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RESUMO
Santos PN. Santos PN. Correlagio entre a mecanobiologia da VSMC com

reprogramag¢do fenotipica e respostas exacerbadas ao estresse no fenotipo
cardiovascular da sindrome de Marfan [tese] Sao Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sdo Paulo; 2019.

A Sindrome de Marfan (MFS) ¢ uma doenca autossomica dominante do tecido
conjuntivo, que acomete principalmente os sistemas esquelético, ocular e
cardiovascular. O fenotipo cardiovascular, em especial o aneurisma de aorta, ¢
responsavel pela maior parte da morbi-mortalidade. MFS ¢ resultante da mutacdo da
fibrilina-1, uma glicoproteina que além de ser um dos principais componentes
estruturais da matriz extracelular, tem como funcao a regulagdo da atividade do TGF-J3,
por meio de seu sequestro mecanico na matriz extracelular. No entanto, os mecanismos
pelos quais a mutagao da fibrilina-1 determina aneurismas de aorta toracica com elevada
variabilidade fenotipica sdo ainda pouco elucidados. Um alvo central na fisiopatologia
do aneurisma sdo células musculares lisas vasculares (VSMC), que constituem a maior
porcao da camada média da aorta. Por meio do controle do tonus contratil da aorta, da
estrutura do citoesqueleto e da interacdo com a matriz extracelular controlam a estrutura
da aorta e a resposta a estimulos patologicos. Mutacdes que geram perda de func¢do no
aparato contratil de VSMCs prejudicam forga contratil e respostas mecanoadaptativas.
No entanto, o papel da VSMC na MFS foi pouco estudado. Neste estudo, investigamos
se alteracdes do fendtipo de VSMCs correlacionam-se a prejuizos na geragao de forga e
alteragdes em respostas biomecanicas em VSMC cultivadas a partir de aortas obtidas de
camundongos com ou sem a mutagdo mgA™" para MFS na fase inicial (3 meses) e tardia
(6 meses). Aos 3 meses de evolugdo, detectamos importantes alteragdes fenotipicas nas
MFS-VSMC, com maior proliferacdo celular e reducdo de alguns marcadores de
diferenciagdo (calponina-1), porém aumento de outros (alfa-actina e SM22). Ao mesmo
tempo, ocorreu mudanga morfologica, com aumento da area da célula e perda do
formato fusiforme. Tais alteragdes foram consistentes com transicdo para fendtipo
mesenquimal, que foi confirmada pela expressdo de varios marcadores. Marcadores de
estresse do reticulo endoplasmatico (RE) aumentaram em MFS-VSMC vs. WT (wild-
type) -VSMC condi¢do basal, sem aumento pds estiramento mecanico. Correcdo da

matriz de fibrilina-1 defeituosa em MFS-VSMC promoveu reversao de alguns aspectos



do fendtipo, mas ndo do estresse do RE. MFS-VSMC mostra perfil protéomico
divergente de WT-VSMC, em particular menor expressdo de proteinas regulatorias do
citoesqueleto. Importante, MFS-VSMC tém reduzida capacidade de gerar forga de
tragdo quando semeadas em matriz com rigidez fisioldgica e geram momento contratil
in vitro, no entanto, sem perda na capacidade de adesdo. Importante, MFS-VSMC tém
forte atenuagdo da resposta de tragdo a aumentos da rigidez da matriz. Em paralelo,
MFS-VSMC exibem menor densidade em fibras de estresse de actina em relacdo as
WT-VSMC. A maioria destas alteragoes nao foram observadas aos 6 meses de evolugao
da doenga. Os dados indicam que na fase precoce da doenca, MSF-VSMC exibem
mudangas fenotipicas que vao além de uma simples modulagdo fenotipica, com aspectos
de transi¢do mesenquimal e reduzida capacidade de geragdo de forca tensional
associada ndo a adesdo celular, porém a menor capacidade de geragcdo de fibras de
estresse de actina. Estes mecanismos, descritos pela primeira vez, contribuir para
elucidar a fisiopatologia da MFS, com alguns aspectos comuns, porém outros distintos

de outras modalidades de aneurisma de aorta.

Descritores: sindrome de Marfan; aneurisma aortico; doengas cardiovasculares; aorta;

c¢lulas musculares; fendtipo.



SUMMARY
Santos PN. Correlation between the VSMC mechanobiology with phenotypic
reprogramming and exacerbated responses to stress in Marfan syndrome

cardiovascular phenotype [thesis] Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de

Sdo Paulo”; 2019.

