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RESUMO

Porto FG. Dissulfeto isomerase de proteinas (PDI)-Al peri/epicelular: um novo
alvo terapéutico potencial no aneurisma de aorta [tese]. Sdo Paulo: Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

A sinalizacéo redox esta envolvida na fisiopatologia do aneurisma/dissec¢éo da
aorta. Proteinas Dissulfeto Isomerases e seu protétipo PDIAL s&o proteinas tiol
redox presentes principalmente no reticulo endoplasmatico. Seu pool de
superficie celular e extracelular regula de maneira redox dependente processos
como trombose, remodelamento do citoesqueleto e ativacdo de integrinas, os
quais sdo mecanismos envolvidos na doenca aodrtica. Aqui investigamos o papel
da PDIA1l na dissecc¢do adrtica. Inicialmente, avaliamos o desfecho em um
modelo de aneurisma/disseccdo da aorta em camundongos transgénicos com
superexpressao de PDIA1 usando um modelo de exposicdo de 28 dias ao
inibidor de lisil oxidase BAPN na agua de beber associado a infusdo de
angiotensina-Il através de uma bomba osmatica implantavel. Em um segundo
protocolo, avaliamos os efeitos do inibidor da PDIAL isoquercetina (IQ) na
disseccdo de aorta em camundongos expostos ao BAPN por 28 dias. A
superexpressao de PDIA1 em camundongos transgénicos de fundo FVB foi
associada a cerca de 50% (p=0,022) de reducéo nas taxas de mortalidade por
ruptura da aorta abdominal e prote¢éo contra quebras de fibras elasticas na aorta
toracica. Por outro lado, a exposicao ao inibidor de PDIAL, 1Q em camundongos
C57BL/6 aumentou marcadamente as taxas de mortalidade relacionadas a
disseccao da aorta toracica, de cerca de 18% para 50% em 28 dias (p = 0,019).
A ruptura das fibras elasticas e a deposicao de colageno também se mostraram
aumentadas nas aortas desses camundongos. Em paralelo, um ensaio de
viscoelasticidade, avaliando a tensdo vascular em resposta a estiramento
progressivo indicou que a IQ promoveu uma falha biomecéanica do tipo ductil
guando comparada as aortas controle ou aortas de camundongos expostos a
BAPN, os quais demonstraram um padrao subito de falha. Os efeitos induzidos
pela 1Q parecem nédo estarem associados a efeitos antioxidantes inespecificos

ou estresse do reticulo endoplasmatico. Em ambos os modelos, a analise



ecocardiografica avaliando os camundongos sobreviventes sugeriu que a
ruptura aodrtica estava dissociada da dilatacdo progressiva. Em resumo, n0ssos
dados indicam um papel protetor da PDIA1 contra a disseccao/ruptura da aorta
e potencialmente revela um novo mecanismo integrativo que acopla a

homeostase redox e a biomecanica no remodelamento vascular.

Descritores: Aneurisma dissecante; Isomerases de dissulfetos de proteinas;
Isoquercetina; Aneurisma da aorta toracica; Biomecéanica vascular; Aneurisma

da aorta abdominal.



ABSTRACT

Porto FG. Protein disulfide isomerase (PDI)-Al peri/epicelullar: a new potential
therapeutic target on aortic aneurysm [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2022.

Redox signaling is involved in the pathophysiology of aortic aneurysm/dissection.
Protein Disulfide Isomerases and their prototype PDIAL are thiol redox proteins
present mainly in the endoplasmic reticulum. Its cell surface and extracellular pool
redox-dependently regulates processes such as thrombosis, cytoskeletal
remodeling and integrin activation, which are mechanisms involved in aortic
disease. Here we investigate the role of PDIA1 in aortic dissection. We initially
evaluated the outcome in an aortic aneurysm/dissection model in transgenic mice
overexpressing PDIAL using a 28-day exposure model to the BAPN lysyl oxidase
inhibitor in drinking water associated with an angiotensin-ll infusion by
implantable osmotic pump. In a second protocol, we evaluated the effects of
PDIAL1 inhibitor isoquercetin (IQ) on aortic dissection in mice exposed to BAPN
for 28 days. Overexpression of PDIAL in transgenic FVB background mice was
associated with about 50% (p=0.022) reduction in mortality rates from abdominal
aortic rupture and protection against elastic fiber breaks in the thoracic aorta. On
the other hand, exposure to the PDIAL inhibitor, 1Q in C57BL/6 mice markedly
increased mortality rates related to thoracic aortic dissection, from about 18% to
50% at 28 days (p = 0.019). The breakdown of elastic fibers and collagen
deposition were also shown to be increased in the aortas of these mice. In
parallel, a viscoelasticity assay, evaluating vascular tension in response to
progressive stretching, indicated that 1Q promoted a ductile-type of
biomechanical failure when compared to control aortas or aortas from mice
exposed to BAPN, which demonstrated a sudden pattern of failure. IQ-induced
effects appear not to be associated with nonspecific antioxidant effects or
endoplasmic reticulum stress. In both models, echocardiographic analysis
evaluating surviving mice suggested that aortic rupture was dissociated from
progressive dilatation. In summary, our data indicate a protective role of PDIAL

against aortic dissection/rupture and potentially reveal a new integrative



mechanism that couples redox homeostasis and biomechanics in vascular
remodeling.

Descriptors: Aneurysm, Dissecting; Protein disulfide-isomerases; Isoquercetin;

Aortic aneurysm, thoracic; Vascular biomechanics; Aortic aneurysm, abdominal.



1- Introducéo

1.1 Aneurisma e dissecc¢ao adrtica: uma perturbacdo na mecano-

sinalizacao redox

O aneurisma vascular é caracterizado pela dilatagcdo anormal de um
vaso sanguineo associada ao enfraquecimento estrutural e biomecéanico da
parede vascular, podendo ter diversas etiologias. No aneurisma, 0 maior ponto
de lesdo/degradacao ocorre na parte externa do vaso, podendo levar a ruptura
vascular e morte (1). A definicdo formal de aneurisma consiste em uma
dilatacao arterial de ao menos 50% do seu tamanho original. Além da definicdo
classica, existem outras definices, como por exemplo, aumento de diametro
maior ou igual a 30mm, no caso do aneurisma de aorta abdominal em
humanos, ou uma relagcéo entre o aumento do diametro e a area corporal (2, 3).
Aneurismas de aorta tém substancial morbimortalidade, associada a sua
expansao, dissecc¢ao e ruptura. A disseccéao, por sua vez, consiste em uma
ruptura na camada interna da aorta, permitindo que o sangue penetre e separe
as camadas interna e média da parede vascular, podendo levar a choque
hemodinamico, ruptura vascular e morte (4). A ruptura do aneurisma aértico
leva a aproximadamente 175.000 mortes por ano no mundo (5), enquanto no
Brasil estima-se um nimero de 6bitos de 10532 (considerando o ano de 2019),
com cerca de 4.86 mortes a cada 100 mil habitantes. Nesse sentido, o
aneurisma/disseccéo de aorta € um problema clinico desafiador, e até o
momento ndo possui outras terapias eficazes além das cirdrgicas, esta ultima
estando associada a altos riscos para o paciente (6, 7). Desta forma, pode-se
dizer que a doenca aortica como um todo consiste em uma necessidade
terapéutica que atualmente ndo esta contemplada. Em boa parte, esta lacuna
decorre do fato de que seus mecanismos fisiopatolégicos séo ainda

insuficientemente compreendidos (8).



O aneurisma/disseccao de aorta pode ser visto como uma forma
extrema de um remodelamento vascular expansivo mal-adaptativo causado por
processos simultaneos de inflamacgé&o e desequilibrio de mecano-sinalizacao.
Estes processos relacionam-se estreitamente a uma disfun¢do da unidade
contratil composta por células musculares lisas vasculares (VSMC) e matriz
extracelular (MEC), culminando na perda da capacidade de geracéo de forca
por VSMCs (9, 10). Nos aneurismas da aorta abdominal (AAAS), esse
remodelamento associa-se principalmente a um padréo pré-inflamatério, ndo
particularmente diferente daquele encontrado, por exemplo, na aterosclerose
vascular (11). Este aspecto é relativamente distinto do caso do aneurisma e
dissecc¢do da aorta toracica (AATD), em que um importante fator patogénico
subjacente consiste em uma mecano-sinaliza¢ao perturbada (12, 13), embora
inflamacéo também esteja presente (14).

Na Sindrome de Marfan, uma sindrome genética com presenca de
aneurisma aortico, as terapias com losartana ou betabloqueadores diminuem a
taxa de dilatacdo adrtica, mas ndo previnem a disseccao (15), indicando que os
dois eventos podem ter até certo ponto mecanismos fisiopatoldgicos
complementares e distintos. Apesar dessas especificidades, alguns
mecanismos em comum permeiam a histéria natural da doenca aortica. Um
desses mecanismos integrativos é o estresse redox, tendo em vista a
importancia dos processos redox na maioria dos aspectos de sinalizagao e
inflamacé&o em células vasculares. Em modelos experimentais de AAA,
antioxidantes como a vitamina E, quercetina, resveratrol e apigenina, bem
como a superexpressao de catalase dirigida especificamente a VSMC, sdo
capazes de inibir a doenca aoértica (1). Outras evidéncias, ainda que
preliminares, sugerem que NADPH oxidases (da familia Nox), éxido nitrico
sintases desacopladas (16) e mieloperoxidase (17) estdo envolvidas no AAA.
Na Sindrome de Marfan, processos oxidativos (18), disfuncéo mitocondrial (19),
assim como a geracgao excessiva de oxido nitrico (20) parecem contribuir para
sua fisiopatologia. Nosso grupo tem proposto que processos que acoplam a
homeostase tensional mecénica a regulacdo redox podem ser considerados
um mecanismo central do remodelamento vascular (21), como discutido a

sequir.



