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RESUMO

Ribeiro-Silva JC. Papel da proteina rica em cisteina e glicina 3 (CRP3) na
interface actina-ades@es focais de células musculares lisas adrticas [tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

Células musculares lisas estdo em equilibrio mecanico com o microambiente
vascular. As adesbGes focais sdo o0s pontos de ajuste em resposta as
deformacdes ativas e passivas da matriz extracelular. Este fenbmeno depende
de proteinas de adesbes focais que percebem, transmitem e respondem a
estimulos fisicos. Nosso laboratério demonstrou que a proteina CRP3 atua como
mecanossensor em células musculares lisas aorticas, regulando a ativacao da
guinase de adesdo focal (FAK) em resposta ao estiramento. Evidéncias
preliminares sugerem que a auséncia da CRP3 previne o remodelamento de
adesdes focais, prejudicando a contratilidade das células musculares lisas. Este
fendtipo se assemelha ao observado em células com prejuizo na sinalizacéo de
FAK-Src, enquanto as evidéncias da literatura apontam também para um papel
regulador do CRP3 sobre o citoesqueleto de actina. Logo, postulamos que a
CRP3 é critica para a mecanotransducao de células musculares lisas atuando
como ponte molecular entre as adesdes focais e o citoesqueleto de actina. Ao
estimular células musculares lisas adrticas com angiotensina Il (Ang II),
verificamos que a auséncia de CRP3 prejudica a ativacao do eixo FAK-paxilina-
pl30CAS, via de sinalizacdo fundamental a mecanotransducdo. A fim de
caracterizar as consequéncias desta deficiéncia, analisamos a dinamica do
citoesqueleto de actina, a fosforilacdo da cadeia regulatéria da miosina (MLC) e
a quimiotaxia dependente de PDGF-BB. A razdo F/G-actina, a fosforilagéo
inibitoria de cofilina e os niveis de YAP foram comparaveis em células selvagens
(WT) versus CRP3” em condicdes basais e em resposta a angiotensina Il. Em
concordancia, os marcadores de musculo liso dependentes de actina (a-SMA,
calponina, MYH11 e smoothelina) assim como os niveis de fosforilagdo de MLC
e a contracdo em resposta ao KCl ndo se modificaram entre os genotipos,
sugerindo que a auséncia de CRP3 nao afeta o citoesqueleto de actina. A
quimiotaxia dependente de PDGF-BB foi menor em células CRP3”, consistente
com uma deficiéncia na sinalizacdo de FAK. Esta deficiéncia se mostrou

desacoplada de alteragbes na viabilidade celular, ja que células selvagens e
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CRP3" apresentam progressdo similar do ciclo celular. A fim de confirmar a
dependéncia dos eventos de sinalizacdo dependentes de FAK, realizamos
ensaios de contracao em gel de colageno e de rigidez por citometria magnético-
Optica de oscilacdo (OMTC) na presenca de inibidor de FAK (iFAK). Enquanto a
contracdo de células WT foi negativamente impactada por iFAK, nédo
observamos nenhum efeito nas células CRP37. Ja4 o ensaio de OMTC
demonstrou que a rigidez celular é independente da ativacéo de FAK. A analise
da estrutura de CRP3 evidenciou a presenca de dois residuos de tirosina
passiveis de fosforilagdo por FAK (Y57 e Y167), responsivos a Ang Il em células
cardiacas, podendo entdo explicar a dependéncia de CRP3 para a ativacao de
FAK e promocé&o da contracdo. Os dados apresentados revelam que a CRP3 é
necessaria a ativacao do eixo FAK-paxilina-p130CAS, sinalizacdo necessaria e
suficiente a migracdo e contratilidade. Na auséncia de CRP3, ha
comprometimento das cascatas de sinalizacdo a jusante, comprometendo a
percepcdo do ambiente e a mecanossinalizacdo, componentes-chave da
mecanotransducgéo vascular. Em conjunto, apresentamos evidéncias de que a
CRP3 influencia a mecanotransducdo em células musculares lisas aodrticas

atuando como ponte entre a actina e as adesdes focais.

Descritores: Aorta, Adesdes focais, Citoesqueleto de actina, Musculo liso,

Mecanotransducgéo celular, Transducéo 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]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo 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 Il (Ang Il), 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 Il. In
agreement, actin-dependent smooth muscle markers (a-SMA, calponin, MYH11
and smoothelin) as well as levels of MLC phosphorylation and contraction in
response to KCI did not change between genotypes, suggesting that the absence
of CRP3 does not affect the actin cytoskeleton. PDGF-BB-dependent chemotaxis
was lower in CRP37 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 Il 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-pl30CAS 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.



1. INTRODUCAO
1.1. A contracéo de células musculares lisas vasculares

A cada batimento cardiaco, a aorta é exposta a um aumento na tensao de
parede e estiramento como consequéncia da natureza pulsatil do fluxo
sanguineo [1]. Células musculares lisas embebidas na matriz extracelular
detectam estes estimulos fisicos e utilizam a resposta contratil como mecanismo
gue permite ajustes na secrecado e na organizagdo da matriz extracelular de
acordo com as necessidades fisiolégicas, contribuindo para manutencdo do
equilibrio mecénico e integridade tecidual [2,3]. A contratilidade é regulada por
fatores neurogénicos, mecéanicos e humorais, cujas vias de sinalizacdo
controlam a ativacdo do aparato de actomiosina [4—6]. Este aparato € formado
por filamentos finos ou fibras de actina; e filamentos (espessos) de miosina
(Figura 1), formados a partir de processos randémicos de polimerizacdo e
fragmentacao [7-10], cujas unidades basicas consistem em um dimero de
cadeias pesada e quatro cadeias leves (duas essenciais [ELC] e duas
regulatérias — [RLC/MLC]) [11]. Quando formado, o aparato de actomiosina
cruza todo o corpo celular enquanto acoplado as adesfes focais (Figura 1),
formando uma rede filamentar necesséria ao controle da homeostase vascular

em resposta as deformacdes passivas e ativas de células musculares lisas [12].

1.1.1. Mecanismos célcio-dependentes na regulagdo da contratilidade
Como em todas as células musculares, a contracdo de células musculares

lisas vasculares é desencadeada por um pico na concentracdo de calcio

intracelular [Ca*?]i (Figura 2). A ligacdo de agentes vasoativos (como a

angiotensina I, endotelina e norepinefrina) aos seus receptores acoplados a



2
proteina G (GPCRs) estimula a hidrolise mediada por PLC de fosfatidilinositol-
4 5-bifosfato (PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) [13]. A
solubilidade do IPs permite seu alcance aos receptores IP3R, localizados na
membrana do reticulo endoplasmatico e a subsequente liberacdo de ions Ca*?

no citoplasma [14,15].

| FILAMENTOS ESPESSOS
FILAMENTOS FINOS

ADESAO
FOCAL

NUCLEO

Figura 1. Células musculares lisas e aparato de actomiosina. Filamentos finos e filamentos
espessos formam o aparato de actomiosina. Este aparato € ancorado as adesdes focais e
responséavel pelo desenvolvimento de tensdo e a contragéo, caracterizados pelo encurtamento
celular. Adaptado de [16].

O resultante aumento da [Ca*? favorece a formacdo de complexos
Ca*? calmodulina (CaM), que se ligam e ativam a quinase de cadeia leve da
miosina (MLCK) [17]. Ao fosforilar os residuos T18/S19 de MLC, a MLCK ativa a
funcdo ATPase da miosina [18-21], agora capaz de formar filamentos [22] e de

deslizar em filamentos de actina para promover a contragéo [23—26].
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Figura 2. Mecanismos calcio-dependentes na regulagcdo da contratilidade de células
musculares lisas vasculares. Agentes vasoativos (angiotensina Il, endotelina e norepinefrina)
atuando em seus GPCRs desencadeiam a ativagéo de PLC, que hidrolisa fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato (PIPz), gerando inositol-1,4,5-trifosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG). O IPs atua em IPsR
no reticulo sarcoplasmatico, liberando fons Ca*? no citoplasma e consequentemente aumentando
a [Ca*?)i. Ca*? se liga a CaM, que ativa MLCK. A MLCK fosforila os residuos T18/S19 de MLC
(cadeia regulatéria da miosina), induzindo a mudanca de baixa para alta atividade ATPasica,
promovendo o encurtamento de filamentos de actina e, portanto, a contracdo. DAG ativa PKC,
que ativa a CPI-17 para inibir a MLCP, favorecendo a sustentacdo da resposta contréatil. A
entrada de Ca*? via canais de Ca*? dependentes de voltagem ou canais ndo seletivos também
pode contribuir para a concentracado intracelular durante apds ocupacédo do receptor [56].

A atividade da MLCK é antagonizada pela fosfatase da cadeia leve de
miosina (MLCP), uma enzima heterotrimérica formada por uma subunidade
catalitica (P1cd), uma subunidade de fun¢do desconhecida e a subunidade 1
alvo da miosina (MYPT1) [27]. MYPT1 permite que a miosina se ligue e
desfosforile MLC, constituindo assim, um alvo as vias de sinaliza¢@o que visam
sustentar a contratilidade, como o eixo DAG Proteina quinase C (PKC). DAG

ativa PKC que fosforila (residuo T38) CPI-17, um inibidor endégeno de MLCP.
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CPI-17 fosforilado se liga a MLCP, impedindo sua atividade de fosfatase e assim,
prolonga a sinalizacdo contréatil mediada por MLCK [28-32].

Além da liberacédo de ions Ca*? do reticulo sarcoplasmatico, a [Ca*?]i é
modulada positivamente pela despolarizagdo da membrana plasmatica e
subsequente abertura de canais de Ca*?, tipo L (LTCC), promovendo influxo de
Ca*? e liberacédo de Ca*? de estoques intracelulares Ca*?-induzida [33-35]. Por
sua alta condutancia e expresséo, a influéncia de LTCC predomina na [Ca*?]; e,
portanto, determina o estado contratil de células musculares lisas vasculares
[4,35]. No entanto, membros da familia de canais i6nicos receptores de potencial
transitério (TRP) ativados por estiramento e canais de Ca*? operados por
estoque também induzem aumento na [Ca*?]i apds esvaziamento dos estoques

intracelulares nos estagios precoces da contracao [36—39].

1.1.2. Mecanismos Ca*?-independentes na contracdo de células musculas
lisas vasculares

Evidéncias sugerem que, mesmo com estimulacdo continua de agentes
vasoativos, o pico na [Ca*?]i é breve e, portanto, deve se apoiar em mecanismos
adicionais (como aqueles dependentes de PKC) para perpetuar a resposta
contratil [40—42]. No entanto, estes mecanismos apresentam regulacéo temporal
gue nédo coincide com a sustentada resposta contratil observada quando agentes
como endotelina e norepinefrina sao utilizados para modular o tbnus contrétil,
sugerindo que mecanismos moleculares Ca*?-independentes armazenam e
perpetuam o sinal contrétil [40,43,44].

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

contracao persistente, ja que para promover contratilidade, agentes vasoativos
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induzem polimerizacdo de actina [45], levando ao aumento na rigidez celular
[46,47] que antecede a resposta contratil. Notadamente, verificou-se que a
estabilizacdo de filamentos de actina com jasplakinolide aumenta a
contratilidade, enquanto o tratamento com citocalasina D ou latrunculina (drogas
gue sequestram G-actina, impedindo a polimerizacédo) reduz a contratilidade
[48-52]. Estes eventos ndo afetam a homeostase calcica, nem a montagem do
aparato de actomiosina, sugerindo que as mudancas em actina estao
desacopladas da ativacdo de MLC [42,48]. Entretanto, modelos experimentais
em que h&d aumento na polimerizacdo de actina ndo demonstram aumento na
contracdo de células musculares lisas vasculares [47,53,54], sugerindo que a
polimerizacao de actina € necessaria, mas nao suficiente para a sustentacdo da
resposta contratil.