Marfan Syndrome (MFS) is an autosomal dominant connective tissue disease affecting
to variable extents the musculoskeletal, ocular and cardiovascular systems.
Cardiovascular phenotype and in particular thoracic aorta aneurysm/dissection (TAAD),
is responsible for the bulk of disease morbimortality. MFS is due to mutations in
fibrillin-1, one of the main structural proteins of the extracellular matrix (ECM), which
in addition regulates TGF-f activity by means of its physical retention in the ECM.
However, mechanisms by which fibrillin-1 mutation determines TAAD with elevated
phenotypic variability are yet poorly understood. Vascular smooth muscle cells
(VSMC), the main component of aortic medial layer, are central targets of aneurysm
pathophysiology in general. By exerting regulation of contractile tone, cytoskeletal
structure and ECM interaction, VSMC control aortic structure and response to
pathologic stimuli. Mutations that promote loss of VSMC contractile apparatus impair
contractile function and mechanoadaptative responses and associate with distinct types
of TAAD. However, the role of VSMC mechanobiology in MFS pathophysiology is
poorly known. In this study, we investigated whether VSMC loss of force-generating
capacity occurs in MFS and whether it associates with specific changes in cell
phenotype. Biomechanical VSMC responses were assessed in cells cultured from aortas
collected from mice with the mg*®™ MFS mutation at early (3-month-old mice, the main
focus of our study) and advanced (6-month-old mice) stages of disease evolution. At 3
months of disease evolution, we detected important phenotypic alterations in MFS-
VSMC, with enhanced expression of markers for cellular proliferation and lower
expression of some differentiation markers (calponin-1), but, increase in others (SM
alfa-actin and SM22). In parallel, there were important morphologic changes, with
increased VSMC area and loss of its fusiform shape. Such alterations are consistent
with a transition towards a mesenchymal-like phenotype, which was confirmed through
the expression of several markers. Endoplasmic reticulum (ER) stress markers increased

in MFS-VSMC vs. WT (wild-type)-VSMC in basal condition, without augmentation



after cyclic mechanical stretching. Replacement of defective fibrillin-1 ECM from
MFS-VSMC with a normal fibroblast-derived ECM promoted reversion of some
aspects of the phenotype but not of ER stress. MFS-VSMC exhibited a proteomic
profile divergent from that of WT-VSMC, particularly with respect to the lower
expression of cytoskeleton regulatory proteins. Importantly, MFS-VSMC displayed a
lower traction force-generating capacity when seeded in ECM under physiological
stiffness and generated an impaired contractile moment in this situation. In particular,
MFS-VSMC depicted a strong attenuation of the traction force response to enhanced
ECM stiffening. These defects did not occur as a result of lower adhesion structure and
decreased adhesion capacity of MFS-VSMC. In parallel, MFS-VSMC exhibited lower
density of actin stress fiber vs. WT-VSMC. With 6 months of disease evolution, several
of these alterations were not detectable. Both WT-VSMC and MFS-VSMC showed
reduced capacity of force generation, without evidence of cell senescence. In summary,
starting already in the early stages of disease evolution, MSF-VSMC display important
phenotypic changes which go beyond a simple reversible phenotypic modulation, with
some aspects suggesting a transition mesenchymal-like phenotype, accompanied by
reduced force-generating capacity not linked to loss of cell adhesion properties but
rather to impaired organization of action stress fibers. These mechanisms, described for
the first time, contribute to elucidate MFS pathophysiology, depicting both some
aspects in common with the pathophysiology of other types of aortic aneurysm and

some aspects peculiar to MFS.

Descriptors: Marfan syndrome; aortic aneurysm; cardiovascular diseases; aorta; muscle
cells; phenotype.



1. INTRODUCAQO



INTRODUCAO-2

1.1. Sindrome de Marfan: aspectos moleculares e fisiopatolégicos
A Sindrome de Marfan (MFS) ¢ a mais comum das doengas hereditarias do

tecido conjuntivo, de transmissdo autossdmica dominante, que acomete principalmente
os sistemas esquelético, ocular e cardiovascular (Dietz et al., 1991). Os fendtipos
incluem deformidades oOsseas, subluxacao do cristalino e, no sistema cardiovascular,
disfungdes valvares, alargamento progressivo da raiz da aorta e da aorta ascendente,
levando ao desenvolvimento de aneurismas aorticos (Robinson et al., 2006, Judge &
Dietz, 2005), principais responsaveis pela morbi-mortalidade da sindrome. A
patogénese da MFS ¢ bastante complexa (Dietz, 2010), e as bases celulares e
moleculares da origem dos aneurismas adrticos continuam pouco elucidadas (Collins et
al., 2008).