1.2 Remodelamento vascular e sua regulacao redox

O conceito de remodelamento vascular esta no cerne da histéria natural
de aneurismas e disseccdes vasculares. A arquitetura dos vasos sanguineos é
continuamente modificada sob diversos estimulos fisioldgicos ou patolégicos,
um processo conhecido como remodelamento vascular, resultante da continua
reestruturacao da parede vascular por mecanismos como hiperplasia da
camada intimal, mudancas na funcéo endotelial, na estrutura do colageno
extracelular, da elastina, além de proliferacdo e migracdo de VSMCs (22). A
terminologia "remodelamento vascular” € utilizada de modo bastante confuso
na literatura; alguns autores utilizam o termo em senso lato como qualquer
alteracdo da estrutura vascular No entanto, em senso estrito, remodelamento
vascular designa alteracdes da arquitetura vascular que modificam o calibre
total do vaso, compreendido como a area total circunscrita pela lamina elastica
externa (21). Com efeito, a extensao e o tipo de remodelamento s&o 0s
principais determinantes do calibre do lumen vascular em condi¢bes
(fisio)patoldgicas, podendo ser de carater expansivo, em que ha aumento na
area total do vaso, ou constritivo, em que h& diminui¢do na area total do vaso
(21, 23). Isto é, a reducgdo do limen vascular em doencgas nédo decorre
meramente de um processo obstrutivo por neo-formacao ou debris tecidual,
mas sim de um processo dindmico em que o remodelamento vascular interage
com esta neocamada, podendo potencializar (se constritivo) ou tamponar (se
expansivo) seus efeitos obstrutivos.

Assim, remodelamento vascular, que é um processo intrinsecamente
adaptativo, pode ao mesmo tempo, contribuir para a fisiopatologia de diversas
doencas cardiovasculares (24). O entendimento de mecanismos responsaveis
pelo remodelamento vascular €, portanto, de grande relevancia e pode gerar
implicagdes terapéuticas. O remodelamento vascular é dependente de
interacdes complexas entre fatores hemodinamicos, substancias vasoativas,
citocinas inflamatorias, elementos figurados do sangue e organizacao da
morfoestrutura celular, particularmente do citoesqueleto e da matriz

extracelular, processos esses intrinsecamente associados a génese do



aneurisma aortico (1, 24). No entanto, fatores que orquestram de modo
coordenado estas complexas interagdes sao ainda pouco estabelecidos e
constituem-se em potenciais alvos terapéuticos prioritarios para modulacao do
calibre vascular. Nosso grupo propés e tem trabalhado com a hipétese de que
vias de sinalizacao redox possam exercer tal funcado coordenadora. Por
conseguinte, mecanismos redox envolvidos em aneurismas incluem as
diversas vias de sinalizacao redox interligadas a disfuncédo da mecano-
sinalizagdo no contexto do modelo "mecanobioldgico-redox" de remodelamento
vascular (21). Desta forma, a conexdo entre aneurismas vasculares e
remodelamento vascular mal-adaptativo envolve vias redox de sinalizacao

celular.

1.3 Vias redox de sinalizacéo celular

Sinalizacao redox é a transducéo de sinais celulares em que o elemento
integrativo séo reacdes de transferéncia de elétrons envolvendo intermediérios
radicalares ou ndo radicalares constituidos por espécies reativas de oxigénio e
elementos a eles relacionados. O conceito de sinalizacdo redox modificou
profundamente o perfil da biomedicina redox a partir da década de 80-90,
indicando que estresse oxidativo transcende a definicdo de um simples
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes capaz de gerar toxicidade e lesédo
biomolecular. Ao contrario, estresse oxidativo pode ser visto primariamente
como um desequilibrio ou perda de compartimentalizacdo da sinalizacdo redox
celular (25). As implicacdes deste conceito sdo cruciais quanto ao
desenvolvimento e uso de abordagens antioxidantes, bem como ao desenho
de biomarcadores de estresse oxidativo (26).

Os mecanismos envolvidos na sinalizacdo redox estdo em continua
evolucéo e ha ainda uma série de desafios conceituais e praticos para
entender, por exemplo, como certas espécies oxidantes como peroxido de
hidrogénio sdo capazes de ativar alvos celulares especificos (27). Parte desta
especificidade tem sido associada a presenca de grupos redox-sensiveis em
proteinas, cujos principais exemplos s&o metais redox-ativos e grupos tiol

proteicos presentes essencialmente em cisteinas reativas. Cisteinas tém a



capacidade de mudar seu estado redox de uma forma reduzida (CysSH) para
uma forma oxidada (i.e., dissulfeto, CysS-S), frequentemente envolvendo
varios estados intermediarios de oxidacgdo (28). Entretanto, h4 importantes
restricbes do ponto de vista de cinética quimica (particularmente baixas
constantes de velocidade de reacdo), bem como do ponto de vista biolégico
(particularmente compartimentalizacao celular) a oxidacéo direta e especifica
de cisteinas redox por intermediarios oxidantes (29). Certas tiol-proteinas,
como por exemplo, peroxirredoxinas ou certas glutationa-peroxidases, tém
altas constantes de reacdo com peréoxido de hidrogénio e podem assim ser
rapidamente oxidadas por peréxido de hidrogénio e transmitir o dissulfeto a
proteinas interatoras (30, 31). Isto €, a sinalizacao redox pode depender em
boa parte de certas proteinas adaptadoras, no caso sensores redox como
peroxirredoxinas.

Um outro modelo de tiol-proteinas com potencial capacidade adaptadora
neste contexto, menos estudado sob este angulo, sdo proteinas com efeitos
locais de modulacao de alvos redox por meio de interagfes diretas que podem
inclusive envolver mecanismos tipo chaperona. Este € caso de proteinas da
superfamilia da tiorredoxina, um dos mais importantes grupos de tiol-proteinas
envolvidas em homeostase e sinalizacdo celular. Membros desta familia
contém um dominio tiorredoxina cuja principal caracteristica € um
enovelamento especifico (5 folhas B cercadas por 4 hélices a). Ainda, estes
dominios usualmente exibem um motivo redox-ativo com a sequéncia Cys-X-X-
Cys, conhecido como motivo tiorredoxina, em que X representa um aminoacido
néo especificado, capaz de influenciar potencial redox e cinética de reacéo da
proteina contendo este motivo (32). Um dos principais subgrupos pertencentes
a super-familia das tiorredoxinas sédo as proteinas da familia da Proteina

Dissulfeto Isomerase (PDI), abordadas em nosso estudo.
1.4 Proteina dissulfeto Isomerase (PDIAL)
PDIs sé&o ditiol-dissulfeto oxido redutases com atividade chaperona. A

funcdo candnica de PDIs é introduzir (oxidar), reduzir ou isomerizar

corretamente ligacOes dissulfeto durante o enovelamento proteico no limen do



reticulo endoplasmatico (RE) (33, 34). As proteinas clientes de PDIs séo
tipicamente destinadas a secrecao e insercdo em membrana plasmatica,
correspondendo a 1/3 de todas as proteinas celulares (33).

A PDIA1 (55kDa, frequentemente designada apenas como PDI,
codificada pelo gene P4HB) é o membro fundador da familia de tiol isomerases
composta por mais de 21 membros. As PDIs variam em tamanho e estrutura de
dominios, bem como expressao, localizacao subcelular e funcdo. A PDIAL, o
paradigma da familia, tem 4 dominios tiorredoxina ordenados na sequéncia a-
b-b’-a’. A localizacdo no RE € proporcionada por um peptideo de sinal N-
terminal (17 aminoéacidos) (35), assim como pelo dominio C-terminal contendo
o motivo KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) de recuperacgdo para o RE. A proteina tem o
formato de uma ferradura retorcida, contendo os dominios a e a’ em cada um
de seus bracos. Os dominios a e a’ contém os motivos ditiol cataliticos redox-
ativos (Cys-Gly-His-Cys). Os dominios b e b’ formam a base da ferradura e séo
cataliticamente inativos e ricos em residuos hidrofobicos envolvidos na ligagédo
da PDIAL a substratos, assim como na atividade chaperona da PDIAL, que per
se é independente dos motivos tiol-redox da proteina (32, 34, 36) (Figura 1). A
sequéncia parcialmente desestruturada do x-linker, entre os dominios a’ e b’,
confere importante mobilidade a proteina. Além de regular a afinidade a
distintos substratos ou ligantes, tal mobilidade é responsavel pela modulagéo
redox da arquitetura da PDIAL. A PDIAL reduzida tem estrutura mais
compacta, enquanto a PDIAL oxidada exibe conformacao preferencialmente
aberta, capaz de expor dominios de ligacédo a substratos e aumentar a

atividade chaperona (34, 37).
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Figura 1: Esta figura foi adaptada de Wang; Wang et al., 2015 (37) e
demonstra a estrutura geral da Proteina Dissulfeto Isomerase Al. (A) PDIAL
reduzida, evidenciando a presenca de tibis livres nos seus sitios cataliticos a e
a’. (B) PDIAL oxidada, evidenciando a formacao de pontes dissulfeto nos seus
sitios cataliticos a e a’. (C) Composicao estrutural da PDIAL reduzida
demonstrando o posicionamento de seus dominios tiorredoxina a-b-b’-a’, assim
como a sequéncia desestruturada x-linker (D) Composicéo estrutural da PDIAL
oxidada demonstrando o posicionamento de seus dominios tiorredoxina a-b-b’-
a’, assim como a sequéncia desestruturada x-linker (E) Estrutura cristalina da
PDIA1 mostrando a forma geral adotada pela proteina em seu estado reduzido.
(F) Estrutura cristalina da PDIA1 mostrando a forma geral adotada pela
proteina em seu estado oxidado.

A PDIA1 é uma proteina abundantemente expressa no lumen do RE,
com meia-vida alta (ca. 96h) e tem expresséo ubiqua em diferentes tecidos e
tipos celulares (33, 34). InUmeras evidéncias indicam a existéncia de um pool
extracelular de PDIA1 proporcionado por secre¢do ativa da proteina na
auséncia de lesao celular (28, 38). Embora este pool seja quantitativamente
menor (<2%) que o pool intracelular (39), ele exerce importantes fungdes como
trombose (40), ativacao plaquetaria (41), controle da entrada de virus na célula



(42), ativacao de metaloproteinases (38) e controle fino de mecanoadaptagéo
(43).

