas de magnetização, que se encontravam acopladas a um microscópio 

com câmera de vídeo. Os grânulos foram rapidamente magnetizados 

horizontalmente (9000 G) e então verticalmente (90 G). A magnetização vertical 

possui caráter oscilatório, que deforma o citoesqueleto de actina adjacente aos 

grânulos. A movimentação dos grânulos foi registrada por imagens obtidas pela 

câmera CCD, no aumento de 10 x.  
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3.11.4 Análise dos dados 

A partir das imagens, pode-se calcular a razão entre o torque aplicado 

(T*ω) e o deslocamento dos grânulos (d*ω) por meio da Transformada de Fourier 

(Equação 1), resultando no módulo complexo (g*), que está ligado por um fator 

geométrico com o módulo complexo de cisalhamento da célula e expresso em 

Pascal (Pa) por nanômetro: 

𝑔 ∗  𝜔 = 𝑔’ (𝜔) +  𝑖𝑔" (𝜔)  =  
𝑇∗𝜔

𝑑∗𝜔
     (1) 

Do valor gerado, derivou-se o módulo elástico do citoesqueleto adjacente (g’), o 

módulo dissipativo (resistência, g’’), e η (histerese, razão g’’/g’). 

 

Figura 10. Representação gráfica do ensaio de citometria magnético-óptica de oscilação 
(OMTC). As células são expostas a grânulos ferromagnéticos recobertos por RGD, que se ligam 
às integrinas na superfície celular. A aplicação de um campo magnético leva ao deslocamento 
dos grânulos que, ao ser analisado, permite a determinação da rigidez celular. 

 

3.11. Análise de contração de anel aórtico 

 A fim de determinar as propriedades contráteis, aortas abdominais de 

ratos selvagens e CRP3-/- foram segmentadas em anéis, livres de tecido 

conectivo e endotélio (removido mecanicamente com agulha). Os anéis foram 

incubados em 5 ml de tampão de Krebs-Hanseleit (NaCl 115 mM; KCl 4,6 mM; 

CaCl2 2,5 mM; KH2PO4 1,2 mM; MgSO4 • 7 H2O 1,2 mM; NaHCO3 25 mM; 

Glicose 11,1 mM) e mantidos à temperatura constante de 37 ºC e continua 

gaseificação para manutenção do pH a 7.4. Cada anel aórtico foi conectado a 
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dois fios metálicos conectados a um transdutor de força e então submetidos a 

uma tensão de repouso de 1 g por 1 h. A contração independente de receptor foi 

estimulada pela adição de KCl (concentração final de 100 mmol / L no banho), 

cuja resposta foi observada até o plateau. Após isso, os anéis foram lavados 3 x 

com solução de Krebs-Hanseleit e estabilizados por 30 min. Foi realizada uma 

curva concentração-resposta cumulativa à angiotensina II (10-9.5-10-5) para 

avaliar a resposta contrátil dependente da ativação de receptor.  

 

3.12. Imunoprecipitação de CRP3 para avaliação de fosfotirosinas 

Cardiomiócitos neonatais foram obtidos a partir de um processo de 

digestões sucessivas com colagenase e pancreatina, como previamente 

estabelecido no laboratório [186]. As células foram mantidas em meio basal 

(DMEM low glucose + 199 + BrdU + 1 % piruvato + 1 % penicilina/estreptomicina) 

em placas previamente tratadas com laminina e incubadas a 37 ºC, em 

atmosfera umedecida e enriquecida com 5 % de CO2 por 48 h. Após este período, 

o meio de cultura foi substituído e, após 30 min, as células foram expostas a Ang 

II (1 µM) por 15 min. As células foram lisadas com tampão RIPA, as proteínas 

quantificadas e utilizadas para a imunoprecipitação. 

Na imunoprecipitação, 500 µg de proteína foram diluídos em tampão RIPA 

e incubados overnight a 4 °C, sob agitação com anticorpo anti-CRP3 (Santa 

Cruz, sc-98827 1:100). No dia seguinte, foram adicionados 50 µl de Dynabeads® 

Protein G (Invitrogen) e as amostras foram incubadas por adicionais 16 h a 4 °C, 

em agitação. Após este período, as amostras foram colocadas em uma estante 

magnética, permitindo a remoção do sobrenadante e a retenção das 

microesferas (complexo microesferas-anticorpo anti-CRP3-CRP3). As 
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microesferas foram lavadas com tampão RIPA e o complexo foi eluido com 

tampão de amostra (200 mM Tris-HCl; Glicerol 40 %; SDS 2 %; 200 mM DTT; 

azul de bromofenol 1 %, pH 6.8). As amostras foram então processadas para 

Western blot de acordo com o item 3.5. A membrana foi bloqueada com solução 

de 5 % de leite em TBS-T e exposta a uma solução mista de anticorpo de coelho 

anti-CRP3 e de camundongo anti-fosfotirosina (Cell Signaling #9411) em TBS-T 

a 4 °C, por 16 h, sob agitação. No dia seguinte, a membrana foi lavada com TBS-

T antes e depois da incubação com solução mista de anticorpo secundário 

conjugado com fluorescência (anti-coelho [vermelho] e anti-camundongo [verde] 

1:30000 v/v) e revelada no LI-COR, equipamento próprio para a análise de 

fluorescência. As bandas foram então quantificadas por densitometria no 

ImageJ. Para ambas as condições, utilizou-se um pool de 3 amostras.  