Os experimentos de inibicdo da polimerizacdo de actina proveram, no
entanto, evidéncias para a descoberta dos mecanismos responsaveis pela
contracdo sustentada. A aplicagdo concomitante de agentes vasoativos e
citocalasina D previne os eventos de fosforilagcdo de residuos de tirosinas, um
mecanismo regulatério que predomina em proteinas de adesao focal e que
precede a polimerizagao de actina [47,51,55]. Sabendo que o citoesqueleto de
actina depende de vinculina (uma proteina de adeséao focal) para a regulacéo
positiva da contracao [56] e que os eventos de fosforilacdo de tirosinas culminam
em crescimento das adesoes focais [57], pode-se postular que adesbes focais
regulam a tensdo baseada em actina, favorecendo a ciclagem adequada do
aparato de actomiosina. Neste contexto, torna-se importante entender como

adesbes focais se formam e se organizam no espaco e tempo.



1.1.2.1. Integrinas e a organizacdo das adesdes focais

Tanto para perceber estimulos mecanicos, como para contrair, células
musculares lisas vasculares se ancoram a matriz extracelular utilizando
proteinas de superficie denominadas integrinas [58—60]. Integrinas se
apresentam na forma de 24 heterodimeros a-f3 que néo sé se conectam a matriz
extracelular, como também se ligam ao citoesqueleto de actina por meio de suas
caudas citoplasmaticas [61]. Entretanto, esta ligacdo ndo é direta: tanto o
reconhecimento da matriz quanto as forcas que nela atuam mudam a
conformacédo heterodimérica das integrinas, levando ao recrutamento de cerca
de 2400 proteinas (coletivamente chamadas de “adesoma” [62-64]), que
conectam as integrinas ao citoesqueleto de actina, originando as ancoras
moleculares denominadas adesdes focais [63].

A investigacdo do adesoma levou ao estabelecimento de um cerne
estrutural, compostos por 60 proteinas fundamentais ao funcionamento das
adesbes focais, independentemente do tipo celular [64]. Posteriormente,
verificou-se que estas proteinas sdo requeridas por estabelecerem uma
organizacao hierarquica nas adesdes focais (Figura 3), de forma a aperfeicoar
0S processos de deteccdo (mecanopercepcdo) e resposta a deformacdes.
Verificou-se integrinas engajadas com seus ligantes na matriz extracelular
estavam ligadas a FAK e paxilina por suas caudas C-terminais na camada de
sinalizacéo; Talina, vinculina e o complexo IPP (ILK, PINCH e parvina) formam
a camada de transducao de forca, cujos sinais sédo transmitidos para as proteinas
reticuladoras a-actinina, zixina e VASP que se encontram em intima associa¢gao

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 mecéanica entre a célula

e seu ambiente, mas ndo de mecanismos célula ou tecido-especificos.
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Figura 3. Arquitetura hierarquica de ades®8es focais. Integrinas na superficie celular se ligam
a componentes da matriz extracelular por meio de dominios extracelulares. Na face
citoplasmética adjacente a membrana, as caudas das integrinas se ligam a FAK e paxilina,
formando a camada de sinalizagéo. Na regido intermediaria, vinculina e talina compde a camada
de deteccao de forga, ligando as fibras de actina a cauda C-terminal das integrinas. Distalmente
a membrana plasmética, encontram-se zixina, VASP e a-actinina, na camada regulatéria de
actina. A escala z mostra a distdncia (em nandmetros) entre as camadas e a membrana
plasméatica. Adaptado de (52).

1.1.2.2. Sinalizacao por adesdes focais e a contracao de células musculares
lisas vasculares

Por meio da sinalizacdo por adeses focais, as células sdo capazes de
responder a mudancas na matriz extracelular por meio da resposta contratil e
controle da tensédo celular. Em resposta a forgcas (sejam elas provenientes da
matriz extracelular ou do aparato contratil), ha um fortalecimento das ligaces
matriz extracelular integrinas citoesqueleto de actina que é acompanhado de
crescimento das adesodes focais (processo denominado maturacéo), implicando
em aumento da percepcdo (mecanopercepcdo) e sinalizacdo por estimulos
mecanicos. Turner e colaboradores [67] forneceram a base para o entendimento

deste fenbmeno na contracdo de células musculares lisas ao demonstrar que a
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sinalizacdo e o0 consequente crescimento das adesfOes focais levam ao
remodelamento do citoesqueleto de actina e, portanto, a contracdo de células
musculares lisas em resposta a diversos agentes vasoativos.

Adesdes focais se formam apoés a ligacdo de integrinas a componentes
da matriz extracelular (Figura 4: adesdo a MEC). Forcas hemodinamicas
(sinalizacéo fora dentro) ou aumento na contratilidade baseada em miosina
(sinalizagéo dentro fora) aumentam a tensdo no citoesqueleto de actina. Este
aumento de tensdo € detectado por talina, uma proteina citoplasmética que
consiste em um dominio FERM N-terminal, formado por 4 segmentos globulares
(Fo-Fs, coletivamente chamados de cabecga), uma regido de ligacao, 13 feixes a-
helicoidais que formam a haste e uma a-hélice que medeia sua dimerizacado [68].
Durante o estabelecimento das adesdes focais, talina utiliza o dominio FERM N-
terminal para se ligar a cauda citoplasmatica de B-integrinas, enquanto dois sitios
em sua haste c-terminal se ligam aos filamentos de actina. Estes eventos
culminam na extensdo dos dominios extracelulares e separacdo das caudas
citoplasmaticas o-p, levando a ativagcdo de integrinas, que reconhecem e se
ligam aos seus ligantes na matriz extracelular. Forcas exercidas nestes ligantes
ou geradas pelo aparato de actomiosina sao percebidas pela haste c-terminal de
talina, culminando no recrutamento de vinculina para reforcar as conexdes entre
integrinas e o aparato de actomiosina [56,68,69]. Coletivamente, estes eventos
aumentam a afinidade de integrinas por seus ligantes e diminuem sua difusédo
na membrana plasmatica, culminando na agregacéao de integrinas [70] (Figura 4:

maturagéo da adeséo induzida por forga).
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Figura 4. Organizacdo das adesdes focais e ativacdo das vias de sinalizacdo que
controlam a contratilidade. Integrinas estdo presentes na membrana celular na forma de
heterodimeros inativos. Ao reconhecerem seus ligantes na matriz extracelular (MEC; o
reconhecimento de laminas elasticas é auxiliado pela proteina fibrilina), integrinas recrutam
proteinas estruturais (talina [TLN], kindlina [Kind] e vinculina), de sinalizagéo (FAK, Src e paxilina
[PXN]) e reticuladoras de actina (a-actinina, CRPs, filamina, VASP e zixina), estabelecendo uma
estrutura mecanossensora denominada adesao focal (Adesdo a MEC). Forgas hemodinamicas
e a contratilidade baseada em actomiosina levam ao desdobramento de talina e exposicéo de
sitios cripticos de ligacéo a vinculina, o que reforca as ligagfes actina integrinas (maturacao da
adeséo induzida por forga). Forcas também sdo detectadas pela FAK, que sofre autofosforilagéo,
criando um sitio de interagdo para Src. O complexo FAK-Src entdo fosforila PXN e p130CAS,
gue juntas podem ativar N-WASP, promovendo a nucleacgéo, ramificacdo e polimerizacdo de
actina pelo complexo Arp 2/3. A via de p130CAS CRKIl GIT1 BPIX ou a ativagao direta de
p190RhoGEF por FAK levam a ativacdo de RhoA. RhoA ativa ROCK, que entéo fosforila MLC,
MLCP e CPI-17, promovendo a ativacdo de MLC. Coletivamente, esses eventos restauram o
equilibrio mecanico 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 adicdo a talina, forcas sdo percebidas por proteinas adaptadoras e
sinalizadoras, que sofrem fosforilagdo em suas tirosinas para serem capazes de

transformar forca em via de sinalizacdo bioquimica (processo denominado
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mecanotransducao) [67,72,73]. Rapida fosforilacdo do residuo Y397 de FAK é
observada na contracdo de células musculares lisas vasculares, evento
temporalmente regulado e que caracteriza FAK como um transdutor precoce de
estimulos mecéanicos [55,67,82,74-81]. Em células musculares lisas de veia
porta, a fosforilacdo de Y397 em FAK ¢é bifasica, atingindo pico entre cinco e dez
minutos apoés o inicio do estiramento e aumentando novamente entre 24 e 72h
[75]. A fosforilagdo deste residuo cria sitio para ligacdo de Src [83,84], que
fosforila FAK em diversos residuos adicionais, levando a sua completa ativacao
[74,85]. Complexos FAK-Src coimunoprecipitam com a subunidade a1 do LTCC
[86] e sinalizam através de avBs-integrinas para regular as correntes de calcio
responsaveis pela manutencédo do tbnus vascular e resposta contratil [87-91].
InibicAo de FAK-Src atenua as correntes de calcio em resposta a ativacao de
integrinas [89], levando a vasodilatacdo e resposta vasoconstritora defeituosa
[40,92].

As proteinas adaptadoras p130CAS e paxilina constituem os principais
alvos a jusante da sinalizacdo FAK-Src [93-95] e sinalizam via Rac e Rho para
promover a polimerizacdo de actina. Paxilina pode ser recrutada para as
ades0es focais por kindlina [96], onde sofre fosforilacdo nos residuos de Y31 e
Y118 por FAK-Src [97-101] e interage com vinculina, criando uma
retroalimentacao positiva para a mecanopercepcao [102]. Semelhante a talina,
p130CAS sofre modificacbes conformacionais em resposta a for¢a [103], o que
propicia sua fosforilacdo no residuo Y165 por FAK-Src e Abl em resposta a
agentes vasoativos [72]. Silenciamento de p130CAS atrapalha a formacao de
fibras de actina [104] e geracao de forcas em aortas de rato, apesar da ativacao

normal de MLC [105]. Y3¥¥118paxilina e Y'65p130CAS interagem com CRKII,
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estabelecendo o hub de sinalizagdo pl30CAS—CRKII-N-WASP-Arp2/3,
responsavel pela ramificacédo e polimerizacao da actina [106—110] (Figura 4). O
silenciamento de proteinas a montante nesta cascata de sinalizacado (por
exemplo, Src ou Abl) impede a geragcao de forca e a regulagcdo da pressao
sanguinea por células musculares lisas vasculares [72,95].

A polimerizacdo de actina € acompanhada pelo recrutamento das
proteinas reticuladoras a-actinina, VASP e zixina. A presencga de a-actinina nas
fiboras de actina corresponde ao potencial contratil [45,111], enquanto seu
parceiro proteico VASP recruta G-actina e favorece a nucleacao e ramificagdo
de novos filamentos, além de inibir o capeamento de filamentos em crescimento
[112-116]. Estes eventos sdo revogados quando VASP é silenciada ou
fosforilada por PKG no residuo S239, o que prejudica a contracdo [117-121].
Zixina é recrutada de forma forca-dependente para as adesfes focais, onde
coopera com a-actinina e VASP [54,122,123]. Em resposta ao estiramento,
zixina também se acumula no ndcleo para induzir a expressdo de
mecanossensores, como a integrina as em células musculares lisas vasculares
[124]. A deplecdo de zixina reduz a contratilidade, a capacidade de
espalhamento e a estabilizacdo da actina na presenca de jasplakinolide em
células musculares lisas de cremaster de rato [53,54]. Embora a auséncia de
zixina seja parcialmente neutralizada pela ativagéo constitutiva de RhoA e maior
polimerizacdo de actina, seu silenciamento impede a adaptacdo de células
musculares lisas vasculares ao estiramento, levando ao colapso das fibras de
actina na periferia da célula [54].