Uma condicdo que aumenta a expressao de PDIAL é o estresse
sustentado do RE, embora a PDIA1 n&o tenha em seu promotor um elemento
responsivo a unfolded protein response (35, 44). Além do efeito no
enovelamento redox, PDIAL e PDIs em geral contribuem para a homeostase
proteica celular por promover o transporte retrogrado de proteinas
irreversivelmente mal-enoveladas para degradacao citosolica pelo sistema
ubiquitina-proteasoma, um processo conhecido como “degradacao de
proteinas associada ao RE” (ERAD). Ainda, PDIAL pode induzir retencdo de
certas proteinas, particularmente as grandes e complexas, no lumen do ER
para seu adequado processamento. Esta atividade, por n6s denominada
"holdase-like", contribui para o controle de qualidade da fibrilina-1 e protege a
matriz extracelular contra efeitos da mutacdo dessa proteina na Sindrome de
Marfan (45).

Estudos continuados do nosso laboratorio caracterizaram varios efeitos
adicionais de PDIA1 relacionados ao seu possivel papel em sinalizac&o redox.
Em particular, descrevemos a regulacéo pela PDIA1 dos complexos Nox
NADPH oxidases, as principais fontes enzimaticas dedicadas a geracao de
oxidantes (46; 47). PDIA1 age como possivel adaptadora da ativacao do
complexo NADPH oxidase em células musculares lisas vasculares (48), bem
como macrofagos (49), células endoteliais e neutrdfilos (34). Experimentos de
perda de funcéo da PDI (48) com antagonistas farmacoldgicos, anticorpos
neutralizantes, oligonucleotideos antisenso e RNA de interferéncia (50)
evidenciaram de modo consistente que a PDI sustenta funcionalmente a
oxidase, e particularmente sua ativacao por angiotensina Il ou fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (51). PDIAL tem papel essencial
migracao de VSMC, ativacdo de RhoGTPase (51) e reorganizacao do
citoesqueleto (21). PDIA1 interage fisica e funcionalmente com a subunidade
p47phox da Nox1 (52). A superexpressao aguda de PDIAL desencadeia a
migracdo de VSMC, enquanto sua superexpressao sustentada se associa a

mudanca para um fenotipo diferenciado (53).



Como citado anteriormente, um pool especifico extracelular de PDIAL -
presente na superficie celular e secretado - foi bem caracterizado, € capaz de
atuar como mediador tiol-redox de diversos processos complexos (34, 38).
Mostramos previamente que PDIA1 peri/epicelular (pecPDI) € um mediador do
remodelamento vascular durante o reparo a uma lesdo mecanica (43). Ainda
em VSMCs, o pool extracelular de PDIA1 promove o ajuste fino e direcionado
de processos de mecanoadaptacgéo, incluindo distribuicdo organizada de forga,
persisténcia da migragao e organizagdo do citoesqueleto de actina (54). Juntos,
tais efeitos da PDIA1 sugerem seu envolvimento com varios mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da disseccao e aneurisma de aorta, a saber,
fenétipo das VSMC, regulacdo mecanobioldgica, sinaliza¢cdo dependente de
matriz extracelular protecao contra o estresse do RE (34). Estresse do RE é
outro mecanismo reconhecidamente envolvido com progressao de doenca
aortica (55).

Considerando tais efeitos da PDIAL, a principal pergunta a ser abordada
no presente estudo é o efeito da PDIA1 na progressao do aneurisma /
disseccédo de aorta. Para isso, utilizaremos duas estratégias, cujos principios

serdo descritos a seguir.

1.5 Modelo transgénico de superexpressao de PDIA1 em camundongos

Dado o potencial envolvimento da PDIAL1 em diversos pontos comuns
relacionados ao aneurisma/disseccdo aortica, nosso grupo desenvolveu um
modelo de camundongo transgénico, em um fundo genético FVB, capaz de
superexpressar constitutivamente a PDIAL (TgPDIAL) (53). A escolha por este
tipo de ferramenta se deve ao fato de que a delecdo genética de PDIAL é letal
ainda na fase embrionaria e mesmo em sua forma heterozigota tende a
promover importante estresse do RE. Os camundongos TgPDIA1 n&o tém
fendtipo global obviamente diferente dos controles e mostram reprodugéo e
desenvolvimento dentro dos limites da normalidade. Camundongos TgPDIAL
exibem variaveis ecocardiograficas similares aos camundongos selvagens de
mesmo fundo e apresentam presséo arterial basal normal. No entanto, as

VSMCs de artérias de condutancia (caroétidas e aorta) exibem marcadores de
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diferenciacdo aumentados como calponina e exibem maior expressao de Nox4
(comumente associada a diferenciacdo de VSMC) e menor expressao de Nox1
(comumente associada ao fenotipo sintético-proliferativo de VSMC). E
interessante notar que neste mesmo estudo a superexpressao sustentada de
PDIA1 em VSMC cultivadas por meio de vetor viral induzivel por tetraciclinas
promoveu um desvio tardio do fenétipo das VSMCs para um fendtipo mais
diferenciado, com maior expressao de Nox4 e producado de peroxido de
hidrogénio (53).

1.6 Estratégias para inibicdo da PDIA1

Um dos efeitos da PDIAL1 que tem impulsionado o desenvolvimento de
inibidores é o seu papel na trombose vascular. E bem aceito que tiol
isomerases extracelulares incluindo algumas PDIs exercem um papel critico na
formacao de trombos. Inimeros estudos comprovaram que a liberacéo
extracelular dessas PDIs é um sinal de lesdo vascular que estimula a
agregacao plaquetaria e formacao de fibrina (41, 56, 57). Os mecanismos
envolvem efeitos tiol-redox na modulacdo da sinalizac&o de integrinas, fatores
de coagulacao e proteinas plasmaticas (58). Estudos recentes (59) mostraram
que PDI é liberada extracelularmente por lesdes do endotélio vascular como
um sinal desencadeante de ativacdo plaquetaria e trombose e tem acéo
redutase de tiol em alvos especificos como a vitronectina, sendo também
capaz de se associar a proteinas como varios fatores do complemento, alfa2-
macroglobulina, proteina S, glicoproteina rica em histidina, trombospondina 1 e
proé-trombina. Inibicdo da pecPDI bloqueia a progresséo da trombose em
iniumeros modelos de lesdo, com diferentes localizacbes (57).

Esses resultados levaram a busca por inibidores da pecPDI, e muitas
moléculas identificadas, apesar de sua capacidade inibitoria, possuem baixa
poténcia e especificidade quanto ao efeito em tiol isomerases (60). Em
estudos mais abrangentes abordando uma biblioteca de compostos bioativos,
foram identificados varios flavonoides derivados da quercetina, por exemplo
guercetina-3-rutinosideo e isoquercetina (1Q), como potentes inibidores da
pecPDI (61). A IQ € um composto flavonodide e, como tal, tem efeitos
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antioxidantes e outros efeitos pleiotrépicos adicionais (62). Em paralelo, é bem
caracterizada como um inibidor da atividade da PDIAL, particularmente de sua
porcao extracelular. A 1Q mostrou-se capaz de inibir a geracao de trombos
arteriais dependente de PDIAL (61) e mitigar a evidéncia de aumento da
ativacdo da cascata de coagulacdo em pacientes com cancer em risco de
trombose venosa (63). Sabe-se que a IQ se liga a PDIA1 afetando a mobilidade
de seu dominio de ligacao x ndo estruturado, levando a inibicdo da atividade
enzimatica, de forma semelhante ao seu analogo quercetina-3-rutinosideo
(rutina) (64). Suas estruturas quimicas sdo mostradas na figura suplementar 1
e sdo bem semelhantes, porém a IQ exibe melhor absorcao oral (64). Além
disso, tanto a rutina quanto a isoquercetina sdo encontradas em frutas,
vegetais, chés e gréos, e deste modo sdo abundantemente disponiveis como
suplementos nutricionais, com minima toxicidade reportada (65). De fato, tais
propriedades conferem a esta familia de compostos a classificacdo GRAS
("generally recognized as safe") da Food and Drug Administration (FDA), o que
torna dispenséavel a realizacdo de extensos estudos pré-clinicos de toxicidade,
facilitando uma eventual futura aplicacao translacional do composto a pratica

clinica.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da inibicdo farmacoldgica e superexpressao da

PDIA1 no aneurisma e disseccao aortica.
2.2 Objetivos especificos:

a) Avaliar efeitos da inibicdo farmacoldgica da pecPDI na progressao do
aneurisma/dissecc¢éo da aorta toracica (AATD) em camundongos submetidos a
inibicdo da lisil-oxidase com BAPN, avaliando altera¢des ecocardiogréficas in
Vivo, estrutura histopatolégica, producéo de oxidantes, propriedades
viscoelasticas e expressao de proteinas associadas ao estresse do reticulo

endoplasmatico.

b) Avaliar os efeitos da superexpressdo da PDIAL utilizando camundongos
transgénicos que superexpressam a PDI, submetidos a BAPN na agua de
beber e a uma bomba osmética implantavel de angiotensina Il, para
desenvolvimento do aneurisma/disseccao aodrtica. Avaliando alteracbes

ecocardiograficas in vivo e estrutura histopatolégica desses camundongos.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Nomenclatura dos segmentos aorticos

Ao longo deste documento, os segmentos aodrticos foram designados do

modo ilustrado na figura suplementar 2.
3.2 Modelos experimentais

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e Federacao das Universidades
de Bem-Estar Animal e foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo (processo 838/2017).