A MFS afeta individuos de todas as ragas e géneros com igual frequéncia, tendo
prevaléncia estimada em 2-3: 10000 (Ammash et al., 2008). A MFS ¢ causada por
mutacdes no gene FBN-1, que codifica a proteina fibrilina-1, um dos principais
componentes de microfibrilas da matriz extracelular (ECM, do inglés extracellular
matrix) (Ramirez e Pereira, 1999; Kielty, 2006). Sao descritas cerca de 1500 mutagdes
da FBNI relacionadas a MFS. Apesar de a mutagdo ser um claro requisito para o
desenvolvimento da doenca, ndo ha associacdo direta entre o gendtipo e o fendtipo
clinico nos individuos acometidos (Kirschner et al., 2011). Este aspecto constitui a
principal lacuna no entendimento da fisiopatologia da sindrome, isto ¢, de que modo a
mutacao determina o fendtipo.

A fibrilina-1 ¢ uma glicoproteina com peso molecular de 350 kDa, cuja estrutura
modular ¢ dominada por dois tipos de dominios compostos por diferentes motivos. O
primeiro tipo motivo € o epidermal growth factor-like (EGF), que possui 6 residuos de
cisteina altamente conservados. Este dominio ocorre 47 vezes na fibrilina-1, dos quais
43 contém uma sequéncia consensual para a ligacdo de célcio, constituindo o calcium-
binding EGF-like motif (cbEGF). O segundo tipo de motivo apresenta 8 residuos de
cisteina e ¢ andlogo a proteina de ligagdo ao TGF-B (LTPB, do inglés latent TGF-f
binding protein) (Pereira et al., 1993) (Figura 1).
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Figura 1- estrutura modular da fibrilina-1. Modificado de Strydom et al. Archives
for oral biology, 2012

Duas propostas sao discutidas para compreender como a mutagdo na fibrilina-1
interfere na montagem e organizagao da ECM, originando uma matriz quebradica e
defeituosa (Fig.2). O efeito dominante negativo, proposto com base padrao de heranca
dominante da doenca, sugere que a secre¢do da proteina mutante interfere na deposigao,
estabilidade e funcdo da proteina normal na ECM. Em contraste, a proposta alternativa ¢
da haploinsuficiéncia, isto ¢, a produgado insuficiente da proteina normal seria a principal
responsavel pela perda de fungdo da ECM e consequente desenvolvimento das

manifestagdes (Judge & Dietz, 2005; 2008).

mgA'P" Scr

Figura 2- Representacio da ECM saudavel e derivada de MEFs portadores da
mutag¢io mgA'P", que origina a Sindrome de Marfan (Meirelles et al., 2016)

Além de ser um dos principais componentes estruturais da matriz extracelular, a
fibrilina-1 tem como uma de suas fungdes a regulagdo da atividade do TGF-f, por meio
de seu sequestro mecanico na ECM. Esse fator de crescimento ¢ mantido no seu estado
inativo por associacdo a um peptideo de laténcia (LAP, do inglés latency associated
peptide), que por sua vez, se associa ao LTBP. Através dessa ligagcdo, a fibrilina-1

regula a atividade do TGF-B, mantendo-o aprisionado na ECM (Isogai et al., 2003).



INTRODUCAO-4

Formas mutadas da fibrilina-1 podem resultar na liberacdo do TGF-Bf da ECM e
consequente aumento da sua atividade, por meio de associagdo a receptores especificos
na superficie celular.

A sinalizagao excessiva pelo TGF-B ¢ associada com o desenvolvimento do
aneurisma em modelo de camundongo. O uso de antagonistas de TGF-f tais como
anticorpo neutralizante e bloqueadores ATl (Losartan) leva a reversdo das
manifestagdes cardiacas e inclusive das ndo cardiacas da MFS (Habashi et al., 2006).

De forma resumida, a fisiopatologia na MFS via sinalizagao de TGF- esté representada

na figura 2.

Mutagao FBNa

Losartan

ATi— TGF-B
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Figura 3- O TGF-f e a patogenia da MFS: As vias conhecidas associadas a mutagdo
da fibrilina-1. Estas vias envolvem aumento na sinalizacdo do TGF-f3, que ativa uma das
vias ndo candnicas do TGF-B, a fosforilagdo de ERK'%, sendo esta responsavel por
grande parte das caracteristicas do fendtipo da MFS. Losartan diminui a ativagao de
ERK'%, inibindo o receptor AT1, com desvio da sinalizagdo para o receptor AT2, que
por sua vez inibe a via da ERK 2 pelo TGF-p, levando a uma regressao no fenotipo.