 

3.13. Análise estatística 

 Dados representados com média ± desvio padrão. Comparações 

genótipo-genótipo foram feitas com o teste t de Student. O efeito do genótipo 

(selvagem versus CRP3-/-) perante os tratamentos foi verificado por meio da 

análise de variância (ANOVA) de duas vias e pós-teste de Bonferroni. Foram 

considerados dados significativamente diferentes os que apresentaram valores 

de p< 0,05. O número de experimentos realizados foi indicado por “n”. 
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4. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 

 
 
Figura 11. Desenho experimental. Representação gráfica do fluxo de métodos utilizados na 
obtenção dos resultados deste trabalho. 
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5. RESULTADOS 

 
5.1. A falta de CRP3 nas adesões focais modifica a mecanopercepção de 

células musculares lisas aórticas 

Anteriormente demonstramos que CRP3 interage com FAK [176] e está 

presente nas adesões focais de células musculares lisas vasculares (Figura 8a) 

[177]. Na ausência de CRP3, células musculares lisas aórticas apresentam 

maior tamanho de adesões focais, sugerindo alterações na mecanopercepção e 

mecanotransdução (Figura 8). Assim, avaliamos a capacidade de espalhamento, 

a secreção de colágeno I e o número de adesões focais como indicadores 

adicionais da mecanopercepção de células musculares lisas aórticas. 

Verificamos que células CRP3-/- apresentam maior capacidade de 

espalhamento, denotada pela área celular medida nos períodos de 2 e 24 h após 

o plaqueamento (Figura 12a, b). Em consonância com este achado, observamos 

que células musculares lisas aórticas CRP3-/- secretam mais colágeno I quando 

comparadas às células selvagens (WT) (Figura 12c). Não observamos 

diferenças no número de adesões focais (Figura 13). Associados aos dados 

anteriores de maior tamanho de adesão focal, estes dados permitem concluir 

que a ausência de CRP3 modifica a mecanopercepção de células musculares 

lisas aórticas. 
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Figura 12. A ausência de CRP3 altera as propriedades mecanossensoras de células 
musculares lisas aórticas. a. imagens representativas e b. quantificação do ensaio de 
espalhamento, demonstrando que na ausência de CRP3, há um aumento na capacidade de 
espalhamento de células musculares lisas aórticas, presente nos estágios iniciais (2 h) e que se 
perpetua a períodos posteriores ao espalhamento (24h) [2 h n=48 WT n=68 CRP3-/-; 24 h n=64 
WT n=48 CRP3-/-]. c. quantificação e blots representativos da secreção de colágeno I em cultura, 
evidenciando aumento da secreção por células CRP3-/- [n=9 WT n=8 CRP3-/-] 
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Figura 13. O número de adesões focais permanece inalterado em células CRP3-/-. A 
contagem do número de adesões focais marcadas com paxilina demonstrou que tanto no basal 
(A), quanto em resposta à angiotensina II (B), o número de adesões focais permanece 
comparável entre células WT e CRP3-/- (Basal: n=85 WT e n=88 CRP3-/-; Ang II WT n=52 e CRP3-

/- n=39) n.s.: não significativo. 
 

5.2. A ausência de CRP3 compromete a ativação do eixo de sinalização 

FAK–Paxilina–p130CAS 

 Para melhor compreender os efeitos da ausência de CRP3 nas adesões 

focais, a ativação do eixo FAK-Paxilina-p130CAS avaliamos na presença de 

angiotensina II (Ang II). Em concordância com a literatura, observamos que o 

tratamento de células selvagens induz ativação de FAK (denotada pela 

fosforilação do resíduo Y397), que cria sítio de ligação para Src, levando à sua 

ativação total e subsequente fosforilação de seus parceiros proteicos paxilina e 

p130CAS (resíduos Y118 e Y145, respectivamente). Em contrapartida, células 

CRP3-/- apresentaram defeito nesta via de sinalização, que permaneceu 

inalterada na presença de Ang II (Figura 14). Não foram observadas alterações 

apreciáveis nos níveis totais de FAK, paxilina ou p130CAS em resposta à 

estimulação com Ang II. 
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Figura 14. Ativação deficiente do eixo FAK-Src-Paxilina-p130CAS em detrimento da 
ausência de CRP3. a. Blots representativos e b. quantificação dos níveis de fosforilação (coluna 
à esquerda) e dos níveis totais (coluna à esquerda) de FAK, paxilina e p130CAS. Células 
selvagens apresentam fosforilação de FAK (Y397) e consequente fosforilação dos alvos paxilina 
(Y118) e p130CAS (Y145) após estimulação com Ang II. Na ausência de CRP3, este tratamento 
não é capaz de deflagra essa ativação, fazendo com que estimulado e basal se comportem de 
forma similar. Não houve diferença nos níveis totais das proteínas. FAK: Y397 n=9 total n=10; 
paxilina: Y118 (Basal n=8 Ang II WT n=9 CRP3-/- n=7) total n=9; p130CAS: Y145 e total n=5. ** 
p < 0.001 
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 Um dos possíveis mecanismos para a ausência de ativação de FAK seria 

a modulação negativa por ERK 1/2 [187]. No entanto, células selvagens e CRP3-

/- apresentaram níveis comparáveis de ativação de ERK 1/2 (denotada pela 

fosforilação nos resíduos T202/Y204) em condições basais, que aumentaram em 

resposta à Ang II (Figura 15). Não houve diferença nos níveis totais de ERK 1/2 

nas condições estudadas.  