3.2.1 Inducéo de doenca adrtica em camundongos transgénicos

que superexpressam PDIAL

Utilizamos um modelo transgénico de superexpressao de PDIAL
previamente desenvolvido por nosso grupo (discutido a Introducéo desta tese)
(TgPDIAL), no qual a PDIA1 tem superexpressao constitutiva e ubiqua (53).
Este modelo foi estabelecido em camundongos de fundo genético FVB. Um
total de 34 camundongos, com 8 semanas de idade, foi utilizado, dos quais 13
eram controles de gendtipo selvagem (WT) e 21 TgPDIAL. O inibidor da lisil
oxidase beta-amino propionitrilo (BAPN) foi administrado na agua potavel na
dose de 1g/kg/dia durante 28 dias (66), com calculos assumindo que o
consumo médio de agua de um camundongo € de 5ml/dia. O BAPN foi
administrado em associagcdo com uma infusdo de angiotensina Il (Angll)
durante 28 dias, iniciada juntamente com o BAPN. A Angll foi administrada por
meio de uma bomba osmotica (Alzet), implantada por via subcutanea na regiao
dorsal préxima ao pescoc¢o do camundongo. A avaliacao ecocardiografica

inicial foi realizada em todos os camundongos. No 28° dia de tratamento, 0s



14

camundongos sobreviventes foram submetidos a avaliacdo ecocardiografica e
posteriormente eutanasiados para coleta da aorta. Todos os camundongos
foram checados ao menos duas vezes ao dia e aqueles que morreram antes do
término dos 28 dias de exposi¢cao passaram por exame macroscopico assim

que identificado o o6bito.

3.2.2 Modelo de inibicdo de lisil oxidase de dissec¢éo adrtica em
camundongos C57BL/6 N-tac

A disseccéo adrtica foi induzida experimentalmente em camundongos
WT C57BL/6Ntac (empresa Taconic) de 3 semanas de idade pelo uso de
BAPN, administrado em &gua potavel na dose de 1g/kg/dia durante 4 semanas,
conforme descrito anteriormente (66). Além disso, os camundongos receberam
isoquercetina (IQ) ou veiculo (v. item 3.3). Portanto, o desenho experimental
envolveu 4 grupos: 1) Fendtipo selvagem (WT) (WT, controle, n=12); 2)
Camundongos WT tratados com 1Q (n=8); 3) Camundongos expostos a BAPN
(n=22); 4) Camundongos expostos a BAPN + tratamento com I1Q (n=24). A
avaliacao ecocardiografica inicial foi realizada em todos os camundongos. No
28’ dia de tratamento, os camundongos sobreviventes foram submetidos a
avaliacdo ecocardiografica e posteriormente eutanasiados para coleta da aorta.
Os camundongos foram acompanhados com a mesma frequéncia descrita no

protocolo anterior.

3.3 Administracéo de isoquercetina (IQ)

O uso de IQ como um inibidor de PDIAL capaz de se ligar a regides
especificas desta proteina foi bem documentado anteriormente na literatura
(61); Zwicker et al., 2019), como discutido a Introdugéo. 1Q exibe
permeabilidade de membrana limitada e boa biodisponibilidade apés
administracao oral (61, 64, 67). A IQ foi administrada por gavagem na dose de
5,8 mg/kg/dia (em dose Unica), usando DMSO como veiculo, pois a IQ é pouco
solivel em agua (61). Os camundongos tratados com BAPN que nao
receberam 1Q, receberam apenas o seu veiculo DMSO (n=22). Os calculos
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usados para definir as doses administradas em nosso protocolo foram
derivados de estudos de administracdo aguda, que investigaram os efeitos de
5,0 mg/kg quercetina-3-rutinosideo (61), corrigindo para a pequena diferenca
na IC50s da IQ. E importante notar que a IQ foi diluida diariamente a partir de
uma solucéo estoque em 100% de DMSO, a qual foi diluida 20x imediatamente

antes da administracéo, atingindo uma concentracao final de 5% de DMSO.

3.4 Anélise ecocardiografica in vivo

A analise ecocardiografica foi realizada por meio de um sistema de
ultrassom (VEVO 2100-Visual Sonics - Canada) com sonda de 35 MHz,
disponivel na rede premium da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (FMUSP). A aquisicdo das imagens e respectivas medidas foram
realizadas por operadores experimentados de acordo com as recomendacoes
do Comité de Padronizacdo da Sociedade Americana de Ecocardiografia. Os
camundongos foram sedados com mistura inalatoria de isoflurano a 2% e
submetidos a exame ecocardiografico no dia 0 e no vigésimo oitavo dia de
protocolo. Além dos parametros cardiacos, foram mensurados o diametro
interno da aorta ascendente, arco aodrtico, aorta descendente e fragmento de
aorta abdominal, entre o diafragma e a artéria renal esquerda, nas fases
diastélica e sistélica. O diametro interno do fragmento proximal do tronco
braquiocefélico, artérias carétida comum esquerda e subclavia foram
mensurados na fase sistolica. Essas medidas foram adaptadas de: (68, 69, 70).

Todas as analises quantitativas foram realizadas as cegas para 0s grupos.

3.5 Histopatologia dos segmentos aorticos

A estrutura histopatolégica de segmentos da aorta toracica e abdominal
foi avaliada com foco na estrutura geral e analise qualitativa/quantitativa das
guebras de fibras elasticas e grau de acumulo de colageno. Os segmentos
arteriais foram removidos apds serem perfundidos in situ a pressées
fisiologicas com PBS e formalina tamponada a 4%. Em seguida, os segmentos

aorticos foram imersos em formol tamponado a 4% por 24 h, incluidos em
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parafina e cortados em fatias de 3um de espessura. Foram utilizadas
coloracdes de hematoxilina-eosina (HE), Picrosirius (para analise de colageno)
e Verhoeff-van Gieson (para analise de fibras elésticas). A quantificacéo do
coladgeno foi realizada por meio de microscopia Optica, medindo-se a area de
deposicao de colageno ajustada a area total do vaso. Para uma andlise mais
detalhada, o tecido corado com Picrosirius foi observado por microscopia
confocal, em que as fibras de coldgeno foram acessadas por laser de 546 nm
(vermelho) e a autofluorescéncia das fibras elasticas acessada por laser de 488
nm (azul) sob imersdo em agua, objetiva de 63 X, utilizando um microscépio
confocal de disco giratério a laser invertido (Zeiss cell observator SD). Todos os
parametros foram medidos usando o software Image J (NIH) conforme descrito
previamente (43). A quantificagdo de rupturas de fibras elasticas foi realizada
por contagem visual de rupturas de fibras, ajustadas para a area total do vaso,

adquirida também pelo software Image J.

3.6 Propriedades viscoelasticas da aorta

Essa analise foi realizada com o equipamento Multi Wire Myograph
620M (DMT). Os valores de estresse foram normalizados pelo peso seco dos
anéis aorticos (43). A responsividade a tenséo vascular isométrica foi testada
em diferentes condi¢Oes de estiramento progressivo. A estabilidade a curto
prazo (5 min) foi mantida em banho de 6rgao com solucdo de Krebs sem
calcio, suplementada com 3 mM EDTA e 100 uM nitroprussiato de sédio. Os
anéis foram estabilizados a uma tenséo de 0,1g e incrementos em série de 50
pum cada foram realizados, com registro continuo da tens@o desenvolvida ao
longo de 20 segundos. O experimento foi continuado até a ruptura do anel
aortico. Para analise quantitativa, foram definidos dois pontos diferentes de
falha de tenséo: falha que denominamos “inicial” (em que a resposta de tensao
parou de aumentar durante o estiramento progressivo) e falha que
denominamos “avancada” (em que a resposta de tensdo comecou a diminuir

durante o estiramento progressivo).
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3.7 Ensaio de Diclorofluoresceina (DCF)

Este ensaio foi realizado em cultura primaria de células do muasculo liso
vascular da aorta de coelho, plagueadas a uma concentracédo de 2x10° células
por camara. Vinte e quatro horas apds o plaqueamento, as células foram
privadas de soro por 12 horas, seguidas por incubacdo com 250 uM de BAPN
ou veiculo por 24 h; esta concentragdo foi adaptada de Li et al. (2019) (71). Em
alguns casos, nas ultimas 4 horas de incubacao, as células foram expostas a
estiramento ciclico com as seguintes especificacdes: grau de estiramento de
2%, 60 ciclos por minuto, utilizando o sistema Automated Cell Stretching
System STB-1400 da marca Strex. Na ultima hora de incubacéo, 10 uM de
isoquercetina ou veiculo foram adicionados a camara. Apés 24 h de incubacéo,
as células foram lavadas com PBS, adicionando em seguida
2,7diclorofluoresceina diacetato (H2DCFDA) (Invitrogen -Thermo) a uma
concentragéo de 10 uM (72).

Como controle positivo paralelo, H202 foi adicionado em concentragdo
final de 300 uM. As células permaneceram incubadas com a sonda (DCF) por
30 minutos, depois foram lavadas novamente com tampao fosfato salino (PBS)
e finalmente incubadas com 250 uL de PBS, raspadas sob este tampéao e
coletadas. Deste material, 150 pL foram usados para leitura de fluorescéncia a
520 nm excitacéo / 485 nm de emisséo. A quantificacdo proteica foi realizada
pelo kit BCA (Thermofisher) e os resultados expressos em Unidade relativa de
fluorescéncia (RFU)/mg proteina. Os grupos experimentais de células foram:
Controle negativo (células apenas); DCF (células + sonda); DCF + estiramento
(células + sonda + estiramento); 1Q (células + sonda + IQ); IQ + estiramento
(células + sonda + 1Q + estiramento); BAPN (células + sonda + BAPN); BAPN +
estiramento (células + sonda + BAPN + estiramento); BAPN + 1Q (células +
sonda + BAPN + isoquercetina); BAPN + I1Q + estiramento (células + sonda +
BAPN + isoquercetina + estiramento) e controle positivo (células + sonda +
H202) (72).
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3.8 PCR em tempo real

O RNA total foi extraido com Trizol (Invitrogen) e transcrito de maneira
reversa usando Super Script Il e primers aleatérios. Real-time RT-PCR foi
realizada usando Platinum SYBR Green qPCR super Mix-UDG (Invitrogen) em
um sistema Step One Plus™ Real-Time PCR. Todas as reacfes foram
acompanhadas por um controle negativo e as comparacoes realizadas usando
o valor delta do limiar do ciclo (Ct). Os resultados foram expressos como “Fold
Change” (medida de expressao génica) usando a férmula (2*AACt), de acordo
com o guia Applied Biosystems (73). Primers para GRP94, CHOP, ATF4, ATF6
e BIP foram usados como descrito anteriormente (73). HPRT foi usado como

um normalizador.