1.3. Reprogramacao fenotipica de células musculares lisas e fisiopatologia de
doenca cardiovascular
As células vasculares de musculo liso (VSMC, do inglés Vascular smooth

muscle cells) constituem a maior por¢do da camada média da aorta e sdo um foco
central da fisiopatologia de aneurismas (Nguyen et al., 2013), inclusive na MFS.

Recentes avangos indicam que um aspecto central na pato-fisiologia dos aneurismas
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adrticos ¢ a desregulacdo das mecanorespostas, convergindo com o prejuizo na
regulacdo da unidade VSMC-ECM (Milewicz et al., 2017). Uma das caracteristicas
peculiares a VSMC ¢ sua capacidade de modulacao fenotipica, alternando com graus
intermediarios entre dois diferentes fenotipos, o contratil e o sintético. O fendtipo
contratil tem pouca capacidade de proliferacdo e migracdo, exibindo uma morfologia
alongada em forma de fuso. Além disso, essas células possuem uma habilidade limitada
de produzir ECM. O fenétipo contratili ¢ o mais comum em vasos saudaveis,
participando primariamente do controle do diametro dos vasos e, nas arteriolas,
regulagdo do fluxo sanguineo e estabilizagdo a pressdo sanguinea (Ogut & Brozovich,
2003).

VSMC com fenoétipo sintético apresentam uma proliferacdo aumentada e maior
capacidade de migracao, além de aparéncia hipertrofica e crescimento variavel. O perfil
sintético ¢ eminentemente um perfil de desenvolvimento e repara¢do, maior quantidade
de reticulo endoplasmatico associado a produ¢do de componentes da ECM (e.g.
colageno, elastina e proteoglicanos). Nesta capacidade, VSMC sintéticas desempenham
papel importante na manuten¢do da integridade vascular, que, particularmente no caso
da aorta, traduz-se por importante funcdo de manter a complacéncia e capacidade de
compressao da parede normal desse vaso (Owens et al, 2004; Frismantiene et al., 2018).

A reprogramacao fenotipica da VSMC traduz, assim, sua importante capacidade
adaptativa frente aos diversos estimulos a que vasos sanguineos sdo submetidos, tais
como hormonais e/ou ambientais, incluindo citocinas, contato célula-célula, adesdo
celular, lesdo vascular e exacerbagdes ou mudancgas de for¢as mecanicas (Maul et al.,
2011). A plasticidade da VSMC ¢ importante durante o desenvolvimento vascular
normal. Durante este processo, as VSMC, inicialmente em estado desdiferenciado,
exibem taxa elevada de prolifera¢dao, migracdo e producao de componentes da matriz
extracelular, constituindo a por¢do principal da parede dos vasos sanguineos, a0 mesmo
tempo adquirindo capacidade contratil. Neste contexto, a modulagdo fenotipica ¢ uma
importante alteragdo fisiopatologica em varias doengas cardiovasculares que cursam
com recapitulacdo de fenomenos de desenvolvimento associados a formagdo de uma
camada neointima, por exemplo aterosclerose e reestenose pos-angioplastia (Wipff et
al., 2008). Além disso, a formagdo de uma camada neointima ocorre em distintas

vasculopatias, p.ex., associadas a hipertensdo arterial ou diabetes mellitus e ao
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remodelamento vascular ocorrendo nos aneurismas e dissec¢des aorticas (Wagenseil &
Mecham, 2009).

VSMC sao capazes de controlar o tonus contratil da aorta a partir da expressao
diferencial de proteinas ligadas a fungdo contratil, a partir da regulacio das
propriedades visco-elasticas dependentes do citoesqueleto e particularmente pela
relacdo ECM- respostas relacionadas a mecanossinaliza¢ao (Zhu et al., 2018; Peyton &
Putnam, 2005; Steucke et al., 2015; Milewicz et al., 2017). Assim, na aorta, a fungao
primordial de VSMC ¢ modular a arquitetura do citoesqueleto e produzir e manter a
ECM de modo que, em conjunto, o vaso exerca o papel de condutor de altos volumes de
sangue e amortecedor direto da onda de pulso gerada pela contragdo cardiaca
(Wagenseil & Mecham, 2009). Esta funcao contrasta com a de VSMC arteriolares de
resisténcia, capazes de modular a pressdo sanguinea por alteragdes dinamicas do tonus
contratil, bem como da estrutura vascular. De fato, o aparato contratil da VSMC de uma
artéria de condutancia estd envolvido principalmente no controle de interagdes com a
ECM (Beamish et al., 2010).