 
 

Figura 15. A ativação de ERK 1/2 é conservada na ausência de CRP3. Blots representativos 
e quantificação dos níveis de fosforilação e dos níveis totais de ERK 1/2. Em condições basais, 
observou-se baixo nível de fosforilação (T202/Y204) de ERK 1/2 em ambos os genótipos. Em 
resposta à Ang II, WT e CRP3-/- apresentaram aumento comparável nos níveis de fosforilação. 
Os níveis totais permaneceram inalterados. n=5. **** p < 0.0001 

 

 Outro mecanismo envolvido na regulação de FAK envolve a quinase 

ligada à integrina (ILK), cuja ativação está associada à inibição de FAK [188]. 

Todavia, não se observou mudanças nos níveis totais, nem na fosforilação 

(S246) em resposta à ausência de CRP3 ou à estimulação com Ang II (Figura 

16).  
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Figura 16. A fosforilação e os níveis totais de ILK permanecem inalterados. Blots 
representativos e quantificação dos níveis de fosforilação e dos níveis totais de ILK, que não 
sofreram mudanças em resposta à ausência de CRP3 ou à estimulação com Ang II em ambos 
os genótipos. n=6. 

 

5.3. A dinâmica do citoesqueleto de actina permanece inalterada na 

ausência de CRP3 

 
 Uma das principais consequências da mecanotransdução por adesões 

focais é o remodelamento do citoesqueleto de actina, avaliado em termos da 

razão F/G-actina, da regulação de cofilina, da expressão de marcadores de 

músculo liso e da expressão de YAP. Em condições basais de cultivo, não se 

observou diferença na razão F/G-actina em células selvagens e CRP3-/-. Após a 

estimulação com angiotensina II, há aumento na razão F/G-actina, independente 

do genótipo (Figura 17a). 

 A dinâmica de actina pode ser regulada pela enzima cofilina, que promove 

a reciclagem das fibras, permitindo novos eventos de polimerização. 
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Observamos que os níveis totais de cofilina não sofreram alteração em 

detrimento da ausência de CRP3 (Figura 17b). Ao avaliar os níveis de 

fosforilação inibitória no resíduo S3, verificamos que células selvagens e CRP3-

/- são comparáveis em condições basais e em resposta à Ang II, cujo tratamento 

induziu redução nos níveis de fosforilação (Figura 17c). Em consonância com 

esses resultados, os níveis da proteína associada a yes (YAP) permaneceram 

inalterados em células selvagens e CRP3-/- em condições basais ou frente à 

estimulação com Ang II (Figura 17d). 

 A razão F/G-actina e os níveis de ativação de cofilina impactam 

diretamente a atividade dos fatores de transcrição relacionados à miocardina 

(MKLs), principais envolvidos na expressão de marcadores de músculo liso. 

Estes fatores se ligam a G-actina, CRP1/CRP2 e ao fator de resposta ao soro 

(SRF) para promover a expressão de genes como -SMA, calponina, MYH11 e 

smoothelina. Logo, o padrão de expressão desses genes pode ser utilizado 

como indicativo de mudanças em actina. Os níveis de CRP1 são comparáveis 

entre células selvagens e CRP3-/-, enquanto os níveis de CRP2 se mostraram 

ligeiramente reduzidos em células CRP3-/- (Figura 18a). No entanto, em linha 

com as evidências de F/G-actina, células selvagens e CRP3-/- apresentaram 

níveis similares de expressão de calponina, -SMA, MYH11 e smoothelina 

(Figura 18b).  
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Figura 17. A dinâmica de actina é comparável entre células selvagens e CRP3-/-. a. 
representação gráfica da razão F/G-actina, realizada a partir da marcação por 
imunofluorescência das fibras de actina (faloidina) e de G-actina (Ribonuclease A), 
demonstrando que a polimerização de actina se comporta de forma semelhante em células 
selvagens e CRP3-/- (WT n=41 CRP3-/- n=39). b. quantificação dos níveis totais de cofilina, 
avaliados por western blot, sem diferença em função de genótipo ou tratamento. c. análise da 
fosforilação inibitória de cofilina, demonstrando modulação em resposta à angiotensina de forma 
similar em ambos os genótipos (WT n=6 basal n=5 Ang II; CRP3-/- n=7). d. quantificação dos 
níveis totais de YAP, avaliados por western blot, sem diferença em função de genótipo ou 
tratamento (WT n=6 CRP3-/- n=7).  
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Figura 18. Expressão dos parálogos de CRP3 (CRP1, CRP2) e de marcadores de célula 
muscular lisa dependentes do status do citoesqueleto de actina. a. quantificação dos níveis 
totais de CRP1 e CRP2, avaliados por western blot. Enquanto os níveis de CRP1 não 
apresentaram alteração na ausência de CRP3, os níveis de CRP2 apresentaram ligeira redução 