3.9 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como media + erro padrdo da média.
As curvas de sobrevida foram estimadas usando analise de sobrevida de
Kaplan-Meier por comparacéo log-rank e teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. As
comparacdes entre TgPDIAL e camundongos selvagens foram analisadas pelo
teste T. Para o modelo de camundongo C57BL6, utilizamos ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey. A analise comparando as falhas iniciais
e finais nos 4 grupos experimentais foi realizada por ANOVA de duas vias
seguida do teste post-hoc de Tukey. Todas as analises foram realizadas
usando GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA). O nivel de
significancia considerado foi de 5%.
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4- Resultados

4.1 Superexpressao de PDIA1 em modelo transgénico protege contra
disseccao aortica

Para testar o efeito da PDIAL na evolucéo da doenca adrtica, utilizamos
um modelo transgénico de superexpressao sistémica constitutiva de PDIAL
(TgPDIAL), recentemente desenvolvido e validado por nosso grupo (vide topico
1.5) (53). Submetemos camundongos de gendtipo selvagem e TgPDIAL1 com 8
semanas de idade a um protocolo de inducéo de aneurisma/disseccao da
aorta. Uma vez que os camundongos TgPDIA1 foram criados a partir do fundo
genético FVB, que é mais resistente ao desenvolvimento de
aneurisma/disseccédo da aorta (66), realizamos estudos preliminares para
validacdo do modelo e confirmamos que a exposicdo de camundongos WT ou
TgPDIA1 ao BAPN sozinho néo levou a dissec¢des (dados ndo mostrados).

Assim, recorremos a um protocolo em que BAPN foi administrado
concomitantemente a uma infusdo de Angll (1000ng/kg/min) por 28 dias por
meio de uma bomba osmoética (ver Métodos). Este modelo foi modificado a
partir de estudos prévios da literatura mostrando que a administracéo oral de
BAPN por 28 dias combinada a uma infusdo aguda de Angll induziu dissecc¢éo
de aorta toracica em camundongos FVB (66). Nosso protocolo, por sua vez, foi
capaz de inuzir dissec¢ao da aorta abdominal em média em 50% dos
camundongos WT ao longo dos 28 dias, associada a evidéncia de doenca na
aorta toracica (Tabela 1). A andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier,
utilizando comparacao por log-rank e teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon,
mostrou diminuic¢do significativa na mortalidade decorrente de
disseccéao/ruptura adrtica em camundongos TgPDIAL vs. WT, com taxas
meédias de 50% (WT) e 25% (TgPDIA1) no periodo de 28 dias (Tabela 1 e
Figura 2).

A analise ecocardiografica dos camundongos sobreviventes mostrou que

os camundongos TgPDIA1 tinham um diametro menor do segmento do arco
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aortico em comparacao aos camundongos WT (Figura 2B), enquanto a analise
das outras porc¢des da aorta toracica, bem como da aorta abdominal, ndo
mostrou diferencas de diametro entre TgPDIAL1 e WT (Figura 2C e Figura
Suplementar 5). Estes resultados indicam que este modelo foca
particularmente na disseccéo de aorta, com menor formacgéo de aneurisma. A
nomenclatura dos segmentos aorticos utilizada neste trabalho € ilustrada na
Figura suplementar 2. Da mesma forma, ndo houve diferencas entre 0os grupos
quando analisados os seguintes parametros: diametro do ventriculo esquerdo
em sistole/diastole e diametro das 3 principais ramificacfes da aorta toracica
(Figura Suplementar 6). O efeito protetor da superexpressédo de PDIA1 néo foi
devido a menores respostas pressoéricas a Angll, uma vez que a pressao
arterial média aumentou em média 35 mmHg no camundongo WT versus 43

mmHg em camundongos TgPDIAL (dados ndo mostrados).

Tabela 1: Taxas médias de dissecc¢ao adrtica com ou sem ruptura em
camundongos WT e TgPDIA1 expostos a BAPN + Angll

WT TgPDIAL
Abdominal dissection 50.0% 25.0%
Rupture/Death 50.0% 25.0%

-TgPDIAL: camundongos com superexpressao constitutiva ubiqua de PDIA1
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Figura 2: Taxas reduzidas de mortalidade por ruptura aértica em camundongos
TgPDIAL versus controle no modelo de disseccao aortica induzido por BAPN +
Angll. (A) Curva de Kaplan-Meier representando as taxas de sobrevivéncia de
camundongos selvagem WT em comparacdo com camundongos TgPDIAL
mice, * teste Gehan-Breslow-Wilcoxon: p = 0,022; (B) Diametro sistdlico do
arco aortico, expresso como a razéo entre os diametros final (28 dias) e inicial
(basal). * p=0,036 vs. controle selvagem WT; (C) Diametro sistdlico da aorta
abdominal, expresso como a razéo entre os diametros final (28 dias) e inicial
(basal); p>0,05. Em (B) e (C), o teste T foi usado para as comparacoes
estatisticas.

4.2 Reducdo nas taxas de quebras de fibras elasticas em camundongos

com superexpressédo de PDIAL

Investigamos a integridade da matriz extracelular na aorta de
camundongos TgPDIAL1 e WT expostos a BAPN e Angll, avaliando
quantitativamente a quebra de fibras elasticas e deposicdo de colageno.
Camundongos TgPDIA1 exibiram diminui¢do do numero de quebras de fibras
elasticas na porcao superior da aorta toracica descendente quando
comparados a camundongos WT (Figura 3B). Entretanto, a quantidade de

coldgeno mostrou-se semelhante entre esses grupos na porgéo superior da
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aorta toracica descendente (Figura 3C) ou aorta abdominal (Figura
Suplementar 8F). O acumulo de colageno nao diferiu entre camundongos
TgPDIAL1 e WT em todas as porc¢oes avaliadas da aorta (Figura Suplementar
8B, D e F), apesar de pequena diminui¢cao nao significativa (p=0,066) na
porcao superior da aorta toracica descendente em camundongos TgPDIA1L vs.
WT (Figura 3C).

Em conjunto, os resultados globais desta etapa do estudo indicam que a
superexpressao constitutiva de PDIAL esta associada a reducdo da extensao

da doenca aortica e disseccdo no modelo de BAPN/angiotensina.
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Figura 3: Andlise de quebra de fibras elasticas e deposi¢do de colageno em
camundongos TgPDIA1 versus WT no modelo de dissecc¢éo aortica induzido
por BAPN + Angll. (A) Analise histologica da porgéo superior da aorta toracica
descendente mediante coloracao de Verhoeff-van Gieson (fibras elasticas em
cor preta) e Picrosirius (coldgeno em cor vermelha escura) em camundongos
selvagem WT e TgPDIAL,; (B) Quebra de fibras elasticas na porgéo superior da
aorta toracica descendente em camundongos WT e TgPDIAL. * p= 0,047 vs.
WT. (C) Deposigéo de colageno normalizada pela area do vaso na porgao
superior da aorta toracica descendente em camundongos WT e TgPDIA1L;
p>0,05. Em (B) e (C), o teste T foi utilizado para as comparacdes estatisticas.
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4.3 Exposicédo a isquercetina (IQ) aumenta as taxas de mortalidade por

disseccao aortica em modelo de inibi¢cdo da lisil oxidase

Como a superexpresséo de PDIA1 reduziu as taxas de mortalidade e
disseccédo adrtica sem alteracdes claras no diametro da aorta, concentramos
nossos esfor¢os nos efeitos da administracdo de IQ em um modelo analogo de
disseccdo adrtica previamente descrito na literatura (66), a saber, inibicdo da
lisil oxidase em camundongos C57BL/6 de 3 semanas de idade. Para validar
inicialmente as doses de BAPN, os camundongos foram primeiramente
expostos a 2g/kg/dia de BAPN na agua de beber. No entanto, isso levou a uma
taxa de mortalidade em 28 dias de 100%, tanto nos grupos expostos ao BAPN
guanto ao BAPN + IQ (dados ndo mostrados). Assim, ajustamos a dose para
1g/kg/dia por 28 dias. Sob esta condicéo, a exposi¢cdo ao BAPN+IQ aumentou
a mortalidade decorrente de disseccao/ruptura da aorta toracica em
camundongos expostos ao BAPN, com taxas médias de 50,0% e 18,2%
respectivamente (Figura 4A e Tabela 2). Essa diferenga foi documentada por
meio de analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier utilizando comparacédo de
log-rank e teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. O tratamento de camundongos
WT apenas com |Q n&o induziu mortalidade (Figura 4A). E importante ressaltar
que todos os camundongos que morreram ao longo do periodo de 28 dias
deste protocolo apresentaram sinais macroscopicos de ruptura aértica (sangue
na cavidade toracica, laceracao adrtica evidente e hematomas de parede) além
da formacé&o de um duplo limen vascular, confirmando assim a
disseccao/ruptura adrtica. Além da disseccdo com ruptura, as taxas de
disseccéo sem ruptura foram as seguintes: controle, 0%; 1Q, 0%; BAPN,
4,55%; BAPN+IQ, 0% (Tabela 2). A analise estatistica das disseccdes totais
(com + sem ruptura) seguiu 0 mesmo padrao das taxas de mortalidade na
Figura 4A (dados ndo mostrados). Em todos 0s casos em que a arquitetura
aortica estava suficientemente preservada, pudemos tracar a origem da
dissecc¢do na transicao entre o arco aortico e aorta descendente, proximo a
emergéncia da artéria subclavia esquerda.