Como discutido acima, os estimulos desencadeantes de modulacao fenotipica da
VSMC sao inimeros. Em particular, TGF-f ¢ capaz de desdiferenciar VSMC, gerando
proliferacdo, migracdo e mudancas morfologicas (Zhu et al., 2015). Outro dado
interessante trata da relacdo entre o estiramento ciclico, gerando aumento da produgdo
de ROS (espécies reativas de oxigénio) mediado pela NOX1 NADPH Oxidase, gerando
uma reprogramacdo fenotipica para o perfil sintético (Rodriguez, et al., 2015). A
detec¢do do ambiente extracelular ¢ de grande importancia para controlar a producao e
manuten¢do adequadas da matriz extracelular pela VSMC. Os defeitos nessa fungao
podem levar a desregulacdo do controle matricial e a mudangas na diferenciacdo e
proliferagao das VSMC (Lindsay & Dietz, 2014). Mutagdes que geram perda de fungao
no aparato contratil de VSMC sao capazes de promover prejuizo na forga de contragao e
em respostas mecanoadaptativas (Milewicz et al. 2008). Em contrapartida, um recente
estudo mostrou que tanto em tecido como em cultura celular, isoladas de pacientes com
MEFS, as alteracdes na sinalizacdo de TGF-f, sdo capazes de alterar o fendtipo contratil
das VSMCs, associando-o a maior rigidez celular. Essas alteragdes sdo associadas a
rigidez adrtica que antecede ou acompanha a formagdo do aneurisma na MFS (Crosas-

Molist et al., 2015).
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1.4. Mecanossinalizacio em VSMC
Mecanossinalizagdo ¢ um processo de resposta de vias de sinalizagdo celular a

forcas mecanicas. Uma etapa crucial deste processo envolve a interacdo célula-ECM,
em que a regulacdo de integrinas e citoesqueleto ocorre em sinergismo com a deposi¢ao,
rearranjo ¢ remo¢ao de ECM para manutencdo da homeostase mecanica do tecido
(Humphrey et al., 2014). A ECM ¢ um componente fundamental do tecido conjuntivo,
responsavel pela manutengcdo de sua forma e fungdo. Tipos celulares presentes em
tecidos moles, i.e fibroblastos e VSMC, sao responsaveis pelo estabelecimento da ECM
durante o desenvolvimento, manutencdo e remodelamento em caso de reparo em
resposta a lesdes (Lu et al., 2011). Ao mesmo tempo, a ECM influéncia importantes
funcdes celulares, tais como migracdo, crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia
(Schwartz et al., 1995). E importante ressaltar que as intera¢des célula-matriz néo esto
apenas relacionadas a composicdo quimica e a organizacdo da ECM, mas também a
suas propriedades mecanicas.

As propriedades mecanicas da ECM dependem de seus principais constituintes:
fibras elésticas, colagenos fibrilares, glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos
(PGs). Esses componentes sdo responsaveis pela sustentacdo celular e transmissao de
forcas. Desta maneira, 0 modo como os complexos transmembrana e as estruturas do
citoesqueleto respondem as cargas mecanicas ¢ fundamental para as interagdes célula-
matriz, sendo estas responsaveis pela homeostase mecanica em condigdes saudéveis
(Humphrey et al., 2014).

Importante, a perda na capacidade de gerar de forga em VSMC ¢ cada vez mais
relatado como um elemento comum na génese de aneurismas de aorta toracica (TAAD)
(Milewicz et al., 2017; Nogi et al., 2018). De fato, mutagdes em genes relacionados a
geragao de forga de VSMC ou ao acoplamento de forca VSMC-ECM associam-se ao
desenvolvimento de TAAD. Esses incluem alpha-smooth muscle actin (ACTA2),
myosin-11 (MYHI11), myosin light chain kinase (MYLK), transforming growth factor
S-2 (TGFB2), TGF-B receptor-1 (TGFBR1), SMAD3, PRKGI, fibulin-4 (FBLN4) e
colageno-3 (COL3A1) (Milewicz et al., 2017). Além disso, a regulagao negativa na
expressdo de componentes contrateis analogos, a nivel de gene/proteina, também foram
apresentados em TAAD associados a prejuizos na atividade de RhoA em VSMC (Nogi
et al., 2018) ou em modelo de inibi¢ao de Lysyl oxidase (Jia et al., 2015), bem como em

processoas ligados ao envelhecimento celular na aorta (Humphrey & Milewicz, 2017).
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O envelhecimento pode modificar o fenétipo da VSMC além de alterar a composigdo da
ECM, induzindo modificagdes na parede do vaso e, consequentemente, nas
propriedades mecanicas da aorta (Humphrey & Milewicz, 2017). Mutagdes nos genes
de glicoproteinas de elastina ou associada a elastina (i.e. fibrilina-1) sdo responsaveis
por sindromes tais como Williams e sindrome de Marfan (Kielty, 2006). Em humanos,
além da MFS, mutacdes na fibrilina-1 resultam em doengas com fendtipos
eventualmente superponiveis, porém distintos da MFS. Em geral, mutacdes da fibrilina-
1 que desestabilizam a estrutura das microfibras produzem fenotipo da MFS, enquanto
mutacdes ndo desestabilizantes de microfibrilas tém fendtipos distintos (Charbonneau et
al., 2010).