(n=4). b. quantificação dos níveis totais de -SMA, calponina, MYH11 e smoothelina, genes cuja 

expressão está intrinsecamente ligada à polimerização de actina e que não apresentaram 
perturbação na ausência de CRP3 (n=6-7). 
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5.4. Células musculares lisas aórticas selvagens e CRP3-/- apresentam 

níveis similares de ativação de MLC 

 Outro componente modulado por adesões focais e crucial à contratilidade 

é a fosforilação dos resíduos T18/S19 da cadeia regulatória da miosina (MLC), 

que culmina em sua ativação. Verificamos que em condições basais de cultivo, 

células selvagens e CRP3-/- apresentam níveis similares de fosforilação de MLC. 

A estimulação com Ang II por 2,5 min aumentou a fosforilação dos resíduos 

T18/S19, mas não houve diferença entre os genótipos (Figura 19).  

 

 

Figura 19. A ativação de MLC é mantida na ausência de CRP3. Quantificação da fosforilação 
ativadora de MLC nos resíduos T18/S19, analisada por imunofluorescência, demonstrando que 
tanto em condições basais, quanto em resposta à Ang II (que induz aumento da fosforilação), 
células selvagens e CRP3-/- são semelhantes (Basal WT n=26 CRP3-/- n=33 Ang II WT n=51 
CRP3-/- n=48).  

 

 Em conjunto, as evidências da dinâmica de actina e da ativação da 

miosina permitem concluir que o aparato de actomiosina está inalterado em 

células CRP3-/-. De fato, ao analisar a contratilidade aguda de anéis aórticos 

usando métodos de fisiologia padrão que delineiam geração de força máxima, 

não se observou diferença entre aortas selvagens e CRP3-/- na presença de 

cloreto de potássio (KCl) (Figura 20). 
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Figura 20. A contratilidade aguda de anéis aórticos é mantida na ausência de CRP3.  
análise da força máxima gerada em anéis aórticos expostos a 100 mM de KCl, demonstrando 
resposta similar entre selvagem e CRP3-/-. n=5 

 

5.5. Os efeitos da ausência de CRP3 se estendem à migração celular 

Assim como na resposta à angiotensina II que induz a contração, a 

migração celular utiliza a sinalização mediada por FAK para promover a 

contratilidade necessária para impulsionar o corpo celular [189]. Observou-se 

que enquanto o agente quimiotático PDGF-BB induziu a migração de células 

selvagens, células CRP3-/- foram incapazes de migrar no período de 4h (Figura 

21a). Como evidência de que a não-responsividade de células CRP3-/- é 

independente de alterações na viabilidade celular, verificamos que a progressão 

no ciclo celular em células selvagens e CRP3-/- é semelhante (Figura 21b).  
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Figura 21. A ausência de CRP3 acarreta dano à capacidade migratória, mas não à 
proliferação de células musculares lisas aórticas. a. fotos representativas e quantificação do 
ensaio de migração (câmara de Boyden) realizado após 4 h de exposição ao PDGF-BB, evento 
notório em células selvagens, porém tênue em células CRP3-/- (n=4). B. histogramas 
representativos e quantificação da análise do ciclo celular, onde verificou-se que a progressão 
do ciclo em resposta ao soro – medida pela quantidade de células em cada fase – é semelhante 
em células selvagens (n=5) e CRP3-/- (n=7). 
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5.6. A inibição de FAK reduz a contratilidade de células selvagens, mas não 

afeta a rigidez celular 

Anteriormente demonstramos que a ausência de CRP3 reduz a 

contratilidade (Figura 8d) e aumenta a rigidez de células musculares lisas 

aórticas, tanto em condições basais de cultivo, quanto em resposta à 

angiotensina II. Em face destes resultados e considerando os eventos de 

sinalização dependentes de FAK aqui observados, testamos a hipótese de que 

a inibição de FAK com a droga PF-573228 (iFAK) recapitula em células 

selvagens os fenótipos observados em células CRP3-/-. Ao analisar a 

contratilidade em gel de colágeno, verificamos que enquanto a inibição de FAK 

reduz a contratilidade em células selvagens, nenhum efeito é observado em 

células CRP3-/- (Figura 22a).  