Embora a dilatagdo macroscopica da aorta tenha sido evidente em
alguns camundongos que receberam BAPN ou BAPN + 1Q, a analise



24

ecocardiografica geral dos camundongos sobreviventes ao protocolo de 28 dias
nao mostrou diferenca no diametro dos segmentos aodrticos entre os distintos
grupos avaliados (Figura 4B e Figura suplementar 3). De modo semelhante ao
protocolo BAPN+AnNgll descrito anteriormente, esse resultado pode ter sido
afetado pela ndo inclusdo de camundongos que morreram antes do exame
ecocardiografico no dia 28. Assim, em experimentos adicionais (n=19),
realizamos ecocardiografia apés 21 dias de protocolo com BAPN, mas também
nao encontramos diferencas entre os grupos (Figura suplementar 3F). Isso
indica que as condi¢cBes desse modelo favorecem preferencialmente a
ocorréncia de disseccado, com menor formacéo de aneurisma de aorta toracica.
Outras variaveis ecocardiograficas também ndo mostraram diferencas
significativas entre os grupos, incluindo diametros do VE e diametros das
artérias subclavia e carotida (Figura suplementar 4). Uma excecéao foi o
didmetro do tronco braquiocefalico, que aumentou em camundongos expostos
apenas a 1Q versus BAPN+IQ (Figura suplementar 4A).

O exame histolégico evidenciou que os camundongos tratados com
BAPN+IQ exibiram um aumento nas quebras de fibras elasticas em
comparacao com WT nas porcdes superior (Figura 4C) e inferior (Figura
suplementar 8) da aorta toracica descendente, enquanto camundongos
expostos apenas BAPN ndo demonstraram aumento significativo.
Camundongos tratados com BAPN+IQ apresentaram maior acumulo de
colageno versus WT na porcao superior (Figura 4D) e inferior (Figura
suplementar 8B) da aorta toracica descendente. A Figura 5 ilustra esta analise,
mostrando espessamento da parede vascular com formacao de duplo [imen
em camundongos expostos a BAPN, agravado pelo tratamento concomitante
com IQ (Figura 5A). Observamos alteracGes analogas quanto a arquitetura de

fibras elasticas (Figura 5B) e acumulo de colageno (Figura 5C-D).

Tabela 2: Taxas médias de dissecg¢ao adrtica com ou sem ruptura em

camundongos expostos a BAPN, 1Q ou BAPN+IQ

Controle BAPN IQ BAPN + 1Q.
Disseccéo aorta 0% 22.7% 0% 50.0%
Ruptura/Morte 0% 18.2% 0% 50.0%

BAPN: beta-aminopropionitrilo; 1Q: isoquercetina.
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Figura 4: Isoquercetina (IQ) aumenta a mortalidade relacionada a ruptura
aodrtica no modelo de disseccao induzido por BAPN. (A) Curva de Kaplan-Meier
representando a sobrevivéncia dos camundongos nos seguintes grupos:
controle, BAPN, IQ e BAPN + 1Q; # Teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon: p=
0,002; (B) Diametro sistolico do arco adrtico, expresso como a razao entre 0s
diametros final (28 dias) e inicial (basal). ANOVA de uma via: p>0,05 (C)
Quebra de fibra elastica (normalizada pela area da parede do vaso) na por¢ao
superior da aorta toracica descendente de camundongos C57BL6 expostos a
BAPN, IQ ou sua combinacédo.* p= 0,039 vs. controle, # p= 0,002 vs. BAPN; (D)
Acumulo de fibras de colageno (normalizado pela area da parede do vaso) na
porcao superior da aorta toracica descendente dos mesmos grupos descritos
em (C). * p= 0,013 vs. controle; # p= 0,029 vs. BAPN; ++ p= 0,032 vs. IQ.
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Figura 5: Analise histologica de aortas de camundongos expostos a BAPN, 1Q
ou sua combinacao. Os numeros representam camundongos C57BL6 expostos
a intervencdes distintas, como segue: 1. Controle; 2. 1Q; 3. BAPN; 4. BAPN +
QIl. Todos os painéis mostram cortes da por¢cao superior da aorta toracica
descendente. De (A) a (C), ampliacdo 10 X e barra = 100um. (A) Coloracéo de
hematoxilina/eosina; (B) coloracéo de Verhoeff-van Gieson, mostrando a
estrutura da fibra elastica (em preto) e quebras; (C) Coloracao de Picrosirius,
mostrando a deposicao de coldgeno em vermelho; (D) Imagens de microscopia
confocal (ampliacdo 63x) mostrando fibras colagenas coradas por Picrosirius
em vermelho, autofluorescéncia de fibras elasticas em azul e Barra de 50um.

4.4 Aortas toracicas de camundongos expostos a IQ ou BAPN exibem

modos distintos de falha biomecanica

E pertinente interrogar se o tratamento com IQ teria um efeito aditivo
semelhante ou distinto com respeito a falha biomecéanica causada pelo BAPN,
0 gue seria indicativo de mecanismos subjacentes especificos a cada uma
dessas condicdes. A viscoelasticidade adrtica foi avaliada pela analise das

curvas de estiramento-tensao (ver Métodos). Nossos resultados mostraram que
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aortas coletadas de camundongos expostos a BAPN, IQ ou a sua combinacéo
desenvolveram menos tensdo em resposta ao estiramento progressivo quando
comparadas ao controle, indicando viscoelasticidade prejudicada e
complacéncia aumentada devido a falha biomecéanica (Figuras 6A, 7A e C). O
modo final de falha, no entanto, foi diferente entre esses grupos. Em
camundongos controle ou expostos a BAPN, a falta de aumento adicional na
tensdo apds o estiramento progressivo (que arbitrariamente definimos como
“falha inicial”) foi imediatamente seguida por uma tensdo diminuida (que
definimos como “falha avangada”), em decorréncia de ruptura progressiva do
tecido. Ressalte-se que aortas de camundongos expostos a BAPN exibiram
falha mecéanica com diametros maiores e tensdes mais baixas quando
comparadas as aortas controle (Figuras 6A, 7 A-C). Por outro lado, as aortas
de camundongos tratados com IQ mostraram, apds um determinado limiar, um
platé sustentado de tensdo em face do estiramento progressivo, definindo
assim um intervalo mais longo de estiramento entre a falha inicial e avancada
(Figuras 6A, 7A-C). Aortas de camundongos expostos a BAPN+IQ exibiram um
padrao de falha mecanica semelhante, porém ainda mais acentuado, com um
limiar mais baixo para o platé de tenséo, o qual ocorreu em didametros menores
(Figuras 6A e 7A).
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Figura 6: Andlise da viscoelasticidade aortica por meio da tenséo desenvolvida
em resposta ao estiramento progressivo (A): Resposta de tensdo da parede ao
estiramento mecanico progressivo em anéis aérticos de camundongos dos
seguintes grupos: Controle, BAPN, IQ ou BAPN + 1Q. ANOVA de duas vias: p=
0,002, todos os grupos diferem vs. controle.
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Figura 7: Efeitos do estiramento progressivo em diferentes modalidades de
falha mecéanica. De (A) a (C), a "falha inicial" é definida como a falta de
aumento adicional de tensdo apds estiramento progressivo e a "falha
avancada", por sua vez, foi definida como diminuigédo de tens@o apoes
estiramento progressivo. (A) Tensdo mensurada em diferentes niveis de falha
mecanica em anéis de aorta distendidos, analisando 0s mesmos grupos
descritos na figura 5. * p<0,03 vs. controle (ANOVA de uma via); (B) Distancia
de estiramento em diferentes niveis de falha mecéanica, analisada em anéis de
aorta dos mesmos grupos descritos na figura 5. * p<0,026 vs. controle; ++ p=
0,012 vs. IQ; # p < 0,0001 vs. BAPN. (D) Relagéo tenséo/estiramento em
diferentes modalidades de falha mecanica em anéis de aorta analisados nos
mesmos grupos descritos na figura 5. * p<0,027 vs. controle.

4.5 A exposicao a BAPN e IQ aumenta a oxidacao intracelular em VSMCs

cultivadas

Com o objetivo de investigar se BAPN, 1Q ou a sua combinacao
poderiam envolver mudancas no estado redox intracelular devido a falha da
unidade VSMC-MEC (21), bem como avaliar possiveis efeitos antioxidantes
diretos da 1Q, realizamos experimentos em VSMC cultivadas expostas ou ndo a
esses agentes, bem como a um protocolo de estiramento mecanico ciclico. As

concentracOes de reagentes para este protocolo estédo descritas na se¢éo de
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métodos “Ensaio de diclorofluoresceina”. O status de oxidagao intracelular foi
abordado através da sonda fluorescente diclorofluoresceina (DCF), que reflete
a oxidacao geral intracelular, embora seja um indicador muito pouco especifico
de deteccéo de oxidantes especificos, como o perdxido de hidrogénio. A
combinacéo de BAPN e IQ promoveu aumento significativo na oxidacéo de
DCF, enquanto cada um dos compostos de forma isolada néo teve efeito
significativo (Figura 8A). O estiramento mecanico exibiu efeito insignificante
sozinho ou combinado com outros agentes. Embora este protocolo seja até
certo ponto limitado para permitir conclusées in vivo, ele mostra que a
exposicao ao BAPN em combinacao com IQ € suficiente para afetar

diretamente o estado de oxidacdo de VSMCs de modo celular autbnomo.
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Figura 8: Analise da oxidacao intracelular em VSMCs. (A) VSMCs cultivadas
foram expostas a BAPN, 1Q, ou sua combinacao sob efeito ou ndo de
estiramento mecanico ciclico (S). Exposicdo de VSMCs a combinacao de
BAPN+IQ apresentou aumento significativo na oxidacéo intracelular geral
avaliada por fluorescéncia de DCF, conforme descrito nos Métodos. * p=0,02
vs. controle.