Apesar da importancia da mecanossinalizacao na biologia da VSMC, pouco se
conhece sobre a mecanossinalizacdo da VSMC na MFS. Cook et al. (2014) mostraram
alteragdes na mecanossinalizagdo em um outro tipo celular na MFS, os cardiomidcitos.
Este estudo evidenciou que a cardiomiopatia dilatada em camundongos com MFS ¢
uma manifestagao resultante da mecanossinalizagdo anormal dos cardiomidcitos
induzida pela diminuicao de fibrilina-1 na ECM. Essa molécula ¢ a responséavel por dar
suporte a fungdo cardiaca e participa da adaptacdo para resisténcia ao aumento da carga
de trabalho, conferindo propriedades fisicas fundamentais para o tecido do miocérdio.
Havia a hipdtese de que a sinalizagdo de TGF-} contribuisse aos danos cardiacos na
MES, contudo nao foi encontrada essa correlagdo. Contudo, o conhecimento sobre a
modulagdo fenotipica da VSMC vs. respostas da sinalizagdo mecanica na MFS ainda ¢
escasso. Ha evidéncias disponiveis, no entanto, nem todas se sustentam e de certa forma
contrastam entre si (Parker et al., 2018; Crosas-Molist et al., 2015; Dale et al., 2017;
Granata et al., 2017).

1.5. O estresse do Reticulo Endoplasmatico e a Sindrome de Marfan
O reticulo endoplasmatico (RE) ¢ a estrutura central para a biossintese,

enovelamento e trafego de proteinas para posterior envio para o complexo de Golgi
(Lee & Ozcan, 2014). Entretanto, diferentes perturbagdes podem alterar a homeostase
dessa organela, levando ao acimulo de proteinas desenoveladas ou mal enoveladas
dentro do RE. Normalmente, essas proteinas retidas seriam removidas pela via de

degradacdo associada ao RE (do inglés ERAD, ER-associated degradation), no entanto,
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quando essas falhas excedem a capacidade da via ERAD, caracteriza-se uma condi¢ao
celular conhecida como estresse do RE (Walter et al., 2011; Yoshida, 2007).

Defeitos intracelulares intrinsecos relacionados a falha na sintese proteica, como
retencdo intracelular da fibrilina-1 em VSMC isoladas de aneurismas de pacientes
(Nataatmadja et al, 2003) e aumento do volume do RE em VSMC isoladas de aortas de
camundongos com MFS (McLoughlin et al, 2011) foram descritos associados a MFS. A
ativacdo dos diferentes mecanismos da UPR afeta alguns aspectos da via secretoria para
restaurar a homeostase do enovelamento proteico, mutuamente, se o dano celular for
muito severo, a sinalizacdo da UPR leva a célula & morte pela ativagdo das vias
apoptoticas (Tabas & Ron, 2011).

O primeiro papel da UPR ¢ aumentar a expressdao de proteinas que estdo
envolvidas na maquinaria de enovelamento proteico no RE, tanto para elevar o correto
processamento de proteinas como para atenuar a sobrecarga gerada por essas proteinas
no RE (Lee & Ozcan, 2014). Desta forma, a UPR envolve 3 diferentes ramos: PERK
(do inglés, protein kinase RNA-likeER kinase), ATF6 (do inglés, activating
transcription factor-6) e IRE1 (do inglés, inositol-requiring protein-1), que entao
regulam a resposta ao estresse do RE pela inducdo de chaperonas (GRP78 ¢ GRP94),
fosforilacdo do elF2a, ativacdo ATF-4 e splicing alternativo do XBP-1 (Yoshida, 2007,
Schroder & Kaufman, 2005). Quando os mecanismos relacionados a UPR nao sado
suficientes para restabelecer a homeostase celular, mecanismos indutores de morte sao
induzidos através da indu¢do da CHOP, caspase 12-especifica do RE e outros fatores
(Tabas & Ron, 2011; Yamaguchi & Wang, 2004).