Células CRP3-/- são mais rígidas que células selvagens em condições 

basais. Após a adição de angiotensina II (1 M), há um aumento na rigidez 

celular, que é discreto em células selvagens e pronunciado em células CRP3-/- 

(Figura 22b). Em contraste, a adição de iFAK (3 M) não exerceu efeito na rigidez 

celular, indicando que a rigidez celular é independente das propriedades 

enzimáticas de FAK.  
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Figura 22. A inibição de FAK reduz a contratilidade de células selvagens, mas não afeta a 
rigidez celular. a. Gráfico de quantificação do ensaio de contração basal e na presença do 

inibidor de FAK (iFAK; 3 M) em 24 h (n=3). No basal, células CRP3-/- apresentam contratilidade 

reduzida em comparação às células selvagens (WT). Em resposta ao iFAK, há decréscimo na 
capacidade contrátil de células WT, mas não em células CRP3-/-. B. Gráfico representativo da 
análise de rigidez celular pela técnica de OMTC. No basal, células CRP3-/- são mais rígidas que 
células selvagens (WT), um fenômeno que se pronuncia na presença de Ang II. O tratamento 
concomitante com inibidor de FAK (iFAK) não foi capaz de impedir os efeitos da Ang II, sugerindo 
que mecanismos distintos participam deste processo (n=1948 grânulos WT basal/Ang II; n=1804 
WT Ang II+iFAK; n=1259 grânulos CRP3-/- basal/Ang II; n=1424 CRP3-/- Ang II+iFAK).  

 

5.7. Análise in silico da sequência de aminoácidos de CRP3 revela sítios de 

fosforilação por FAK-Src 

CRP3 é uma proteína adaptadora, que não exibe atividade catalítica e, 

portanto, exerce seus efeitos através da formação de complexos proteína-

proteína. A fim de entender a sua participação na sinalização mediada por FAK, 

realizou-se uma análise in sílico da estrutura primária de CRP3 em busca de 

resíduos de tirosina passíveis de fosforilação por FAK. Foram identificados dois 

sítios passíveis de fosforilação (Y57 e Y167), cujos escores de predição do 
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NetPhos 3.1 [190,191] são  0,8 (níveis similares aos observados para proteínas 

que sabidamente são fosforiladas por FAK, como paxilina) e que estão 

posicionados nos domínios LIM (Figura 23a). Notadamente, a imunoprecipitação 

de CRP3 em extratos proteicos de cardiomiócitos (que demonstram expressão 

altíssima de CRP3) demonstrou que CRP3 apresenta fosfotirosinas em 

condições basais e que essa modificação aumenta em resposta à estimulação 

com 1 M de angiotensina II (Figura 23b). Estes dados confirmam a ideia de que 

CRP3 pode ser fosforilado por FAK. 

 

Figura 23. Análise da fosforilação de tirosinas em CRP3. A. A análise realizada na ferramenta 
NetPhos 3.1 demonstrou a presença de dois sítios de fosforilação com escores de predição 
acima de 0,8, localizados nos resíduos Y57 e Y167 dos domínios LIM de CRP3. B. blot 
representativo da imunoprecipitação de CRP3, seguida da incubação com anticorpo anti-
fosfotirosina em extrato proteico de cardiomiócitos em cultura, demonstrando a fosforilação basal 
e estimulada por angiotensina II.  
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6. DISCUSSÃO 

 A formação de complexos proteicos mediada por proteínas LIM é 

essencial à mecanotransdução por adesões focais. Apesar da elucidação de um 

core essencial, pouco se sabe sobre os mecanismos vascular específicos na 

sinalização por adesões focais. Este trabalho explorou, pela primeira vez, o papel 

de CRP3 na sinalização de adesões focais, cuja ausência comprometeu a 

ativação do eixo FAK-Src-Paxilina-p130CAS a contratilidade e a migração 

celular, independente de mudanças em actomiosina-.  

 Em adição às evidências da literatura que demonstram a localização de 

CRP3 nas fibras de actina, demonstramos sua localização nas adesões focais. 

A relação de CRP3 com o citoesqueleto de actina foi alvo de extensa 

investigação no contexto de células musculares estriadas. Em semelhança à -

actinina, CRP3 se liga às fibras de actina [159], onde se oligomeriza [156] para 

promover a fasciculação e a proteção das fibras de actina contra a 

despolimerização medida por cofilina [159]. A ausência de CRP3 não interfere 

nas taxas de polimerização, mas promove o afinamento das fibras, podendo 

impactar negativamente a resistência mecânica do citoesqueleto de actina [159]. 

Em concordância, Clark e Kadrmas demonstraram que a proteína Mlp84b 

(equivalente de CRP3 em Drosophila melanogaster) contribui diretamente para 

a integridade muscular por meio da estabilização das fibras de actina nos sítios 

de ancoragem [192]. A relevância destes achados é ilustrada pelas as alterações 

na estrutura e função cardíacas observadas em camundongos que não 

expressam CRP3 [162] ou que carregam a mutação missense (10TC; W4R), 

identificada em pacientes com cardiomiopatia dilatada [167]. Além de desarranjo 
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estrutural (incluindo desorganização das miofibrilas e formato irregular dos 

cardiomiócitos), estas amostras apresentam complacência aumentada e 

resistência prejudicada ao estresse mecânico, reminiscentes da ausência dos 

mecanismos CRP3-dependentes no citoesqueleto de actina.  