4.6 Resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico (RE) em aortas de
camundongos expostos a BAPN e 1Q

O estresse oxidativo tem lacos estreitos com o estresse do RE, que
sabidamente contribui para a fisiopatologia da disseccao adrtica atraves da
perda de VSMC, degradacao da MEC e inflamacéo (74). Assim, avaliamos a
expressdo de mRNA de genes marcadores de resposta a proteinas mal-
enoveladas (UPR) BIP/GRP78, GRP94, CHOP, ATF4 e ATF6 em aortas
toracicas coletadas de camundongos expostos a BAPN, 1Q ou sua combinacao
durante 28 dias. A anéalise de CHOP e ATF4, que pertencem a uma via

conectada, mostrou menor expressdo em camundongos expostos a BAPN+IQ
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(Figuras 9B-C). Enquanto isso, BIP (GRP78), ATF4 e ATF6 ndo mostraram
diferencas nos niveis de expressdo em todos os grupos (Figuras 9D-F). No
geral, esses resultados indicam que a ativagdo da resposta de proteina mal
enovelada (UPR) ndo deve ter provavelmente contribuido para o aumento das

taxas de disseccdo promovido por IQ em camundongos expostos a BAPN.
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Figura 9: Expresséo de marcadores de resposta a proteinas mal enoveladas
(UPR) (B) a (F) em aortas toracicas coletadas de camundongos controle ou
camundongos expostos a BAPN, 1Q ou sua combinag&o durante 28 dias. Para
0 gene CHOP: * p<0,047 vs. controle; p= vs. controle e # p<0,023 vs. BAPN
(ANOVA de uma via). Para o gene ATF4: * p= 0.043 vs. controle e # p= 0.028
vs. BAPN. De (D) a (F), ANOVA de uma via ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos, com p>0,05.
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5 Discussao

Os dois principais resultados do nosso trabalho foram: 1)
Superexpresséo de PDIAL1 em modelo de camundongo transgénico protege
contra a dissecc¢do da aorta abdominal e quebra de fibras elasticas em modelo
de inibicao da lisil oxidase + infusdo de Angll; 2) 1Q, um flavonoide com efeitos
inibidores de PDI, aumentou consideravelmente as taxas de disseccéo da aorta
torécica por meio de um mecanismo associado a uma falha mecéanica dudctil em
um modelo de inibi¢cdo da lisil oxidase em camundongos.

Juntos, os efeitos da superexpressao de PDIAL no modelo transgénico e
os efeitos opostos da IQ dao suporte a um papel protetor de PDIAL,
particularmente da sua porgao extracelular, contra a doenca aértica. Tais
efeitos ocorreram em dois modelos de disseccéo adrtica induzidos por
diferentes estimulos, em camundongos com distintas constituices genéticas e
idades, e evidenciando locais especificos de ruptura adrtica. Em conjunto,
estes modelos utilizados em nosso estudo envolvem diversidade de
mecanismos patogenéticos. Isso indica um possivel efeito geral da PDIA1
independente das especificidades da doenca aortica, sugerindo que a PDIAL
pode fazer parte de um mecanismo geral comum as disseccdes aorticas.

Ha uma série de possiveis mecanismos protetores da arquitetura da
aorta pela PDIA1 extracelular, que serdo discutidos a seguir. Primeiro, a PDIA1
auxilia na restauracdo da homeostase biomecénica, o que esta de acordo com
os efeitos bem conhecidos da PDIAL extracelular na regulacéo de integrinas e
organizacdo da MEC (38). De fato, mostramos anteriormente que a PDIAL
sustenta a organizacao do citoesqueleto e reduz o ruido de distribuicdo da
forca celular e da migracao direcional (28, 54). Tais efeitos extracelulares da
PDIA1 podem ser traduzidos, via sinalizacao de integrinas de fora para dentro,
em efeitos intracelulares (28). Além disso, n&o se pode excluir contribuicdes
adicionais da PDIA1 intracelular no processamento de colageno e outras
proteinas de MEC (75). Um segundo mecanismo dos efeitos da PDIA1 esta

relacionado ao seu suporte de um fendétipo diferenciado de VSMC (53), capaz
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de promover aumento da geracéao de forca contratil. A perda da capacidade de
geracéo de forca por VSMCs é um fator comum na génese de muitos tipos de
disseccdo/aneurisma adrtico, particularmente aqueles associados a mutagdes
genéticas (9, 10) incluindo, como mostrado recentemente por Nn0Sso grupo, a
Sindrome de Marfan (73). Além disso, a manutencéo de um fenotipo contratil
de VSMC pode modular negativamente programas de desenvolvimento celular
sabidamente associados a aneurismas vasculares (76). A PDIA1 evidenciou
correlacdo inversa com o grau de dilatacdo do aneurisma em um estudo
protedmico de aneurisma de aorta abdominal (AAA) humano, juntamente com
outras PDIs e tiorredoxinas (77). Um terceiro efeito potencial da PDIAL é a
protecdo contra a disfuncéo endotelial, um mecanismo cada vez mais
associado a disseccao aértica (1), sendo inclusive um mediador dos efeitos
protetores do resveratrol (78). Essa protecdo poderia estar relacionada ao
aumento na biodisponibilidade de éxido nitrico (ON) intracelular mediado por
PDIA1, via transnitrosilagéo (38). Curiosamente, trabalhos recentes indicam
gue a fosfolipase A2 endotelial secretada do grupo V protege contra a
disseccéo da aorta por meio do aumento da disponibilidade de acidos graxos
gue antagonizam o estresse do reticulo endoplasmatico (RE) (79). No entanto,
embora o estresse do RE esteja associado a progressao da
dissec¢do/aneurisma aértico (1), ndo encontramos evidéncias de ativacdo da
resposta a proteinas mal-enoveladas em resposta a 1Q e/ou BAPN em nosso
estudo.

As elevadas taxas de dissecc¢ao aodrtica causadas pela 1Q em nosso
modelo contrastam com os papéis protetores do seu analogo estrutural
quercetina (80), bem como de outros flavondides, no AAA (Li et al., 2020). A
guercetina ndo possui o grupamento glicosil no carbono 3 do anel C-pirona
(Figura suplementar 1) e, por este motivo, ndo inibe a atividade da PDIA1, com
IC50 > 100 uM vs. 7,1 uM para isoquercetina (61). Este grupo glicosil também
limita 0 acesso intracelular da IQ, reduzindo a probabilidade de efeitos nocivos
deste flavonoide relacionados a inibicdo da PDI intracelular. Nossa dosagem de
1Q (5,8 mg/kg/dia) foi estimada com base na comparacao entre o IC50 da
mesma e o de seu analogo quercetina-3 rutinosideo (rutina) (61), que € um

inibidor efetivo documentado da PDIAL1. Administracdo de rutina néo é
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acompanhada de outros efeitos colaterais perceptiveis (61). A escolha pela 1Q
foi baseada em sua melhor biodisponibilidade oral em comparacéo a rutina
(64). Cabe salientar que as doses protetoras documentadas de quercetina em
AAA (80) foram de 60 mg/kg/dia, administradas por 8 semanas, portanto, muito
acima das doses de 1Q do nosso estudo. Em conjunto, essas consideracdes
indicam que a dose de IQ utilizada em nosso modelo provavelmente nao foi
excessiva.

Embora a IQ tenha sido bem documentada como um inibidor da PDIAL
(e algumas outras PDIs), ndo podemos excluir que efeitos adicionais
pleiotrépicos da IQ possam ter contribuido indiretamente para a disseccéo
aodrtica. No entanto, um eventual efeito antioxidante direto, atribuivel
potencialmente a flavonoides em geral, ndo foi evidente. Pelo contrario, em
VSMCs cultivadas, a exposicdo combinada a IQ e BAPN promoveu aumento
da oxidacéo intracelular, o qual atribuimos principalmente a uma acentuacao
da disfuncdo mecanica da unidade VSMC/MEC, com consequente ativacao
intracelular de geradores de ROS, como mitocondrias e NADPH oxidases (Nox)
(21). De fato, a disfuncdo mitocondrial desencadeada por perturbacdes da
arquitetura da MEC foi previamente demonstrada em modelos de Sindrome de
Marfan (19). A auséncia de efeito antioxidante documentado da 1Q néo é
surpreendente a medida em que esta de acordo com o0 mecanismo dos efeitos
antioxidantes diretos dos flavonoides em geral (Oteiza et al., 2018). Tais efeitos
sao principalmente dependentes de sinalizacao intracelular (81), algo
potencialmente limitado para compostos com acessibilidade intracelular restrita,
como a lQ (67).

Independente dos mecanismos envolvidos, o agravamento na
mecanodisfuncao foi um aspecto crucial dos efeitos da 1Q, como demonstrado
pelos distintos tipos de faléncia mecanica induzidos pelo estiramento em aortas
de camundongos tratados com BAPN vs. IQ. O BAPN inibe a lisil oxidase, uma
amino-oxidase dependente de cobre que forma ligagcdes cruzadas covalentes
entre os residuos de lisina presentes na elastina e no colageno, organizando a
montagem e estabilizacdo das fibras elasticas (82). A ruptura elastica vascular
€ conhecida por estar associada a altas taxas de dissipacao de energia na
parede aodrtica e sua incapacidade de suportar tensées mecanicas (83). As
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aortas de camundongos expostos ao BAPN geraram menos tensdo em todos
0s graus de estiramento, um comportamento consistente com a falha tanto do
componente elastico linear em baixas tensées quanto do componente
exponencial de coldgeno em altas tensdes (84). As aortas de camundongos
tratados com IQ também apresentaram falha na tenséo exercida em resposta
ao estiramento. No entanto, enquanto o padrdo de faléncia mecanica nas
aortas dos camundongos controle ou expostos ao BAPN foi subito, as aortas
expostas a IQ e, particularmente, ao BAPN+IQ exibiram uma faléncia do tipo
ductil, com um longo platé de tenséo sustentada apesar do estiramento
aumentado antes da ruptura (ductilidade € a capacidade de um corpo sofrer
estiramento sem se romper). O mecanismo desse componente de
complacéncia ductil afetado pela IQ néo esta claro, mas pode estar associado
a faléncia de ligacfes cruzadas de colageno e elastina resistentes ao BAPN,
assim como faléncia de outros componentes da MEC ou mesmo uma
resisténcia mecanica diretamente imposta pelo tonus/rigidez celular (9, 10).
Qualquer que seja o0 mecanismo, sabe-se que uma piora da homeostase
tensional/mecéanica, como a induzida pela 1Q, esta associada a doenca aodrtica,
particularmente disseccédo adrtica (10, 21).