As proteinas reticuladoras de actina formam camadas intercaladas com

miosina nas fibras de actina [125]. A ativacdo de FAK-Src desencadeia a
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transicdo de RhoA de inativa (ligada a GDP) para ativa (ligada a GTP) por meio
da fosforilacao do fator de troca de guanina p190RhoGEF [126-128]. A ativacéo
de Arhgefl (um ativador RhoA em células musculares lisas vasculares que é
independente de FAK) também contribui para essa sinalizagcéo [129]. RhoA ativa
a rho quinase (ROCK), que entdo fosforila MLC da miosina muscular e da
miosina nao-muscular Il (NM-II) no residuo S19 [130-133] e também MYPT1 nos
residuos T696 e T850 [134,135], diminuindo a atividade MLCP [136] e induzindo
a dissociacao da holoenzima [137], respectivamente. Da mesma forma que PKC,
ROCK também fosforila CPI-17 no residuo T38, levando a fosforilacdo
sustentada de MLC e contragdo, mesmo na auséncia de vasoconstritores
[138,139], destacando o papel desta via de sinalizagdo na manutencéo do ténus
vascular e, portanto, na regulacdo da pressédo arterial por células musculares
lisas vasculares [140].

A fosforilacdo do residuo S19 de NM-II também desempenha papel
importante na maturacéo das adesoées focais, j& que seus filamentos adjacentes
as adesoes focais estabelecem um feedback positivo de forca, expondo sitios
cripticos e induzindo a formacdo de complexos proteina-proteina
[68,100,103,141,142]. A relevancia do acumulo de proteinas nas adesdes focais
para a resposta contratil foi recentemente demonstrada pelo uso de blebistatina,
um inibidor especifico de NM-Il. A droga preveniu a geracdo de forca e o
aumento de rigidez em anéis aorticos expostos a KCI ou norepinefrina, um
fendbmeno associado a auséncia dos eventos de fosforilacdo de tirosinas em
proteinas de adesdo focal [143], em linha com evidéncias anteriores de

contracao defeituosa em camundongos mutantes para NM-I11 [144].
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1.2. Proteina rica em cisteina e glicina-3 (CRP3)
1.2.1. Os dominios LIM

A presenca de proteinas adaptadoras é essencial a formacdo de
complexos proteina-proteina mediados por NM-Il nas ades6es focais. Em funcéo
da sua capacidade de recrutar proteinas especificas, proteinas adaptadoras séo
capazes de promover a subcompartimentalizacdo celular de determinadas
proteinas, alterando assim a sua atividade e interagcdo com parceiros proteicos.
Dentre as inuUmeras proteinas adaptadoras eucarioticas, as proteinas que
possuem em sua estrutura o dominio LIM sdo reconhecidas como essenciais a
integracéo de vias de sinalizacgéo intracelular [145].

O dominio LIM foi inicialmente observado em 1988 por Way e Chalfie que,
ao isolarem o cDNA codificador da proteina MEC-3 de Caenorhabditis elegans,
observaram a presenca de uma sequéncia que ndo havia similaridade com
nenhum dominio descrito a época [146]. Posteriormente, a clonagem dos genes
codificantes da proteina de linhagem celular-11 (LIN-11) de C. elegans [147] e
da proteina ligante do enhancer do gene da insulina (Isll) [148] permitiu a
caracterizacdo da sequéncia rica em cisteinas, denominada dominio LIM em
referéncia aos trés prototipos LIN-11, Isl1 e MEC-3 [149].

Dominios LIM individuais possuem ~ 55 aminoacidos, sendo que 8 séo
residuos de cisteina ou histidina conservados [149]. A analise estrutural revelou
gue o numero e espacamento destes residuos tem por objetivo a coordenagao
de ions metalicos, estabelecendo entdo a topologia de dedos de zinco em
tandem dos dominios LIM [150-153] (Figura 5), presente em cerca de 135
proteinas do genoma humano [154], abundancia similar a de dominios como o

dominio de homologia a Src (SH)- 2 e 3 [145]. Inicialmente, acreditava-se que
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muitas das proteinas LIM apenas se associavam com o citoesqueleto de actina
e estruturas adjacentes. Conforme os estudos evoluiram, notou-se que proteinas
como zixina e CRP3 transitavam entre o nacleo o citoplasma [124,155,156],
promovendo a integracdo das vias de sinalizacdo bioquimica aos eventos
transcricionais que coordenam o destino celular.
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Figura 5. Sequéncia e topologia dos dominios LIM. a. Sequéncia consenso do dominio LIM,
indicando a localizacéo e identidade dos 8 residuos coordenadores de zinco. Aminoacidos de
maior frequéncia séo representados em negrito, enquanto variacdes com frequéncia < 10% sdo
apresentadas sem destaque. C, cisteina; H, histidina; E, &cido aspértico; X, aminoacido variavel.
b. Topologia da coordenagdo dos ions de zinco, indicando o espacamento étimo por residuos
invariantes (em magenta) e residuos variantes (em amarelo). Adaptado de [154].

1.2.2. CRP3

CRP3 é pertence a familia CRP de proteinas adaptadoras LIM,

conservadas evolutiva e funcionalmente. A estrutura de CRP3 consiste em dois
dominios LIM, espagados por uma alca rica em glicina, onde também se
encontra um putativo sinal de localizacdo nuclear [157,158] (Figura 6).

A identificacdo e a localizac&o subcelular de parceiros proteicos de CRP3
tém sido utilizadas para entender suas funcées, ja que estas se baseiam na

facilitacdo de interacdes proteina-proteina. Por meio da interacdo com actina



15
[158,159], a-actinina, zixina [158] e cofilina [160,161] (fator de despolimerizacao
de actina), postula-se que CRP3 seja indispensavel a estrutura celular, visto que
tanto a auséncia de CRP3 em camundongos [162,163], quanto mutacées no
gene humano de CRP3 [164—-167] levam ao fendtipo de cardiomiopatia dilatada,
caracterizada por desarranjo estrutural cardiaco.
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Figura 6. Topologia de CRP3. CRP3 é uma proteina de 194 aminoacidos que constituem o
dominio de interagdo com T-CAP (1-5), dominios LIM (10-61; 120-171) e o sinal de localizagao
nuclear (SLN, 64-69).

Além do papel estrutural de CRP3, evidéncias apontam para participacao
na mecanotransducao, ja que em resposta a agonistas, CRP3 sofre translocacéao
nuclear em cardiomiécitos [156] e promove a formacao de complexos proteicos
gue ancoram fibras de actina aos discos Z e aos costameros [158,162,164,168—
170] Em suporte a esses achados, foi demonstrado que CRP3 interage com o
fator de transcricdo Miz-1 [171], permitindo a adaptacéo e sobrevivéncia de
cardiomiécitos na presenca de estimulos mecanicos. Notadamente,
cardiomiécitos de animais CRP3”- demonstram incapacidade de adaptagdo ao

estiramento [164,167].



16
1.2.2.1. CRP3 e as respostas fisioldgicas e patoldgicas vasculares

Em concordancia com o putativo papel na mecanotransduc¢éo cardiaca,
foi demonstrado que CRP3 também pode atuar como um mecanossensor em
células musculares lisas vasculares. Em contraste aos estudos iniciais que
postulavam que a expressao se restringia as células musculares estriadas [158],
nosso grupo demonstrou que CRP3 € expresso constitutivamente em células
musculares lisas arteriais, mas ausente em células venosas [172]. Ao submeter
uma veia a condicOes arteriais de pressédo e fluxo (de forma a mimetizar a
adaptacdo da veia safena utilizada como ponte na revascularizacdo cardiaca
[173]), verificou-se que o estiramento induz a expressdo 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 as forcas
hemodinamicas, foi utilizada a tecnologia de nuclease de dedo de zinco para
gerar um rato CRP3” através da delecdo dos nucleotideos CATGC e insergdo
de um A no éxon 1, levando a mudanca na janela de leitura aberta e, portanto,
auséncia de CRP3, como confirmado por western blotting. Ao utilizar estes
animais em um modelo de arterializagdo (anastomose término-término da artéria
carétida com a veia jugular [174]), viu-se que o espessamento compensatorio
(também conhecido como Fenémeno de Glagov [175]) da parede da veia jugular
selvagem [176] era exacerbado em animais CRP3” [176]. O desequilibrio na
adaptacgdo da veia jugular CRP3 foi atribuido a auséncia de apoptose de células
musculares lisas nos estagios iniciais do processo e ndo ao estimulo proliferativo
de células musculares lisas adrticas. Ao analisar a via candidata integrinas—

FAK-AKt, que controla sobrevivéncia e morte celular, constatou-se que a
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apoptose em células musculares lisas de jugular selvagem estava associada a
inibicdo desta via, propiciando o acumulo de Bax e a consequente liberacdo de
fatores pro-apoptoticos mitocondriais (por exemplo, o citocromo c). Em
contraste, células CRP3’ demonstraram ativacdo sustentada da via integrinas—
FAK—Akt e, portanto, ndo sofriam apoptose [176] (Figura 7). O papel de CRP3
foi atribuido a sua interacdo com FAK em células musculares lisas de jugular
[176], sugerindo que CRP3 pode atuar como regulador desta via de sinalizagéo

em condicdes fisioldgicas.

INTEGRINAS INTEGRINAS

CASPASE 3 CASPASE 3
MORTE CELULAR SOBREVIVENCIA CELULAR
SELVAGEM CRP3*"

Figura 7. Via de sinalizacdo candidata a resposta adaptativa de células musculares lisas
de jugular ao estiramento. Em células selvagens, a exposi¢do ao estiramento em associacao
a ceramida (indutor de via apoptoética intrinseca) diminuiu a ativagdo de FAK e Akt (mediada por
fosforilacéo nos residuos Y397 e S243, respectivamente), permitindo acimulo de Bax, liberagcao
de fatores apoptéticos mitocondriais e clivagem de caspase 3. Em contrapartida, células CRP3"
I-apresentaram ativacdo sustentada de FAK e Akt, impedindo assim a ativacdo da via apoptotica.

1.2.2.2. CRP3 e as adesbes focais
Considerando as evidéncias de que a auséncia de CRP3 altera a
sinalizacdo mediada por FAK, postulamos que CRP3 influenciaria o

funcionamento das adesdes focais. Utilizando células musculares lisas de aorta
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(que expressam CRP3 em condi¢des basais), foi verificado que CRP3 e paxilina
(marcador de adesbes focais) colocalizam (Figura 8a) e, em concordancia com
a ativacao desbalanceada de FAK em células musculares lisas de jugular CRP3-
-, observou-se que células musculares lisas adrticas CRP3” apresentam
adesodes focais maiores quando comparadas as células selvagens em condicdes
basais. No entanto, apés a estimulacdo com angiotensina Il (Ang Il), as adesdes
focais de células CRP3” n&o sofreram aumento do tamanho médio, em
contraste com as células selvagens (Figura 8b) [177].