 De forma a promover a correta organização e manutenção do aparato 

contrátil, CRP3 promove a formação de complexos associados à actina nos 

costâmeros [158,162,164,168–170]. Estas estruturas conectam o sarcolema ao 

aparato de actomiosina e, portanto, são responsáveis pela transmissão de força 

[193]. Nestes sítios, acredita-se que CRP3 atua em um complexo ternário com 

β1-espectrina e -actinina, promovendo o acoplamento do aparato contrátil aos 

complexos dependentes de β1-espectrina na membrana [194]. Esta hipótese é 

corroborada pelo fato de que apesar do desarranjo de miofibrilas, o aparato 

contrátil permanece intacto na ausência de CRP3, permitindo concluir que a 

ablação de CRP3 causa prejuízo à função costamérica [162], o que pode ser 

ilustrado pela perda do padrão de distribuição de vinculina (também presente 

nos costâmeros) [162]. Considerando as evidências de nosso grupo de que 

CRP3 localiza-se nas fibras de actina e nas adesões focais (análogas aos 

costâmeros de células musculares lisas estriadas), postulamos que CRP3 age 

como mecanossensor também em células musculares lisas. Esta hipótese é 

suportada pelos estudos de proteoma que demonstraram o recrutamento força-

dependente de proteínas da família CRP [63,195] e pelas características de 

zixina e -actinina, parceiro proteicos de CRP3 [158,194], que ocupam a camada 

regulatória de actina nas adesões focais.  
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A camada regulatória de actina é particularmente importante para a 

homeostase mecânica, pois é por meio dela que os sítios de ruptura de fibras 

(resultantes da exaustão mecânica associada aos constantes ciclos de extensão 

e encurtamento) são reparados, restaurando a capacidade de transmissão de 

força [196]. O entendimento dos mecanismos envolvidos na resposta de reparo 

é baseado na função de zixina, uma proteína responsiva a forças, formada por 

um domínio de interação com -actinina, por repetições ActA ricas em prolina, 

duas sequências de exportação nuclear e três domínios LIM. Forças exercidas 

nas adesões focais recrutam zixina para a camada regulatória de actina [197–

199]. Conforme os sinais são transmitidos para o citoesqueleto de actina 

(induzindo sua polimerização), zixina se desloca em sincronia com as novas 

fibras formadas, onde recruta seu parceiro proteico VASP, que estabelece 

retroalimentação positiva para a polimerização de actina, tanto por recrutar mais 

complexos G-actina-profilina, quanto por impedir o capeamento de filamentos 

recém-formados [112,113,115]. Os mesmos mecanismos são responsáveis pelo 

reparo de fibras rompidas durante a transmissão de força [196]. Verificou-se que 

a capacidade recrutamento dependente de força de zixina se baseia nos seus 

três domínios LIM em tandem, que apresentam em sua estrutura um resíduo 

conservado de fenilalanina e um espaçamento ótimo entre si, permitindo que 

atuem em cooperatividade [125,198,200]. A ausência de zixina reduz a 

contratilidade, um evento associado a alteração na capacidade de espalhamento 

e no perfil secretor de células musculares lisas [54,124].  

 Em contraste com zixina, CRP3 não é capaz de promover o reparo de 

sítios de deformação das fibras de estresse, já que apresenta apenas 2 domínios 
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LIM que, além de não apresentarem o espaçamento ótimo requerido, não 

apresentam o resíduo invariável de fenilalanina. No entanto, postula-se que 

CRP3 seja um ancestral das proteínas de reparo [200], sugerindo que possa 

ainda desempenhar papeis similares ao de zixina na mecanotransdução. De 

fato, similarmente à zixina [53], CRP3 sofre translocação nuclear, onde participa 

dos mecanismos que promovem a expressão de genes de adaptação mecânica 

celular [171,201]. Na ausência de CRP3, células musculares lisas apresentam 

contratilidade deficiente, aumento do espalhamento e da secreção de colágeno 

I. Estas alterações são também acompanhadas de aumento no tamanho médio 

das adesões focais, mas sem mudanças no número de adesões, permitindo 

concluir que a mecanorresponsividade de células musculares lisas está 

comprometida na ausência de CRP3 em detrimento de suas propriedades 

mecanossensoras. 

 Para melhor compreender a participação de CRP3 na mecanotransdução 

via adesões focais, a mecanossinalização de células musculares lisas aórticas 

selvagens e CRP3-/- foi avaliada em condições basais de cultivo e em resposta 

à Ang II. Verificou-se que células selvagens e CRP3-/- são comparáveis em 

termos de expressão e fosforilação das proteínas em condições basais. Em 

resposta à Ang II, células selvagens apresentaram um aumento na fosforilação 

de FAK (resíduo Y397) que estava associado à fosforilação das proteínas 

paxilina (resíduo Y118) e p130CAS (resíduo Y145). Em contraste, os níveis de 

fosforilação de FAK, paxilina e p130CAS permaneceram inalterados após a 

exposição de células CRP3-/- à Ang II. Estes eventos explicam a ausência de 

mudança no tamanho médio das adesões focais e indicam que essas alterações 
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sejam responsáveis pela contratilidade deficiente, confirmando a participação de 

CRP3 na mecanorresponsividade de músculo liso aórtico.  