Vérias limitacdes deste trabalho devem ser mencionadas, incluindo a
natureza dos modelos utilizados, os potenciais efeitos ndo especificos da IQ e
a falta de uma investigacdo mais detalhada sobre doses distintas de I1Q e o seu
perfil farmacocinético. O tipo de modelo é importante, pois trabalhos anteriores
mostraram efeitos opostos do HIF-1-alfa em modelos de dissec¢ao (BAPN +
Angll) comparados a modelos de aneurisma (Angll em fundo hiperlipidémico)
(85). Fatores genéticos devem ser considerados a este respeito e, de fato, o
fundo do camundongo FVB € conhecido por afetar a incidéncia e a localizacéo
da dissecg¢éo adrtica em camundongos expostos a BAPN, concomitante ou nédo
a Angll (66). A idade também é uma consideragéo relevante, pois notamos que
0s camundongos de 4 semanas nao responderam ao BAPN, em oposi¢ao aos
de 3 semanas (dados ndo mostrados). A falta de dilatagdo da aorta na anélise
ecocardiografica em nossos camundongos foi até certo ponto inesperada, mas
pode refletir varios fatores, como um possivel inicio rapido de dilatacao

localizada antes da ruptura, predominéncia de dissecc¢ao/ruptura de aorta em
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nossos modelos ao invés de aneurisma, ou ainda falta de avaliacao
ecocardiografica em camundongos que morreram subitamente antes do final
do protocolo. Cabe ressaltar que estudos anteriores usando administragéo de
BAPN, embora mostrando exemplos de dilatacao adrtica, ndo relataram
analises ecocardiograficas quantitativas gerais (66, 74, 86). Coletivamente,
esses resultados corroboram até certo ponto que ao menos alguns
mecanismos de aneurisma e dissec¢do podem diferir substancialmente e
indicam que os efeitos protetores da PDIA1 contra dissec¢do ndo devem, em
principio, ser extrapolados para aneurismas aorticos. Finalmente, os resultados
do nosso trabalho se beneficiariam da validacdo em diferentes condi¢des
laboratoriais, uma vez que a microbiota é moduladora essencial das respostas
aos compostos flavonéides (87). Esses pontos devem ser considerados em

estudos translacionais envolvendo nossos resultados.
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6- Conclusao

Em resumo, nossos dados indicam que PDIAL pode ser um novo
mecanismo de protecdo geral contra dissecc¢éo adrtica. Em conjunto com
evidéncias anteriores do nosso grupo, eles reforcam ainda mais a PDIA1 como
mecanismo integrador capaz de orquestrar o acoplamento entre homeostase
mecanica e processos redox (21) diretamente implicados no remodelamento
vascular associado a doencas. Além disso, mostramos que a administracéo do
inibidor da PDI 1Q tem o potencial de aumentar as taxas de ruptura aértica.
Esses dados contribuem para ajudar a entender os mecanismos de dissec¢ao
da aorta e podem ser importantes no cenario emergente das implicacées
translacionais dos inibidores de PDIAL cada vez mais propostos para utilizacao
contra trombose e cancer (88).
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7- Dados suplementares
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Isoquercetin Quercetin-3-rutinoside

Figura suplementar 1: Estrutura quimica de alguns dos principais analogos da
quercetina. (A) Estrutura quimica da quercetina. (B) Estrutura quimica da
Isoquercetina. (C) Estrutura quimica da Quercetina-3-rutinosideo ou Rutina.
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Figura suplementar 2: Esquema da divisdo dos segmentos aorticos utilizados
no presente estudo, com a respectiva nomenclatura.
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Figura suplementar 3: Dados ecocardiogréficos dos didmetros aorticos no
modelo de disseccao aortico induzido por BAPN em camundongos C57BL6. (A)
Diametro sistolico da aorta ascendente, relatado como a raz&o entre os
diametros final (28 dias) e inicial (basal). (B) Diametro sistélico da aorta
descendente, relatado como a razdo entre os diametros final (28 dias) e inicial
(basal). (C) Diametro sistolico do arco aortico, relatado como a razdo entre o
dia 21 de exposicdo e os diametros iniciais (basais). (D) Diametro diastélico da
aorta ascendente, relatado como a razéo entre os diametros final (28 dias) e
inicial (basal). (E) Diametro diastélico da aorta descendente, relatado como a
razao entre os diametros final (28 dias) e inicial (basal). (F) Diametro diastélico
do arco adrtico, relatado como a razéo entre os diametros final (28 dias) e
inicial (basal). Em todos os casos, a ANOVA de uma via ndo mostrou
diferencas significativas entre os grupos, com p>0,05. Cada ponto representa
um Unico camundongo.
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Figura suplementar 4: Dados ecocardiograficos mostrando os diametros do
ramo aortico principal e do ventriculo esquerdo no modelo de disseccéo adrtica
induzido por BAPN em camundongos C57BL6. (A) Diametro do tronco
braquiocefalico, relatado como a razéo entre os diametros final (28 dias) e
inicial (basal); * p<0,03 vs. controle. (B) Diametro da artéria carétida, relatado
como a razao entre os diametros final (28 dias) e inicial (basal). (C) Diametro
da artéria subclavia, relatado como a razéo entre os diametros final (28 dias) e
inicial (basal). (D) Diametro sistdlico do ventriculo esquerdo, relatado como a
razdo entre os diametros final (28 dias) e inicial (basal). (E) Diametro diastolico
do ventriculo esquerdo, relatado como a razéo entre os diametros final (28
dias) e inicial (basal). De (B) a (E), a ANOVA de uma via ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos, com p>0,05. Cada ponto representa
um Unico camundongo.
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Figura suplementar 5: Dados ecocardiograficos do diametro adrtico no
modelo de dissecc¢édo adrtica induzido por BAPN + Angll em camundongos de
selvagem WT e TgPDIA1 (fundo FVB). (A) Diametro sistélico da aorta
ascendente, relatado como a razao entre os diametros final (28 dias) e inicial
(basal). (B) Diametro sistélico da aorta descendente, relatado como a razao
entre os diametros final (28 dias) e inicial (basal). (C) Diametro diastdlico do
arco aoértico, relatado como a razéo entre os diametros final (28 dias) e inicial
(basal). (D) Diametro diastdlico da aorta ascendente, relatado como a razdo
entre os diametros final (28 dias) e inicial (basal). (E) Diametro diastélico da
aorta descendente, relatado como a razao entre os diametros final (28 dias) e
inicial (basal). (F) Diametro da aorta abdominal, relatado como a razéo entre 0s
diametros final (28 dias) e inicial (basal). Em todos os casos, a ANOVA de uma
via ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos, com p>0,05. Cada
ponto representa um Unico camundongo.
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Figura suplementar 6: Dados ecocardiograficos representando os diametros
do ramo adrtico principal e do ventriculo esquerdo no modelo de dissec¢do
aortica induzido por BAPN + Angll em camundongos de selvagem WT e
TgPDIAL (fundo de FVB). (A) Diametro do tronco braquiocefalico, relatado
como a razao entre os diametros final (28 dias) e inicial (basal); (B) Diametro
da artéria carotida, relatado como a razdo entre os diametros final (28 dias) e
inicial (basal). (C) Diametro da artéria subclavia, relatado como a razao entre
os diametros final (28 dias) e inicial (basal). (D) Diametro sistdlico do ventriculo
esquerdo, relatado como a razao entre os diametros final (28 dias) e inicial
(basal). (E) Diametro diastélico do ventriculo esquerdo, relatado como a razao
entre os diametros final (28 dias) e inicial (basal). Em todos os casos, a ANOVA
de uma via ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos, com p>0,05.
Cada ponto representa um anico camundongo.
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Figura suplementar 7: Analise histolégica de aortas de camundongos
expostos a BAPN ou & combinag&o de BAPN + Angll. Todos os slides mostram
cortes da porc¢do inferior da aorta toracica descendente. Ampliagao, 10 X e
barras de 100um. Dos painéis A a C, os numeros representam camundongos
C57BL6 expostos a intervencdes distintas, como segue: 1. Controle; 2. 1Q; 3.
BAPN; 4. BAPN + 1Q. (A) Coloracéo de hematoxilina/eosina; (B) coloragéo de
Verhoeff-van Gieson mostrando a estrutura da fibra elastica e quebras; (C)
Coloracao Picrosirius mostrando a coloracéo das fibras de colageno em
vermelho; (D) Colorac¢des de Verhoeff-van Gieson ou Picrosirius de
camundongos de tipo selvagem ou TgPDIA1 expostos a BAPN + Angll.
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Figura suplementar 8: Quantificacdo da andlise histologica de aortas de
camundongos expostos a BAPN ou a combinacao de BAPN + Angll. (A):
Rupturas de fibras elasticas (normalizadas pela area da parede do vaso) na
porcao inferior da aorta toracica descendente de camundongos C57BL6
expostos a BAPN, 1Q ou sua combinacéo. * p < 0,01 vs. controle; (B): Acimulo
de fibras de colageno (normalizado pela area da parede do vaso) na porcao
inferior da aorta toracica descendente de camundongos C57BL6 expostos a
BAPN, IQ ou sua combinacéo. * p = 0,01 vs. controle; (C): Rupturas de fibras
elasticas (normalizadas pela area da parede do vaso) na porc¢ao inferior da
aorta toracica descendente de camundongos selvagem WT e TgPDIA1
expostos a BAPN e Angll. (D) Acumulo de fibras de colageno (normalizado
pela area da parede do vaso) na porc¢dao inferior da aorta toracica descendente
de camundongos selvagem WT e TgPDIAL expostos a BAPN e Angll. (E)
Quebra de fibra elastica (normalizada pela a area da parede do vaso) na aorta
abdominal de camundongos de selvagem WT e TgPDIA1 expostos a BAPN e
Angll. (F) Acamulo de fibras de colageno (normalizado pela area da parede do
vaso) na aorta abdominal de camundongos de selvagem WT e TgPDIAl
expostos a BAPN e Angll. De (C) a (F): p>0,05, teste t.
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