O fendtipo de adesdes maiores em condi¢des basais e a incapacidade de
remodelamento recapitulam o observado em células onde a sinalizacao via FAK
esta prejudicada [178]. Logo, conjecturamos que a auséncia de CRP3 promove
desacoplamento entre os eventos de sinalizacdo em nivel de integrinas/adesao
focal e o citoesqueleto de actina. De fato, apesar de apresentarem adesdes
focais maiores, células musculares lisas adrticas CRP3” apresentam
contratilidade deficiente (Figura 8 c, d) tanto no basal quanto apds exposicéo a
Ang Il. No entanto, o envolvimento de CRP3 na sinalizacéo via FAK nas adesdes
focais e a consequéncia para a contratilidade baseada em actomiosina em
células musculares lisas carecem de elucidacdo. Em face destas evidéncias, a
nossa hipotese é que CRP3 age como interface actina-adesdes focais,
necessaria a garantir a mecanotransducdo adequada de células musculares

lisas adrticas.
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Figura 8. CRP3 esta presente nas adesdes focais e sua auséncia leva ao aumento no
tamanho das ades8es focais e reducdo da contratilidade de células musculares lisas
aorticas. a. Imagem representativa de ensaio de imunofluorescéncia para paxilina realizada em
células musculares lisas selvagens expressando CRP3-GFP, demonstrando a colocaliza¢éo de
CRP3 com paxilina em merge e inset. Magnificagdo: 40x e 63x (n=3). b. grafico representativo
da andlise das adesbes focais, demonstrando maior tamanho de adesfes focais em células
CRP3" em comparagdo as células selvagens (n= 78 WT e n=82 CRP37). c. imagens
representativas e d. quantificacdo da contragdo em gel de coldgeno, mostrando reduzida
capacidade contratil de células CRP3” em comparacdo com células selvagens apds 24h na
presenca de meio basal. n=4. Adaptado de [177]
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2. OBJETIVO

O objetivo desta tese foi avaliar a hipétese que CRP3 modula eventos de
sinalizacdo nas adesdes focais, influenciando a mecanotransducdo em células

musculares lisas adrticas.
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3. METODOS

3.1 Obtencéao de aortas

Ratos Wistar selvagens (WT) e CRP3”- foram obtidos do Biotério Central
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Animais de 3 meses
de idade, pesando entre 250 e 350 g foram eutanasiados com injecao letal de
pentobarbital, seguida da coleta das aortas, mantidas em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS: NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Naz:HPO4 10mM,;
KH2PO4 2mM; antibiético/antimicotico 100 U/ml; pH 7,4). Este procedimento foi
aprovado e realizado de acordo com as normais de utilizacdo de animais de
laboratério do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto do Coracéo (SDC:

5146/20/175; Anexo 1).

3.2. Extracdo de células musculares lisas

Células musculares lisas de aorta de ratos selvagens e CRP3” foram
obtidas por explant, um método ja estabelecido no laboratério [172,176,179].
Para isso, as aortas foram abertas longitudinalmente e tiveram o tecido
conjuntivo externo e a camada endotelial removidos com auxilio de uma pinca.
O tecido resultante foi cortado em fragmentos de ~ 0,5 cm? e depositado com a
face luminal virada para baixo em placas de seis pocos tratadas com gelatina
porcina a 3 %. Adicionou-se 1 ml de DMEM high glucose suplementado com 20
% de soro fetal bovino (FBS) inativado, 100 ul/ml de estreptomicina e 100 U/ml
de penicilina (meio basal) e, apds a incubacdo de 5 min para adesdo dos
fragmentos, as placas foram mantidas a 37 °C, com atmosfera umedecida e

enriguecida com 5 % de CO:2 por uma semana. Apés este periodo, pode-se
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observar a migracao e proliferacdo das células em resposta ao soro. O meio de
cultura foi entdo trocado em dias alternados, até que jA houvesse células
suficientes para a ampliacédo da cultura e plagueamento em garrafas de 75 cm2,
As células foram mantidas em cultura até o preenchimento total da area das
garrafas, quando as culturas foram devidamente ampliadas (maximo de 6

passagens) para 0s ensaios.

3.3. Ensaio de espalhamento celular

Células musculares lisas de aorta foram tripsinizadas e plagueadas em
culture slides previamente tratados com solucdo de gelatina porcina a 3 %. Nos
periodos de 2 e 24 h, as células foram fixadas com solucéo de paraformaldeido
a 4%, coradas com Alexa 555-faloidina e fotografadas em microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1 em objetiva de 40 x com 6leo de imerséao.
A area das células nos periodos indicados foi considerada representativa da

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

3.4. Analise da secrecdo de colageno do tipo |

Células musculares lisas aérticas foram plaqueadas a densidade de 4x10°
em placas de 35 mm. No dia seguinte, o meio basal foi substituido e, 8 h apos a
troca, uma aliquota do meio de cultura foi coletada e analisada por western blot,
como descrito no item a seguir para a determinacdo dos niveis secretados de

colageno I.
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3.5. Western blot

Células musculares lisas aérticas (4x10° células) foram cultivadas em
placas de seis pogos pré-tratadas com gelatina porcina a 3 %. No dia seguinte,
as células foram privadas de soro (meio DMEM high glucose 0,1 % FBS) e, apds
24h, foram expostas a angiotensina Il (1 uM; Sigma) por 2,5 min e lisadas com
tampao RIPA (NaCl 150 mM; 0,5 % desoxicolato de sédio; 1 % Triton ®; Tris-
HCI 50 mM; 0,1 % SDS; inibidores de fosfatases e proteases 1:300 v/v; PMSF
1:1000 v/v; pH 8) para a obtencéo das proteinas.

Os lisados foram centrifugados a 14000 RPM por 15 min a 4 °C para
remocao de debris. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, a partir
do qual a dosagem de proteinas foi realizada, de acordo com o0 método de Pierce
[181]. Neste método, a reacdo do biureto (reducdo de Cu*? a Cu* na presenca
de proteinas em meio alcalino) é acoplada a deteccao colorimétrica do cation
Cu* pelo acido bicinconinico, gerando um produto roxo de absorcdo a 562 nm,
lido por espectrofotometria (Wallac Victor?, Perkin Elmer).

Aliquotas de 20 pg de proteina ou 10 ul de meio foram ressuspendidas
em tampao 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
proteinas, 10 pl de padrdo molecular (Precision Plus Protein Kaleidoscope™
Standards, Bio-Rad) correram em paralelo. As amostras foram aplicadas nos
pocos do gel submerso em tampéao 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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Apoés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana

de PVDF (Amersham™Hybond™, GE Healthcare), previamente hidratada com
metanol 100 % por 1 min, lavada com tampao TBS-T (Tris-HCI 50 mM; NaCl 150
mM; 0,1 % Tween-20) e equilibrada em tampé&o de transferéncia (Tris-base 25
mM; glicina 192 mM; 20 % metanol). A transferéncia ocorreu em um sanduiche
imerso em tampé&o de transferéncia, sobre o qual uma corrente de 90 V foi
aplicada por trés horas a 4 °C. ApGs a transferéncia, foi realizado o bloqueio de
ligacdes inespecificas (Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; 0,1 % Tween-20; 5 %
albumina sérica bovina) por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacéo.
Subsequentemente, a membrana foi incubada com solugdo de anticorpo
primario sob agitacdo a 4 °C até o dia seguinte (Tabela 1). Ao final desta
incubagéo, a membrana foi lavada 3 vezes por 10 min com TBS-T e incubada
com o anticorpo secundario (1:2000 v/v, Invitrogen) em solucao de bloqueio por
1 h a temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada, e exposta por
1 min a solugéo para deteccdo quimioluminescente (Tris 1,5 M pH 8,9; luminol
1,25 mM; é&cido p-coumarico 200 yM; H202 5,4 mM e agua), seguida da
visualizacdo das bandas (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare) e analise

densitométrica (Image J).

3.6. Imunofluorescéncia

3 x 10® células cultivadas em pocos de culture slides (BD Falcon;
previamente tratados com 3% de gelatina) foram privadas de soro e
subsequentemente tratadas com angiotensina Il (1 uM; Sigma) por 2,5 min. Apos
o tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4 % em PBS por

15 min, lavadas com TBS e permeabilizadas em solu¢do de Odyssey® Blocking



Tabela 1. Anticorpos utilizados na técnica de western blot

ANTICORPO FORNECEDOR E DILUICAO
PRIMARIO CATALOGO viv

a-SMA Abcam (ab7817) 1:1000
Calponina Millipore (#04-589) 1:1000
Cofilina Abcam (ab42824) 1:2000
Cofilinas? Abcam (ab12866) 1:2000
Colageno | 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/¥204  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
PaxilinaY!!® Abcam (ab75740) 1:1000
P130CAS Abcam (ab31831) 1:1000
P130CASY14 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 andlise dos niveis
de fosforilagdo de MLC, as células foram incubadas overnight com anticorpo
primério anti-MLC (T18/S19, Thermo Fisher PA5-17727) 1:100 v/v. O anticorpo
primario foi removido, os pocos foram lavados 3x com TBS e incubados com

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

Para a razdo F/G-actina, ap0s a permeabilizacdo as células foram
incubadas com solucéo 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 a temperatura ambiente.

Para quantificar o nimero de adesfes focais, apds a permeabilizagéo as
células foram expostas ao anticorpo anti-paxilina (Abcam ab32084, 1:100 v/v)
diluido em Odyssey® Blocking Buffer (LI-COR) a 4 °C por 16 h. Removeu-se o
anticorpo primario, os pocos foram lavados 3x com TBS e incubados com
solucéo de DAPI (1:500 v/v) e anticorpo secundario anti-coelho Alexa 555 (1:300
v/v; Molecular Probes).

ApoOs a incubacéo das marcacdes, foram realizadas 3 lavagens com TBS
e as laminas foram montadas com Fluoromount™ aqueous mounting media
(Sigma) e fotografadas no Zeiss Axio Observer Z1, com objetiva de 40x e Gleo
de imerséo.

A quantificacdo de fluorescéncia se deu no programa Image J (National
Institutes of Health, EUA). Para os experimentos de p-MLC e razdo F/G-actina,
foi considerada a éarea da célula, bem como a fluorescéncia de regibes
adjacentes como normalizadores da intensidade de fluorescéncia medida,
expressa como fluorescéncia celular total corrigida (CTCF). Ja a contagem de
adesoes focais se deu a partir da funcao “analise de particulas”. Foram utilizadas
células de 3 animais diferentes por genotipo (replicatas biolégicas) e, para cada

replicata biologica, analisou-se no minimo 20 células.
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3.7. Ensaio de quimiotaxia em camara de Boyden

A capacidade migratéria de células musculares lisas foi determinada pelo
ensaio de migracdo em camara de Boyden [183]. Esta técnica considera a
capacidade celular de migrar em funcéo de fatores de crescimento (quimiotaxia)
ou de um gradiente de moléculas de matriz extracelular (haptotaxia). O ensaio
consiste em duas camaras separadas por uma membrana microporosa. As
células sédo plaqueadas na camara superior € migram em resposta ao agente
guimioatrativo presente no meio de cultura da camara inferior. Essa resposta é
avaliada ap6s um determinado periodo e reflete na capacidade migratoria
celular.