 Ativação da função quinásica de FAK em resposta à Ang II é central a 

diversos eventos na mecanotransdução, como polimerização de actina, 

fosforilação de MLC e fluidificação do citoesqueleto. Ao analisar a razão F/G-

actina, verificamos que células selvagens e CRP3-/- são comparáveis tanto em 

condições basais, quanto na polimerização de actina induzida por Ang II, o que 

está de acordo com as evidências de Hoffmann et al [159]. Foi demonstrado que 

CRP3 influencia a atividade de cofilina, uma das principais enzimas envolvidas 

na despolimerização de actina [160]. No entanto, os níveis de F/G-actina e as 

evidências de que células selvagens e CRP3-/- se comportam de maneira similar 

em termos de fosforilação de cofilina, demonstram que essa regulação não se 

estende a células musculares lisas aórticas.  

Outra variável influenciada pelo momento do citoesqueleto de actina são 

os níveis da proteína YAP, principal envolvida na regulação dos eventos 

transcricionais dependentes de pistas ambientais [202] e que não apresentou 

variação em função do genótipo, nem da exposição com Ang II. Em adição a 

estes dados, foi analisada a expressão de genes dependentes da atividade de 

SRF-MLK. MLKs interagem com G-actina, o que as mantém inativas e retidas no 

citoplasma. A polimerização de actina em resposta a sinais extracelulares libera 

MKL de G-actina, permitindo o acúmulo nuclear de MKL e ativação de SRF [203]. 

Portanto, a sinalização MKL-SRF é um caminho-chave que conecta a 

reorganização dinâmica do citoesqueleto de actina ao controle da expressão 

gênica. Em conjunto com CRP1 e CRP2, MKL-SRF promovem a expressão de 
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componentes estruturais e regulatórios do citoesqueleto de actina, como -SMA, 

calponina, MYH11 e smoothelina. Observamos que a ausência de CRP3 não 

impacta a expressão destes genes, provendo evidências adicionais de que o 

status de actina permanece inalterado na ausência de CRP3. 

 FAK foi implicada na ativação de p190RhoGEF [126], que impacta 

diretamente a fosforilação de MLC pelo eixo RhoA-ROCK. Sabendo que a 

fosforilação de MLC é o evento central à contratilidade de células musculares 

lisas, os níveis desta fosforilação foram analisados. Verificamos que em 

condições basais, células selvagens e CRP3-/- apresentam níveis similares de 

fosforilação nos resíduos T18/S19 de MLC. Em resposta à Ang II, ambos os 

genótipos demonstram aumento na fosforilação, sem diferença entre si. Estes 

dados dialogam com evidências anteriores da literatura, que apontam para efeito 

da ausência de CRP3 nas estruturas de ancoramento (costâmeros e, de acordo 

com este trabalho, adesões focais), e não no funcionamento do aparato de 

actomiosina [159,162]. Em concordância, verificamos que a geração de força 

máxima por anéis aórticos em resposta ao KCl é mantida na ausência de CRP3.  

 A migração celular constitui um ótimo modelo para avaliação de 

mecanismos FAK-dependentes, considerando o papel central de FAK neste 

processo. O ciclo migratório envolve a formação de adesões nascentes 

mediadas por integrinas perto da borda dianteira da célula, que se desmontam 

rapidamente ou se conectam ao citoesqueleto de actina. As forças de tração 

mediadas pela actomiosina permitem que um subconjunto dessas adesões 

cresça e amadureça, fornecendo a forças de tração necessária para impulsionar 

o corpo celular para frente [204,205]. Anteriormente demonstramos que células 



56 

 

 

CRP3-/- apresentam prejuízo tanto no crescimento de adesões focais, quanto na 

contratilidade. Em concordância com esses achados, células CRP3-/- 

apresentam capacidade quimiotática deficiente quando comparadas às células 

selvagens, demonstrando que a ausência de CRP3 afeta um mecanismo comum 

às respostas de migração e contração e que a deficiência na ativação de FAK é 

um mecanismo que independe do receptor ativado em células CRP3-/-.  

Nossos achados estão em consonância com os estudos em fibroblastos 

FAK-/-, onde observa-se adesões focais maiores e redução da capacidade 

migratória [206–208]. A reintrodução de FAK selvagem em células FAK-/- 

restaura a migração celular, enquanto a introdução de FAK mutantes (sem 

atividade quinase ou sem a capacidade de se ligar às quinases da família Src 

[mutação no resíduo Y397] ou p130CAS [mutação no sítio I]), falha em restaurar 

a migração celular [209,210], demonstrando que tanto as funções de FAK como 

quinase, quanto como proteína adaptadora são requeridas à migração celular. 

Estas evidências também demonstram que além de FAK, proteínas à jusante na 

sinalização também desempenham papel importante na sinalização via adesão 

focal que coordena a migração. Notadamente, células que não expressam 

quinases da família Src, paxilina ou p130CAS também apresentam redução da 

migração [211,212]. 