Nosso grupo investigou a presenga de estresse do RE em diferentes modelos
murinos para MFS (mgA™ e C1039G). No modelo celular estabelecido, fibroblastos de
embrides murinos (do inglés Mouse embryonic fibroblats, MEF), observou-se que nao
ha retencdo proteica nem estresse do RE mesmo na presenca da fibrilina-1 mutada, ao
invés disso foi visto que a PDIA-1 participa de algum mecanismo relacionado com o
controle fino de qualidade dessa proteina no RE (Meirelles et al., 2016).

Por outro lado, Wan et al. constatou que o estresse do RE ¢ causado pelo estresse
mecanico em células vasculares de rato, esse mecanismo pode estar relacionado com a
desdiferenciagdo das células vasculares sendo esse o potencial mecanismo do
remodelamento vascular na hipertensdo. Muito recentemente um estudo mostrou

evidéncias de estresse do RE em uma mutacao especifica da MFS, a FBN1 3'UTR. Em
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contrapartida, os marcadores classicos apenas variam em 4areas ndo dilatadas, ou seja, o
estresse do RE aparentemente esta relacionado com o inicio da progressdo da doenca
(Sieger et al., 2019).

Na Sindrome de Marfan as alteragdes estruturais na ECM sdo o foco principal da
doenca, sendo diretamente responsaveis pelo fenotipo cardiovascular classico, além
disso, contribuem secundariamente para tal fenotipo pelo aumento na sinalizagdo de
TGF-B (Franken et al., 2015). Neste contexto, como discutido até o momento, a (pato)
biologia da VSMC ¢ fortemente ligada a interacdo com forgas biomecanicas e o papel
da mecanossinalizacdo nas VSMCs no contexto da fisiopatologia da MFS ainda ¢&,
entretanto, pouco conhecido. Visto a importancia da mecanotransdu¢do para o
desenvolvimento de TAAD, outros estimulos de natureza biomecanica sinérgicos ao
defeito da ECM podem contribuir para o desenvolvimento e evolucao do fenotipo MFS,
principalmente pelo fato da mecanotransdu¢do depender diretamente da unidade
VSMC-ECM (Zhu et al., 2018; Peyton & Putnam, 2005). Além disso a perda de forca
da VSMC ¢ um fator convergente da patogénese de TAAD, sendo a perda de forga
associada a perda do fenotipo contratil em varios modelos de aneurismas (Milewicz et
al., 2017). No entanto no MFS diversos estudos indicam a progressdao do fenotipo com
fenotipo contratil (Parker et al., 2018; Crosas-Molist et al., 2015, 2015; Dale et al.,
2017; Granata et al., 2017), além disso nenhum estudo avaliou o perfil de for¢ca no
contexto da MFS. Deste modo, neste estudo propomos caracterizar alguns marcadores
do fendtipo da VSMC e principalmente, avaliar o perfil de geracao de forga de tracao da
ECM em VSMC cultivadas a partir de modelo de camundongo com MFS. Com esta
abordagem, procuramos entender se até que ponto a MFS compartilha mecanismos
fisiopatologicos comuns a outras etiologias de aneurisma toracico e em que medida

estes mecanismos divergem.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar alteragdes fenotipicas e resposta a forcas biomecanicas em células
musculares lisas vasculares cultivadas a partir de camundongos portadores de Sindrome

de Marfan (MFS-VSMC) em distintos estagios da doenga.

2.2. Objetivos especificos
e Investigar, em MFS-VSMC cultivadas de camundongos com 3 meses de idade,

comparadas a WT-VSMC (células musculares lisas wild-type):

o Caracterizagdo de marcadores fenotipicos e sinalizacdo de resposta a
estresse na condicdo basal e apds exposicdo a forcas biomecanicas de
estiramento ciclico.

o Efeito em marcadores fenotipicos da substituicdo da ECM defeituosa por
ECM fisioldgica.

o Perfil protedmico de expressdo proteica e andlise de enriquecimento
funcional.

o Quantificagdo de forcas de tragdo em ECM com distintos graus de
rigidez por microscopia e analise computacional.

o Perfil de adesdo celular e organizagao do citoesqueleto.

e Investigar algumas destas variaveis em MFS-VSMC cultivadas de camundongos

com 6 meses de idade.