As condicdes para o0 ensaio com células musculares lisas foram
determinadas de acordo com o descrito anteriormente [184]. Em resumo, 48 h
apés privacdo de soro, 5x10*% células foram ampliadas e semeadas em
membrana de policarbonato (poro de 8 um; Whatman)- no po¢o superior de uma
camara de Boyden modificada. No poco inferior, 20 ng/ml de PDGF-BB
(Peprotech) foram usadas como estimulo quimiotatico e a camara foi incubada
por 4 ha 37 °C. Apos o periodo, o lado superior foi limpo para remover as células
gue ndo migraram, enquanto o lado inferior da membrana foi corado com DAPI

e fotografado em microscopio invertido para a quantificacdo de nudcleos.

3.8. Analise de ciclo celular

A andlise do ciclo celular leva em conta a capacidade do lodeto de
Propideo (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 subpopulacdes celulares nas fases Go/G1, S
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e G2/M podem facilmente ser identificadas por citometria de fluxo com base na
intensidade do sinal de fluorescéncia. Para isso, células musculares lisas
selvagens e CRP3” foram plagueadas a densidade de 4x10° 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 periodo, as
células foram fixadas com etanol gelado, marcadas com IP 10 pg/ml (Molecular
Probes) e analisadas em citdbmetro 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 populacéo, de acordo com a intensidade de fluorescéncia detectada.

3.9. Ensaio de contracdo em gel de colageno

O ensaio de contracdo em gel de colageno consiste na confec¢ao de uma
mistura de colageno do tipo | e células que, ao polimerizar a 37 °C gerara um
disco, cuja deformacédo ao longo do tempo refletira na capacidade contratil de
uma dada célula em resposta a um determinado estimulo. Para isso, 2 x 10°
células foram ressuspendidas em meio sem soro e adicionadas a uma mistura
de agua, colageno tipo | (BD Biosciences), NaOH 1 M e PBS 10x. A mistura foi
colocada em placas de 12 pocos e incubada por 1 h a 37 °C. Apds a
polimerizacdo, os discos foram soltos da placa com auxilio de uma agulha e
depositados em placas de 24 pocos. Foram obtidas imagens dos diametros dos
discos no tempo 0 e apés 24 h de estimulagdo com PF-573228/iFAK, (Sigma, 3
UM). A partir do didmetro dos discos no tempo 0 (100 %), determinou-se a % de

reducdo em 24 h, que consistiu na capacidade contratil de cada célula.
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Figura 9. Representacéo grafica da contracdo em gel de colageno. Uma mistura de coldgeno
| e células é incubada a 37 °C. Ao polimerizar, esta mistura gera um disco de células embebidas
em uma matriz de colageno. O disco é solto do po¢o, tem seu didmetro medido no tempo 0 e 24
h, permitindo avaliar a contratilidade em 24 h. Adaptado de [185].

3.10. Citometria magnético-Optica de oscilagdo (OMTC)

A citometria magnético-Optica de oscilacdo (OMTC) consiste na utilizacao
de granulos ferromagnéticos adsorvidos pelo tripeptideo sintético RGD (acido
arginilglicilaspartico), que se ligam as integrinas na superficie celular. Como as
integrinas estao intimamente ligadas ao citoesqueleto de actina, a oscilagdo dos
granulos em resposta a um campo magnético pode ser utilizada para definir a

rigidez celular.
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3.10.1 Preparo dos granulos ferromagnéticos
Granulos ferromagnéticos com 4,5 um de didametro foram lavados com
PBS, ressuspendidos em solucdo tamponada de carbonato estéril a 1 mg/mi

contendo RGD e mantidos sob agitacdo constante a 4 °C até o uso.

3.10.2 Cultivo celular para o ensaio de OMTC

Placas de 96 pocos previamente tratadas com solucéo de gelatina porcina
a 3 % foram utilizadas para o plagueamento de 1,5 x 10* células em meio de
cultura basal. Apos 24 h, as células foram privadas de soro, expostas a solucao
de granulos ferromagnéticos e incubadas por 20 min a 37 °C, em atmosfera
umedecida e enriquecida com 5 % de CO2. Apos este periodo, foi realizada uma
lavagem com meio de cultura para remocéo dos granulos frouxamente ligados
as células e procedeu-se com o tratamento (Ang Il, [Sigma] 1 pM; PF-

573228/iIFAK, [Sigma] 3 uM).

3.11.3 OMTC

Pocos isolados das placas de 96 pocos foram colocados no centro de
bobinas de magnetizagdo, que se encontravam acopladas a um microscopio
com camera de video. Os granulos foram rapidamente magnetizados
horizontalmente (9000 G) e entéo verticalmente (90 G). A magnetizagao vertical
possui carater oscilatorio, que deforma o citoesqueleto de actina adjacente aos
granulos. A movimentacéo dos granulos foi registrada por imagens obtidas pela

camera CCD, no aumento de 10 x.
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3.11.4 Analise dos dados
A partir das imagens, pode-se calcular a razdo entre o torque aplicado
(T*w) e o deslocamento dos granulos (d*w) por meio da Transformada de Fourier
(Equacao 1), resultando no modulo complexo (g*), que esta ligado por um fator
geomeétrico com o modulo complexo de cisalhamento da célula e expresso em

Pascal (Pa) por nanémetro:

T*w

g*xw =g () +ig" (w) = (1)

d*w
Do valor gerado, derivou-se o modulo elastico do citoesqueleto adjacente (g’), o

modulo dissipativo (resisténcia, g”), e n (histerese, razao g”’/g’).

deslocamento do granulo —p| |[€¢—

Figura 10. Representacao gréafica do ensaio de citometria magnético-6ptica de oscilacéo
(OMTC). As células sdo expostas a granulos ferromagnéticos recobertos por RGD, que se ligam
as integrinas na superficie celular. A aplicacdo de um campo magnético leva ao deslocamento
dos granulos que, ao ser analisado, permite a determinac¢éo da rigidez celular.

3.11. Analise de contracao de anel adrtico

A fim de determinar as propriedades contrateis, aortas abdominais de
ratos selvagens e CRP37 foram segmentadas em anéis, livres de tecido
conectivo e endotélio (removido mecanicamente com agulha). Os anéis foram
incubados em 5 ml de tampéo de Krebs-Hanseleit (NaCl 115 mM; KCI 4,6 mM,;
CaClz 2,5 mM; KH2PO4 1,2 mM; MgSOas « 7 H20 1,2 mM; NaHCOs 25 mM;
Glicose 11,1 mM) e mantidos a temperatura constante de 37 °C e continua

gaseificacdo para manutencdo do pH a 7.4. Cada anel adrtico foi conectado a
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dois fios metélicos conectados a um transdutor de forca e entdo submetidos a
uma tenséao de repouso de 1 g por 1 h. A contracdo independente de receptor foi
estimulada pela adicdo de KCI (concentracéo final de 100 mmol / L no banho),
cuja resposta foi observada até o plateau. Apds isso, 0s anéis foram lavados 3 x
com solucdo de Krebs-Hanseleit e estabilizados por 30 min. Foi realizada uma
curva concentracdo-resposta cumulativa a angiotensina Il (10°5-10°) para

avaliar a resposta contratil dependente da ativagéo de receptor.

3.12. Imunoprecipitagdo de CRP3 para avaliagéo de fosfotirosinas

Cardiomiécitos neonatais foram obtidos a partir de um processo de
digestbes sucessivas com colagenase e pancreatina, como previamente
estabelecido no laboratério [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 °C, em
atmosfera umedecida e enriquecida com 5 % de COz por 48 h. Apés este periodo,
0 meio de cultura foi substituido e, apds 30 min, as células foram expostas a Ang
Il (1 uM) por 15 min. As células foram lisadas com tampao RIPA, as proteinas
guantificadas e utilizadas para a imunoprecipitacao.

Na imunoprecipitacédo, 500 pg de proteina foram diluidos em tampé&o RIPA
e incubados overnight a 4 °C, sob agitagdo com anticorpo anti-CRP3 (Santa
Cruz, sc-98827 1:100). No dia seguinte, foram adicionados 50 pl de Dynabeads®
Protein G (Invitrogen) e as amostras foram incubadas por adicionais 16 ha 4 °C,
em agitacao. Apos este periodo, as amostras foram colocadas em uma estante
magnética, permitindo a remocdo do sobrenadante e a retencdo das

microesferas (complexo microesferas-anticorpo  anti-CRP3-CRP3). As
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microesferas foram lavadas com tampao RIPA e o complexo foi eluido com
tampéo de amostra (200 mM Tris-HCI; Glicerol 40 %; SDS 2 %; 200 mM DTT;
azul de bromofenol 1 %, pH 6.8). As amostras foram entdo processadas para
Western blot de acordo com o item 3.5. A membrana foi bloqueada com solugéo
de 5 % de leite em TBS-T e exposta a uma solucéo mista de anticorpo de coelho
anti-CRP3 e de camundongo anti-fosfotirosina (Cell Signaling #9411) em TBS-T
a4 °C, por 16 h, sob agitacdo. No dia seguinte, a membrana foi lavada com TBS-
T antes e depois da incubacdo com solucdo mista de anticorpo secundario
conjugado com fluorescéncia (anti-coelho [vermelho] e anti-camundongo [verde]
1:30000 v/v) e revelada no LI-COR, equipamento préprio para a analise de
fluorescéncia. As bandas foram entdo quantificadas por densitometria no

ImageJ. Para ambas as condig¢des, utilizou-se um pool de 3 amostras.

3.13. Analise estatistica

Dados representados com média * desvio padrdo. Comparacdes
gendtipo-gendtipo foram feitas com o teste t de Student. O efeito do gendtipo
(selvagem versus CRP37) perante os tratamentos foi verificado por meio da
analise de variancia (ANOVA) de duas vias e pés-teste de Bonferroni. Foram
considerados dados significativamente diferentes os que apresentaram valores

de p< 0,05. O nimero de experimentos realizados foi indicado por “n”.
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obtencao dos resultados deste trabalho.
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5. RESULTADOS

5.1. A falta de CRP3 nas adesfes focais modifica a mecanopercepcéo de
células musculares lisas aérticas

Anteriormente demonstramos que CRP3 interage com FAK [176] e esta
presente nas adesdes focais de células musculares lisas vasculares (Figura 8a)
[177]. Na auséncia de CRP3, células musculares lisas aodrticas apresentam
maior tamanho de adesdes focais, sugerindo altera¢cées na mecanopercepcao e
mecanotransducéo (Figura 8). Assim, avaliamos a capacidade de espalhamento,
a secrecao de colageno | e o numero de adesdes focais como indicadores
adicionais da mecanopercepcdo de células musculares lisas aorticas.
Verificamos que células CRP37 apresentam maior capacidade de
espalhamento, denotada pela area celular medida nos periodos de 2 e 24 h apos
o plagueamento (Figura 12a, b). Em consonancia com este achado, observamos
gue células musculares lisas aérticas CRP3”- secretam mais colageno | quando
comparadas as células selvagens (WT) (Figura 12c). Nao observamos
diferencas no numero de adesdes focais (Figura 13). Associados aos dados
anteriores de maior tamanho de adeséo focal, estes dados permitem concluir
gue a auséncia de CRP3 modifica a mecanopercepcédo de células musculares

lisas adrticas.
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Figura 12. A auséncia de CRP3 altera as propriedades mecanossensoras de células
musculares lisas adrticas. a. imagens representativas e b. quantificacdo do ensaio de
espalhamento, demonstrando que na auséncia de CRP3, h4 um aumento na capacidade de
espalhamento de células musculares lisas adrticas, presente nos estagios iniciais (2 h) e que se
perpetua a periodos posteriores ao espalhamento (24h) [2 h n=48 WT n=68 CRP3"; 24 h n=64
WT n=48 CRP3"]. c. quantificacdo e blots representativos da secrecdo de colageno | em cultura,
evidenciando aumento da secrecéo por células CRP3” [n=9 WT n=8 CRP3"]
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Figura 13. O namero de adesGes focais permanece inalterado em células CRP3™". A
contagem do numero de adesdes focais marcadas com paxilina demonstrou que tanto no basal
(A), quanto em resposta a angiotensina Il (B), o numero de adesdes focais permanece
comparavel entre células WT e CRP3” (Basal: n=85 WT e n=88 CRP3"; Ang Il WT n=52 e CRP3"
"n=39) n.s.: ndo significativo.