Dissecar a sinalização mediada por FAK e seus parceiros proteicos é 

essencial ao entendimento dos mecanismos pelos quais FAK promove seus 

efeitos. A fosforilação de FAK Y397 promove a ligação de Src, o que leva à 

ativação conformacional de Src e resulta no complexo duplo de sinalização FAK-

Src [213]. Neste complexo, Src fosforila FAK em Y861, o que está associado a 
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um aumento na ligação mediada pelo domínio SH3 de p130CAS às regiões ricas 

em prolina da porção C-terminal de FAK [214]. Src ativada também fosforila FAK 

em Y925, criando um sítio para ligação de GRB2. A interação de GRB2 com FAK 

é uma das várias conexões que levam à ativação de Ras e de ERK 1/2 [213]. A 

fosforilação de ERK 1/2 e a ativação subsequente de MLCK podem modular 

tanto a dinâmica das adesões focais quanto a proliferação celular [85,215]. No 

entanto, não observamos diferença na proliferação de células musculares lisas 

e nem nos níveis de ativação de ERK 1/2, sugerindo que tanto o turnover de 

adesões focais, quanto a ativação de MLCK estão preservados em células 

CRP3-/-.  

FAK está associada a uma fluidificação do citoesqueleto de actina, 

enquanto células FAK-/- apresentam aumento na rigidez celular [216,217]. O 

citoesqueleto de actina apresenta um estado gelatinoso (ou semissólido) devido 

ao alto grau de reticulação das fibras de actina (que são ancoradas e exercem 

tensão nas adesões focais) promovido por proteínas como filamina e α-actinina. 

De forma a aumentar a fluidez do citoesqueleto, FAK fosforila o resíduo de Y12 

de α-actinina, reduzindo sua afinidade por actina e, portanto, reduzindo o grau 

de reticulação [216,218]. Logo, alterações na sinalização FAK- α-actinina podem 

impedir a fluidificação do citoesqueleto, culminando em um fenótipo de maior 

tensão (como observado em células FAK-/- [219]), reduzindo o potencial contrátil. 

Considerando que -actinina e FAK são parceiros proteicos de CRP3, pode-se 

especular que o CRP3 esteja envolvido na ativação desta via, coordenando 

então rigidez celular e contratilidade. De fato, células CRP3-/- apresentam 

reduzida contratilidade, um evento que é recapitulado parcialmente pela inibição 
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de FAK com PF-573228 (iFAK). Em contrapartida, a tensão do citoesqueleto se 

mostrou inalterada na presença de iFAK, sugerindo a participação de 

mecanismos distintos. 

A fim de entender como CRP3 poderia participar da sinalização mediada 

por FAK, postulamos que ele agiria como um substrato que, ao ser fosforilado, 

promoveria a formação de complexos proteicos contendo FAK, facilitando assim 

a mecanotransdução. Realizamos então uma triagem in silico para identificar 

tirosinas fosforiláveis por FAK em CRP3, onde foram identificados dois sítios 

passíveis de fosforilação (Y57 e Y167), cujos escores de predição do NetPhos 

3.1 [190,191] eram de 0,8 ou mais (níveis similares aos observados para 

proteínas que sabidamente são fosforiladas por FAK, como paxilina) e que estão 

posicionados nos domínios LIM, utilizados por CRP3 para interagir com o 

citoesqueleto de actina [159]. Utilizando cardiomiócitos em cultura (que 

apresentam os mais altos níveis de expressão de CRP3), verificamos que CRP3 

apresenta tirosinas fosforiladas após a estimulação com Ang II, corroborando a 

hipótese de que CRP3 é alvo de fosforilação durante a mecanotransdução. 

Análises experimentais futuras são necessárias para validar esses dados em 

células de musculo liso aórtico. 

Em resumo, as evidências desta tese revelam que a proteína CRP3 é 

necessária à ativação do eixo FAK-Src-paxilina-p130CAS, eventos de 

sinalização necessários e suficientes à migração e contratilidade. Na ausência 

de CRP3, há comprometimento das cascatas de sinalização à jusante, 

comprometendo a percepção do ambiente a mecanossinalização, componentes-

chave da mecanotransdução vascular. Coletivamente, os dados suportam a 
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hipótese de que CRP3 age como ponte molecular na interface actina-adesões 

focais de células musculares lisas aórticas. 
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7. CONCLUSÕES 

 
a. Na ausência de CRP3, células musculares lisas aórticas apresentam 

percepção do ambiente alterada, como observado pela capacidade de 

espalhamento e secreção de colágeno I, evidências que corroboram 

dados anteriores de maior tamanho médio de adesões focais em 

condições basais;  

b. A localização de CRP3 nas adesões focais e nas fibras de actina impacta 

a mecanotransdução, já que em resposta à angiotensina II, há ausência 

de ativação de FAK-Src-paxilina-p130CAS, o que é consistente com 

dados anteriores de que células CRP3-/- são incapazes de remodelar as 

adesões focais e de contrair in vitro; 

c. Como consequência, células CRP3-/- apresentam funcionamento normal 

do aparato de actomiosina, mas não da sinalização via FAK nas adesões 

focais, já que são incapazes de migrar e de remodelar adesões focais em 

resposta a estímulos; 

d. A inibição de FAK recapitula parcialmente os efeitos da ausência de 

CRP3 na contratilidade em condições basais; 

e. A rigidez celular se mostrou inalterada na presença de iFAK; 

f. Análise in silico demonstrou que CRP3 pode ser um alvo de fosforilação 

por FAK, uma evidência suportada pela presença de fosfotirosinas em 

CRP3 após a estimulação de células cardíacas com Ang II. 
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