5.2. A auséncia de CRP3 compromete a ativacao do eixo de sinalizacao
FAK-Paxilina—p130CAS

Para melhor compreender os efeitos da auséncia de CRP3 nas adesdes
focais, a ativacdo do eixo FAK-Paxilina-p130CAS avaliamos na presenca de
angiotensina Il (Ang IlI). Em concordancia com a literatura, observamos que o
tratamento de células selvagens induz ativacdo de FAK (denotada pela
fosforilacdo do residuo Y397), que cria sitio de ligacdo para Src, levando a sua
ativacao total e subsequente fosforilacdo de seus parceiros proteicos paxilina e
p130CAS (residuos Y118 e Y145, respectivamente). Em contrapartida, células
CRP37 apresentaram defeito nesta via de sinalizacdo, que permaneceu
inalterada na presenca de Ang Il (Figura 14). Nao foram observadas alteracbes
apreciaveis nos niveis totais de FAK, paxilina ou p1l30CAS em resposta a

estimulacdo com Ang Il.



38

A WT CRPE+
Angtt -+ -+

MM (kD a}

119 — | - - FAKVSQT

119 — | N B e | FAK

55— .. '. PAX ILINAY112

55— . BB e s

130 — . l ' . p130CASY1eS

o (IR 1o

30— |MEER—— G APDH

= 25 £ 254
g g
o =
& 20 o 2.04 a
P~ -E E_ 20 o
3 g 1.5 w 8 159 _
T < = 1] Ll iy
X5 o8 c|8 .
1E 1.04 5 1.04
L E 2o ae
= 0.5 £ 0.54 : &
T B
< 00 E, 0.0 v r
WT CRP3
<0,0001 0.0040
£ 257 £ 204
=} =)
g % 209 <$ 1.5
<? sl Z:
4 g ' E'g 1.0+
. _ s
3 10 é 3
=5 £5 sl
os 0.5 £ ¥
2 2
= 00 < 00
£ 259 = 49
I~ [a}
w X i %
2 E 2.0 ol o o
% g
&, g 1.54 g§
Q3 SE 7
= 'ﬁ 1.0 E o
M E Tt
=5 IR
o, 05 :
E g |§o | [5]
£ 00 T T <o T T
wT CRP3 WT CRP3*
© Basal o Angll

Figura 14. Ativacdo deficiente do eixo FAK-Src-Paxilina-p130CAS em detrimento da
auséncia de CRP3. a. Blots representativos e b. quantificagédo dos niveis de fosforilagéo (coluna
a esquerda) e dos niveis totais (coluna a esquerda) de FAK, paxilina e p130CAS. Células
selvagens apresentam fosforilacdo de FAK (Y397) e consequente fosforilagdo dos alvos paxilina
(Y118) e p130CAS (Y145) apos estimulacéo com Ang Il. Na auséncia de CRP3, este tratamento
nao é capaz de deflagra essa ativacao, fazendo com que estimulado e basal se comportem de
forma similar. Nao houve diferenga nos niveis totais das proteinas. FAK: Y397 n=9 total n=10;
paxilina: Y118 (Basal n=8 Ang Il WT n=9 CRP3" n=7) total n=9; p130CAS: Y145 e total n=5. **
p <0.001
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Um dos possiveis mecanismos para a auséncia de ativacdo de FAK seria

a modulacao negativa por ERK 1/2 [187]. No entanto, células selvagens e CRP3-
I~ apresentaram niveis comparaveis de ativacdo de ERK 1/2 (denotada pela
fosforilac&o nos residuos T202/Y204) em condi¢Bes basais, que aumentaram em

resposta a Ang Il (Figura 15). Nao houve diferenca nos niveis totais de ERK 1/2

nas condi¢des estudadas.
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Figura 15. A ativacdo de ERK 1/2 é conservada na auséncia de CRP3. Blots representativos
e quantificacé@o dos niveis de fosforilacéo e dos niveis totais de ERK 1/2. Em condi¢des basais,
observou-se baixo nivel de fosforilagdo (T202/Y204) de ERK 1/2 em ambos os genétipos. Em
resposta a Ang Il, WT e CRP3" apresentaram aumento comparavel nos niveis de fosforilag&o.
Os niveis totais permaneceram inalterados. n=5. **** p < 0.0001

Outro mecanismo envolvido na regulacdo de FAK envolve a quinase
ligada a integrina (ILK), cuja ativacdo esta associada a inibicdo de FAK [188].
Todavia, ndo se observou mudancas nos niveis totais, nem na fosforilacéo

(S246) em resposta a auséncia de CRP3 ou a estimulacdo com Ang Il (Figura

16).
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Figura 16. A fosforilacdo e os niveis totais de ILK permanecem inalterados. Blots
representativos e quantificagdo dos niveis de fosforilagdo e dos niveis totais de ILK, que néo
sofreram mudangas em resposta a auséncia de CRP3 ou a estimulagédo com Ang Il em ambos
0s genotipos. n=6.

5.3. A dinamica do citoesqueleto de actina permanece inalterada na

auséncia de CRP3

Uma das principais consequéncias da mecanotransducao por adesdes
focais € o remodelamento do citoesqueleto de actina, avaliado em termos da
razdo F/G-actina, da regulacdo de cofilina, da expressdo de marcadores de
musculo liso e da expressdo de YAP. Em condi¢des basais de cultivo, ndo se
observou diferenca na razdo F/G-actina em células selvagens e CRP37. Apds a
estimulacdo com angiotensina Il, ha aumento na razdo F/G-actina, independente
do gendtipo (Figura 17a).

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

a reciclagem das fibras, permitindo novos eventos de polimerizagéo.
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Observamos que o0s niveis totais de cofilina ndo sofreram alteracdo em
detrimento da auséncia de CRP3 (Figura 17b). Ao avaliar os niveis de
fosforilacao inibitoria no residuo S3, verificamos que células selvagens e CRP3-
I-sdo comparaveis em condicdes basais e em resposta a Ang I, cujo tratamento
induziu reducéo nos niveis de fosforilacdo (Figura 17c¢). Em consonancia com
esses resultados, os niveis da proteina associada a yes (YAP) permaneceram
inalterados em células selvagens e CRP3”- em condicdes basais ou frente a
estimulacdo com Ang Il (Figura 17d).

A razdo F/G-actina e os niveis de ativacdo de cofilina impactam
diretamente a atividade dos fatores de transcricdo relacionados & miocardina
(MKLSs), principais envolvidos na expressdo de marcadores de musculo liso.
Estes fatores se ligam a G-actina, CRP1/CRP2 e ao fator de resposta ao soro
(SRF) para promover a expressao de genes como a-SMA, calponina, MYH11 e
smoothelina. Logo, o padrdo de expressdo desses genes pode ser utilizado
como indicativo de mudancas em actina. Os niveis de CRP1 sdo comparaveis
entre células selvagens e CRP3”, enquanto os niveis de CRP2 se mostraram
ligeiramente reduzidos em células CRP3” (Figura 18a). No entanto, em linha
com as evidéncias de F/G-actina, células selvagens e CRP3” apresentaram
niveis similares de expressdo de calponina, a-SMA, MYH11 e smoothelina

(Figura 18b).
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Figura 17. A dinamica de actina é comparavel entre células selvagens e CRP3™. a.
representagdo grafica da razdo F/G-actina, realizada a partir da marcagdo por
imunofluorescéncia das fibras de actina (faloidina) e de G-actina (Ribonuclease A),
demonstrando que a polimerizagdo de actina se comporta de forma semelhante em células
selvagens e CRP3” (WT n=41 CRP3" n=39). b. quantificacdo dos niveis totais de cofilina,
avaliados por western blot, sem diferenca em funcdo de genoétipo ou tratamento. c. analise da
fosforilacéo inibitéria de cofilina, demonstrando modulagdo em resposta a angiotensina de forma
similar em ambos os genétipos (WT n=6 basal n=5 Ang Il; CRP3" n=7). d. quantificacdo dos
niveis totais de YAP, avaliados por western blot, sem diferengca em funcédo de gendtipo ou
tratamento (WT n=6 CRP3" n=7).
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Figura 18. Expressado dos paralogos de CRP3 (CRP1, CRP2) e de marcadores de célula
muscular lisa dependentes do status do citoesqueleto de actina. a. quantificacao dos niveis
totais de CRP1 e CRP2, avaliados por western blot. Enquanto os niveis de CRP1 nédo
apresentaram alteracdo na auséncia de CRP3, os niveis de CRP2 apresentaram ligeira reducdo
(n=4). b. quantificacao dos niveis totais de a-SMA, calponina, MYH11 e smoothelina, genes cuja
expressao esta intrinsecamente ligada a polimerizacdo de actina e que ndo apresentaram
perturbacéo na auséncia de CRP3 (n=6-7).
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5.4. Células musculares lisas aérticas selvagens e CRP3” apresentam
niveis similares de ativacdo de MLC

Outro componente modulado por adesdes focais e crucial a contratilidade

€ a fosforilacdo dos residuos T18/S19 da cadeia regulatéria da miosina (MLC),

gue culmina em sua ativacao. Verificamos que em condi¢cdes basais de cultivo,

células selvagens e CRP3 apresentam niveis similares de fosforilagido de MLC.

A estimulagdo com Ang Il por 2,5 min aumentou a fosforilagdo dos residuos

T18/S19, mas néo houve diferenca entre os genotipos (Figura 19).
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Figura 19. A ativacdo de MLC é mantida na auséncia de CRP3. Quantificacdo da fosforilacdo
ativadora de MLC nos residuos T18/S19, analisada por imunofluorescéncia, demonstrando que
tanto em condicdes basais, quanto em resposta a Ang Il (que induz aumento da fosforilagéo),
células selvagens e CRP3” sido semelhantes (Basal WT n=26 CRP3’ n=33 Ang Il WT n=51
CRP3" n=48).

Em conjunto, as evidéncias da dinadmica de actina e da ativacdo da
miosina permitem concluir que o aparato de actomiosina esta inalterado em
células CRP3". De fato, ao analisar a contratilidade aguda de anéis adrticos
usando métodos de fisiologia padrdo que delineiam geracdo de forca maxima,

ndo se observou diferenca entre aortas selvagens e CRP3” na presenca de

cloreto de potassio (KCI) (Figura 20).
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Figura 20. A contratilidade aguda de anéis aorticos é mantida na auséncia de CRP3.
andlise da forca maxima gerada em anéis adrticos expostos a 100 mM de KCI, demonstrando
resposta similar entre selvagem e CRP3”. n=5

5.5. Os efeitos da auséncia de CRP3 se estendem a migracgéo celular
Assim como na resposta a angiotensina Il que induz a contracdo, a
migracdo celular utiliza a sinalizacdo mediada por FAK para promover a
contratilidade necessaria para impulsionar o corpo celular [189]. Observou-se
gue enguanto o agente quimiotatico PDGF-BB induziu a migracdo de células
selvagens, células CRP3 foram incapazes de migrar no periodo de 4h (Figura
21a). Como evidéncia de que a n&o-responsividade de células CRP3™" é

independente de alteracfes na viabilidade celular, verificamos que a progressao

no ciclo celular em células selvagens e CRP3" é semelhante (Figura 21b).
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Figura 21. A auséncia de CRP3 acarreta dano a capacidade migratéria, mas ndo a
proliferacdo de células musculares lisas adrticas. a. fotos representativas e quantificacdo do
ensaio de migracédo (camara de Boyden) realizado apés 4 h de exposicado ao PDGF-BB, evento
notério em células selvagens, porém ténue em células CRP37 (n=4). B. histogramas
representativos e quantificacdo da analise do ciclo celular, onde verificou-se que a progressao
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. Ainibicdo de FAK reduz a contratilidade de células selvagens, mas néo

afeta arigidez celular

Anteriormente demonstramos que a auséncia de CRP3 reduz a
contratilidade (Figura 8d) e aumenta a rigidez de células musculares lisas
adrticas, tanto em condicdes basais de cultivo, quanto em resposta a
angiotensina Il. Em face destes resultados e considerando os eventos de
sinalizacdo dependentes de FAK aqui observados, testamos a hipotese de que
a inibicdo de FAK com a droga PF-573228 (iFAK) recapitula em células
selvagens os fenotipos observados em células CRP3”. Ao analisar a
contratilidade em gel de colageno, verificamos que enquanto a inibicdo de FAK
reduz a contratilidade em células selvagens, nenhum efeito é observado em
células CRP3 (Figura 22a).

Células CRP37" sdo mais rigidas que células selvagens em condicdes
basais. Apés a adicdo de angiotensina Il (1 uM), ha um aumento na rigidez
celular, que é discreto em células selvagens e pronunciado em células CRP3
(Figura 22b). Em contraste, a adi¢do de iFAK (3 uM) ndo exerceu efeito na rigidez
celular, indicando que a rigidez celular € independente das propriedades

enzimaticas de FAK.
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Figura 22. A inibicdo de FAK reduz a contratilidade de células selvagens, mas nao afeta a
rigidez celular. a. Grafico de quantificagdo do ensaio de contracdo basal e na presenca do
inibidor de FAK (iFAK; 3 uM) em 24 h (n=3). No basal, células CRP3" apresentam contratilidade
reduzida em comparacao as células selvagens (WT). Em resposta ao iFAK, h& decréscimo na
capacidade contratil de células WT, mas ndo em células CRP3". B. Grafico representativo da
andlise de rigidez celular pela técnica de OMTC. No basal, células CRP3” sdo mais rigidas que
células selvagens (WT), um fendmeno que se pronuncia na presenca de Ang Il. O tratamento
concomitante com inibidor de FAK (iFAK) nao foi capaz de impedir os efeitos da Ang Il, sugerindo
gue mecanismos distintos participam deste processo (n=1948 granulos WT basal/Ang Il; n=1804
WT Ang lI+iFAK; n=1259 granulos CRP3" basal/Ang Il; n=1424 CRP3"- Ang lI+iFAK).

5.7. Andlise in silico da sequéncia de aminoacidos de CRP3 revela sitios de

fosforilagéo por FAK-Src

CRP3 é uma proteina adaptadora, que ndo exibe atividade catalitica e,
portanto, exerce seus efeitos através da formagcdo de complexos proteina-
proteina. A fim de entender a sua participacdo na sinalizacdo mediada por FAK,
realizou-se uma analise in silico da estrutura primaria de CRP3 em busca de
residuos de tirosina passiveis de fosforilacdo por FAK. Foram identificados dois

sitios passiveis de fosforilacdo (Y57 e Y167), cujos escores de predicdo do
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NetPhos 3.1 [190,191] séo ¢ 0,8 (niveis similares aos observados para proteinas
gue sabidamente sdo fosforiladas por FAK, como paxilina) e que estao
posicionados nos dominios LIM (Figura 23a). Notadamente, a imunoprecipitacao
de CRP3 em extratos proteicos de cardiomiécitos (que demonstram expressao
altissima de CRP3) demonstrou que CRP3 apresenta fosfotirosinas em
condicBes basais e que essa modificacdo aumenta em resposta a estimulacéo
com 1 uM de angiotensina Il (Figura 23b). Estes dados confirmam a ideia de que

CRP3 pode ser fosforilado por FAK.
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Figura 23. Andlise dafosforilacdo de tirosinas em CRP3. A. A andlise realizada na ferramenta
NetPhos 3.1 demonstrou a presenca de dois sitios de fosforilagdo com escores de predicédo
acima de 0,8, localizados nos residuos Y57 e Y167 dos dominios LIM de CRP3. B. blot
representativo da imunoprecipitacdo de CRP3, seguida da incubacdo com anticorpo anti-
fosfotirosina em extrato proteico de cardiomidcitos em cultura, demonstrando a fosforilacéo basal
e estimulada por angiotensina II.
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6. DISCUSSAO
A formacdo de complexos proteicos mediada por proteinas LIM é
essencial a mecanotransducao por adesoes focais. Apesar da elucidacdo de um
core essencial, pouco se sabe sobre os mecanismos vascular especificos na
sinalizacao por adesdes focais. Este trabalho explorou, pela primeira vez, o papel
de CRP3 na sinalizacdo de adesdes focais, cuja auséncia comprometeu a

ativacdo do eixo FAK-Src-Paxilina-p130CAS a contratilidade e a migragao

celular, independente de mudancas em actomiosina .

Em adicdo as evidéncias da literatura que demonstram a localizagédo de
CRP3 nas fibras de actina, demonstramos sua localizacéo nas adesdes focais.
A relacdo de CRP3 com o citoesqueleto de actina foi alvo de extensa
investigagéo no contexto de células musculares estriadas. Em semelhanca a a-
actinina, CRP3 se liga as fibras de actina [159], onde se oligomeriza [156] para
promover a fasciculacgdo e a protecdo das fibras de actina contra a
despolimerizacdo medida por cofilina [159]. A auséncia de CRP3 néo interfere
nas taxas de polimerizacdo, mas promove o afinamento das fibras, podendo
impactar negativamente a resisténcia mecanica do citoesqueleto de actina [159].
Em concordéncia, Clark e Kadrmas demonstraram que a proteina Mip84b
(equivalente de CRP3 em Drosophila melanogaster) contribui diretamente para
a integridade muscular por meio da estabilizacdo das fibras de actina nos sitios
de ancoragem [192]. A relevancia destes achados € ilustrada pelas as alteracdes
na estrutura e funcdo cardiacas observadas em camundongos que nao
expressam CRP3 [162] ou que carregam a mutacdo missense (10TCIC; W4R),

identificada em pacientes com cardiomiopatia dilatada [167]. Além de desarranjo
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estrutural (incluindo desorganizagdo das miofibrilas e formato irregular dos
cardiomidcitos), estas amostras apresentam complacéncia aumentada e
resisténcia prejudicada ao estresse mecanico, reminiscentes da auséncia dos

mecanismos CRP3-dependentes no citoesqueleto de actina.

De forma a promover a correta organizacdo e manutengdo do aparato
contratil, CRP3 promove a formag¢do de complexos associados a actina nos
costameros [158,162,164,168—170]. Estas estruturas conectam o sarcolema ao
aparato de actomiosina e, portanto, sdo responsaveis pela transmissao de forca
[193]. Nestes sitios, acredita-se que CRP3 atua em um complexo ternario com
B1-espectrina e a-actinina, promovendo o acoplamento do aparato contratil aos
complexos dependentes de B1-espectrina na membrana [194]. Esta hipétese é
corroborada pelo fato de que apesar do desarranjo de miofibrilas, o aparato
contratil permanece intacto na auséncia de CRP3, permitindo concluir que a
ablacdo de CRP3 causa prejuizo a funcdo costameérica [162], 0 que pode ser
ilustrado pela perda do padrdo de distribuicdo de vinculina (também presente
nos costameros) [162]. Considerando as evidéncias de nosso grupo de que
CRP3 localiza-se nas fibras de actina e nas adesdes focais (analogas aos
costameros de células musculares lisas estriadas), postulamos que CRP3 age
como mecanossensor também em células musculares lisas. Esta hipétese é
suportada pelos estudos de proteoma que demonstraram o recrutamento forca-
dependente de proteinas da familia CRP [63,195] e pelas caracteristicas de
zZixina e a-actinina, parceiro proteicos de CRP3[158,194], que ocupam a camada

regulatoria de actina nas adesdes focais.
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A camada regulatéria de actina é particularmente importante para a
homeostase mecéanica, pois é por meio dela que os sitios de ruptura de fibras
(resultantes da exaustdo mecanica associada aos constantes ciclos de extenséo
e encurtamento) sao reparados, restaurando a capacidade de transmissdo de
forca [196]. O entendimento dos mecanismos envolvidos na resposta de reparo
€ baseado na funcéo de zixina, uma proteina responsiva a forcas, formada por
um dominio de interacdo com a-actinina, por repeticdes ActA ricas em prolina,
duas sequéncias de exportacdo nuclear e trés dominios LIM. Forgas exercidas
nas adesdes focais recrutam zixina para a camada regulatoria de actina [197—
199]. Conforme os sinais sao transmitidos para o citoesqueleto de actina
(induzindo sua polimerizacéo), zixina se desloca em sincronia com as novas
fiboras formadas, onde recruta seu parceiro proteico VASP, que estabelece
retroalimentacao positiva para a polimerizacéo de actina, tanto por recrutar mais
complexos G-actina-profilina, quanto por impedir o capeamento de filamentos
recéem-formados [112,113,115]. Os mesmos mecanismos Sao responsaveis pelo
reparo de fibras rompidas durante a transmissao de forca [196]. Verificou-se que
a capacidade recrutamento dependente de forca de zixina se baseia nos seus
trés dominios LIM em tandem, que apresentam em sua estrutura um residuo
conservado de fenilalanina e um espacamento 6timo entre si, permitindo que
atuem em cooperatividade [125,198,200]. A auséncia de zixina reduz a
contratilidade, um evento associado a alteracdo na capacidade de espalhamento

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

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

sitios de deformacéao das fibras de estresse, ja que apresenta apenas 2 dominios
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LIM que, além de ndo apresentarem o espagamento 6timo requerido, ndo
apresentam o residuo invariavel de fenilalanina. No entanto, postula-se que
CRP3 seja um ancestral das proteinas de reparo [200], sugerindo que possa
ainda desempenhar papeis similares ao de zixina na mecanotransdugéao. De
fato, similarmente a zixina [53], CRP3 sofre translocacao nuclear, onde participa
dos mecanismos que promovem a expressao de genes de adaptacdo mecanica
celular [171,201]. Na auséncia de CRP3, células musculares lisas apresentam
contratilidade deficiente, aumento do espalhamento e da secrecéo de colageno
|. Estas alteracBes sdo também acompanhadas de aumento no tamanho médio
das adesfes focais, mas sem mudancas no niumero de adesdes, permitindo
concluir que a mecanorresponsividade de células musculares lisas esta
comprometida na auséncia de CRP3 em detrimento de suas propriedades

mecanossensoras.

Para melhor compreender a participacdo de CRP3 na mecanotransduc¢éo
via adesdes focais, a mecanossinalizacdo de células musculares lisas aérticas
selvagens e CRP3 foi avaliada em condi¢cdes basais de cultivo e em resposta
a Ang ll. Verificou-se que células selvagens e CRP37 sdo comparaveis em
termos de expressdo e fosforilacdo das proteinas em condi¢cdes basais. Em
resposta a Ang I, células selvagens apresentaram um aumento na fosforilacdo
de FAK (residuo Y397) que estava associado a fosforilagdo das proteinas
paxilina (residuo Y118) e p130CAS (residuo Y145). Em contraste, 0s niveis de
fosforilacdo de FAK, paxilina e p130CAS permaneceram inalterados apos a
exposicdo de células CRP3” a Ang Il. Estes eventos explicam a auséncia de

mudanca no tamanho meédio das adesdes focais e indicam que essas alteracdes



54
sejam responsaveis pela contratilidade deficiente, confirmando a participacao de

CRP3 na mecanorresponsividade de musculo liso aortico.

Ativacdo da funcao quinasica de FAK em resposta a Ang Il é central a
diversos eventos na mecanotransducdo, como polimerizacdo de actina,
fosforilacdo de MLC e fluidificacdo do citoesqueleto. Ao analisar a razéo F/G-
actina, verificamos que células selvagens e CRP37 sdo comparaveis tanto em
condi¢Bes basais, quanto na polimerizagdo de actina induzida por Ang Il, o que
esta de acordo com as evidéncias de Hoffmann et al [159]. Foi demonstrado que
CRP3 influencia a atividade de cofilina, uma das principais enzimas envolvidas
na despolimerizacédo de actina [160]. No entanto, os niveis de F/G-actina e as
evidéncias de que células selvagens e CRP3" se comportam de maneira similar
em termos de fosforilagdo de cofilina, demonstram que essa regulacao nao se

estende a células musculares lisas aorticas.

Outra variavel influenciada pelo momento do citoesqueleto de actina sdo
0s niveis da proteina YAP, principal envolvida na regulacdo dos eventos
transcricionais dependentes de pistas ambientais [202] e que n&do apresentou
variacdo em funcédo do gendtipo, nem da exposicdo com Ang Il. Em adicdo a
estes dados, foi analisada a expressao de genes dependentes da atividade de
SRF-MLK. MLKs interagem com G-actina, o que as mantém inativas e retidas no
citoplasma. A polimerizacdo de actina em resposta a sinais extracelulares libera
MKL de G-actina, permitindo o acumulo nuclear de MKL e ativacao de SRF [203].
Portanto, a sinalizacdo MKL-SRF é um caminho-chave que conecta a

reorganizacao dindmica do citoesqueleto de actina ao controle da expressao

génica. Em conjunto com CRP1 e CRP2, MKL-SRF promovem a expressao de
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componentes estruturais e regulatérios do citoesqueleto de actina, como a-SMA,
calponina, MYH11 e smoothelina. Observamos que a auséncia de CRP3 né&o
impacta a expressdo destes genes, provendo evidéncias adicionais de que o

status de actina permanece inalterado na auséncia de CRP3.

FAK foi implicada na ativacdo de pl90RhoGEF [126], que impacta
diretamente a fosforilacdo de MLC pelo eixo RhoA-ROCK. Sabendo que a
fosforilacdo de MLC é o evento central a contratilidade de células musculares
lisas, os niveis desta fosforilacdo foram analisados. Verificamos que em
condi¢des basais, células selvagens e CRP3” apresentam niveis similares de
fosforilacdo nos residuos T18/S19 de MLC. Em resposta a Ang Il, ambos os
gendtipos demonstram aumento na fosforilagéo, sem diferenca entre si. Estes
dados dialogam com evidéncias anteriores da literatura, que apontam para efeito
da auséncia de CRP3 nas estruturas de ancoramento (costameros e, de acordo
com este trabalho, adesdes focais), e ndo no funcionamento do aparato de
actomiosina [159,162]. Em concordéancia, verificamos que a geracdo de forca

maxima por anéis adrticos em resposta ao KCI € mantida na auséncia de CRP3.

A migracdo celular constitui um 6étimo modelo para avaliacdo de
mecanismos FAK-dependentes, considerando o papel central de FAK neste
processo. O ciclo migratério envolve a formacdo de adesdes nascentes
mediadas por integrinas perto da borda dianteira da célula, que se desmontam
rapidamente ou se conectam ao citoesqueleto de actina. As forcas de tracao
mediadas pela actomiosina permitem que um subconjunto dessas adesdes
cresca e amadureca, fornecendo a forcas de tracdo necessaria para impulsionar

0 corpo celular para frente [204,205]. Anteriormente demonstramos que células



56
CRP3" apresentam prejuizo tanto no crescimento de adesdées focais, quanto na
contratilidade. Em concordancia com esses achados, células CRP3”
apresentam capacidade quimiotatica deficiente quando comparadas as células
selvagens, demonstrando que a auséncia de CRP3 afeta um mecanismo comum
as respostas de migracao e contracao e que a deficiéncia na ativacao de FAK é

um mecanismo que independe do receptor ativado em células CRP3.

Nossos achados estdo em consonancia com os estudos em fibroblastos
FAK”, onde observa-se adesGes focais maiores e reducdo da capacidade
migratdria [206-208]. A reintroducdo de FAK selvagem em células FAK™
restaura a migracdo celular, enquanto a introducdo de FAK mutantes (sem
atividade quinase ou sem a capacidade de se ligar as quinases da familia Src
[mutacdo no residuo Y397] ou p130CAS [mutacao no sitio I]), falha em restaurar
a migracao celular [209,210], demonstrando que tanto as func¢des de FAK como
guinase, quanto como proteina adaptadora séo requeridas a migracao celular.
Estas evidéncias também demonstram que além de FAK, proteinas a jusante na
sinalizacdo também desempenham papel importante na sinalizacdo via adesao
focal que coordena a migracdo. Notadamente, células que ndo expressam
guinases da familia Src, paxilina ou p130CAS também apresentam reducao da

migracao [211,212].

Dissecar a sinalizacdo mediada por FAK e seus parceiros proteicos é
essencial ao entendimento dos mecanismos pelos quais FAK promove seus
efeitos. A fosforilacdo de FAK Y397 promove a ligacdo de Src, o que leva a
ativacao conformacional de Src e resulta no complexo duplo de sinalizagdo FAK-

Src [213]. Neste complexo, Src fosforila FAK em Y861, o que esta associado a
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um aumento na ligacdo mediada pelo dominio SH3 de p130CAS as regides ricas
em prolina da porcéo C-terminal de FAK [214]. Src ativada também fosforila FAK
em Y925, criando um sitio para ligacdo de GRB2. A interacdo de GRB2 com FAK
€ uma das vérias conexdes que levam a ativagédo de Ras e de ERK 1/2 [213]. A
fosforilacdo de ERK 1/2 e a ativacdo subsequente de MLCK podem modular
tanto a dinamica das adesdes focais quanto a proliferacao celular [85,215]. No
entanto, ndo observamos diferenca na proliferacdo de células musculares lisas
e nem nos niveis de ativacdo de ERK 1/2, sugerindo que tanto o turnover de
adesOes focais, quanto a ativacdo de MLCK estdo preservados em células

CRP3™",

FAK estd associada a uma fluidificacdo do citoesqueleto de actina,
enquanto células FAK’ apresentam aumento na rigidez celular [216,217]. O
citoesqueleto de actina apresenta um estado gelatinoso (ou semissolido) devido
ao alto grau de reticulagéo das fibras de actina (que séo ancoradas e exercem
tensao nas adesdes focais) promovido por proteinas como filamina e a-actinina.
De forma a aumentar a fluidez do citoesqueleto, FAK fosforila o residuo de Y12
de a-actinina, reduzindo sua afinidade por actina e, portanto, reduzindo o grau
de reticulagéo [216,218]. Logo, alteracdes na sinalizacdo FAK- a-actinina podem
impedir a fluidificacdo do citoesqueleto, culminando em um fendtipo de maior
tensdo (como observado em células FAK" [219]), reduzindo o potencial contratil.
Considerando que a-actinina e FAK sdo parceiros proteicos de CRP3, pode-se
especular que o CRP3 esteja envolvido na ativacdo desta via, coordenando
entdo rigidez celular e contratilidade. De fato, células CRP3’ apresentam

reduzida contratilidade, um evento que é recapitulado parcialmente pela inibicdo
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de FAK com PF-573228 (iIFAK). Em contrapartida, a tensdo do citoesqueleto se
mostrou inalterada na presenca de iFAK, sugerindo a participacdo de

mecanismos distintos.

A fim de entender como CRP3 poderia participar da sinalizacdo mediada
por FAK, postulamos que ele agiria como um substrato que, ao ser fosforilado,
promoveria a formacéo de complexos proteicos contendo FAK, facilitando assim
a mecanotransducao. Realizamos entdo uma triagem in silico para identificar
tirosinas fosforilaveis por FAK em CRP3, onde foram identificados dois sitios
passiveis de fosforilacdo (Y57 e Y167), cujos escores de predicdo do NetPhos
3.1 [190,191] eram de 0,8 ou mais (niveis similares aos observados para
proteinas que sabidamente séo fosforiladas por FAK, como paxilina) e que estdo
posicionados nos dominios LIM, utilizados por CRP3 para interagir com o
citoesqueleto de actina [159]. Utilizando cardiomiécitos em cultura (que
apresentam os mais altos niveis de expressado de CRP3), verificamos que CRP3
apresenta tirosinas fosforiladas apés a estimulacdo com Ang Il, corroborando a
hipotese de que CRP3 € alvo de fosforilagdo durante a mecanotransducao.
Andlises experimentais futuras sdo necessarias para validar esses dados em

células de musculo liso adrtico.

Em resumo, as evidéncias desta tese revelam que a proteina CRP3 é
necessaria a ativacdo do eixo FAK-Src-paxilina-p130CAS, eventos de
sinalizacdo necessarios e suficientes a migracéo e contratilidade. Na auséncia
de CRP3, ha comprometimento das cascatas de sinalizacdo a jusante,

comprometendo a percepcao do ambiente a mecanossinalizacdo, componentes-

chave da mecanotransducdo vascular. Coletivamente, os dados suportam a
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hipotese de que CRP3 age como ponte molecular na interface actina-adesdes

focais de células musculares lisas adrticas.
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7. CONCLUSOES

a. Na auséncia de CRPS3, células musculares lisas aorticas apresentam
percepcdo do ambiente alterada, como observado pela capacidade de
espalhamento e secrecao de colageno |, evidéncias que corroboram
dados anteriores de maior tamanho médio de adesbes focais em
condicles basais;

b. Alocalizagdo de CRP3 nas ades0es focais e nas fibras de actina impacta
a mecanotransducdo, ja que em resposta a angiotensina Il, ha auséncia
de ativacdo de FAK-Src-paxilina-p130CAS, o0 que é consistente com
dados anteriores de que células CRP3" sdo incapazes de remodelar as
adesdes focais e de contrair in vitro;

c. Como consequéncia, células CRP3 apresentam funcionamento normal
do aparato de actomiosina, mas ndo da sinalizagéo via FAK nas adesoes
focais, ja que sao incapazes de migrar e de remodelar adesdes focais em
resposta a estimulos;

d. A inibicdo de FAK recapitula parcialmente os efeitos da auséncia de
CRP3 na contratilidade em condi¢des basais;

e. Arigidez celular se mostrou inalterada na presenca de iFAK;

f. Analise in silico demonstrou que CRP3 pode ser um alvo de fosforilacao
por FAK, uma evidéncia suportada pela presenca de fosfotirosinas em

CRP3 apés a estimulacao de células cardiacas com Ang |l.
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