3.MATERIAIS E
METODOS
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3.1. Modelo animal

Foram utilizados camundongos da linhagem C57B16 com a mutagio mgP"

para
a fibrilina-1 cedidos pela Prof.* Lygia Pereira do Instituto Biologico — USP. Esses
animais possuem um alelo mutante para fibrilina-1, que apresenta uma delecao dos
éxons 19 ao 24 no gene FBNI substituidos por um cassete de expressao do gene de
resisténcia a neomicina (figura 1), essa delecdo resulta na perda de 5 dominios inteiros
na fibrilina-1 estando associada a fendtipos mais graves da MFS em humanos. Essa
mutacdo possui efeito dominante, assim com a MFS em humanos e, portanto, os
animais apresentam o fenotipo compativel com humanos. Além disso, comecam a
apresentar alteracdes aos 3 meses e inicio das dissec¢des e rompimentos adrticos aos 6
meses, por outro lado o fenotipo avancado ¢ considerado aos 9 meses, reproduzindo a
variabilidade fenotipica encontrada em pacientes com MFS (Lima et al., 2010).

Os camundongos foram criados e mantidos em local SPF no Biotério Central da
Faculdade de Medicina — USP e alimentados com racdo balanceada e dgua ad libitum.
Apds o nascimento, os animais foram genotipados para a identifica¢cdo dos animais
heterozigotos dominantes que desenvolverdao a MFS e os animais homozigotos
recessivos foram utilizados como controle. Em principio, a aorta ascendente foi coletada
em animais com até trés meses de idade. Os animais foram submetidos a eutandsia com
a mistura de xilazina (3,5mg/Kg) e ketamina (30mg/Kg). Este estudo foi realizado de
acordo com as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
e pelo The Universities Federation for Animal Welfare. O projeto foi aprovado pelo

comité de ética da FMUSP (Processo 142/14).

3.2. Isolamento das células musculares lisas VSMC de aorta

Apoés a eutanasia as aortas foram retiradas de maneira minuciosa e de maneira
mais asséptica possivel, separadas por genétipo, e posteriormente transferidas para
HBSS (com CaCl> 1.261 Mm) estéril com penicilina (60mg/L), estreptomicina (1000
mg/L) e anfotericina (0,5 mg/L). Os vasos foram mantidos em gelo até o processamento
em fluxo laminar. Apos a limpeza para retirada de toda a gordura, as aortas foram

digeridas com colagenase Wortington (30u) em HBSS, por 20 minutos a 37°C (5%
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COz). A camada adventicia foi retirada e as aortas foram incubadas “overnight” em
DMEM low glucose suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB). No segundo dia
de cultura cada aorta foi cortada e digerida com colagenase (300u) e elastase (3u) por 40
minutos a 37°C (5% COz). Apos essa etapa os tecidos foram pipetados por repetidas
vezes com uso de uma pipeta de 1000 pL, para separacdo das células totalmente do
tecido. As células foram centrifugadas para retirada das enzimas, em seguida foram
plaqueadas em no mesmo DMEM que permaneceram overnigh. As células foram
caracterizadas pela presenca de a-smooth muscle actina ¢ SM22. As células foram
congeladas em nitrogénio liquido na segunda ou terceira passagem, e utilizadas até a

sétima passagem.

3.3. Modelo de estiramento mecanico ciclico Uniaxial - STREXCELL 140

As VSMCs de aorta de camundongos foram plaqueadas em chambers de um
elastomero de silicone PDMS (polidimetilsiloxano) e revestidas com colageno I
(200png/mL) seguindo as indicagdes do fabricante. A quantidade de células plaqueadas
por chambers variou de acordo com o objetivo do experimento, para avaliacdo de
expressio protéica por Western Blotting foram plaqueadas 8x10* células por chamber, ja
para confocal onde a confluéncia nio pode ser alta plaqueamos 4x10* células por
chamber, ambas em um volume final de 2 ml de DMEM low com 10% SFB. Apos 24
horas de plaqueamento o meio de cultura foi trocado para 0 mesmo acrescido de apenas
0,5% SFB. Em seguida essas chambers foram inseridas entre duas estruturas metélicas
dentro do aparelho STREXCELL de estiramento mecanico ciclico (ST-140, Strex,
Osaka, Japao) como mostra a figura 2. O estiramento uniaxial ¢ alcancado utilizando o
sistema STREX de duas fases capaz de movimentar as estruturas metalicas, onde as
chambers estdo encaixadas, trazendo-as para perto ou longe do eixo central do
STREXCELL. Todos os experimentos de estiramento mecanico ciclico foram
executados nos seguintes pardmetros: 10% de extensdo, na frequéncia de 1Hz, por 8
horas. Esses experimentos ocorreram em incubadoras de cultivo celular a 37°C (5%
COy). O sistema de estiramento STREXCELL possui um sistema de resfriamento

baseado na circulacdo de agua, esse foi utilizado seguindo as indicagdes do fabricante.
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Mote. The stretch ratiois calculated based on the area of the
chamber surface under tension.

Figura 4- Figura esquematica de uma chamber do STREXCELL STB 140-04:
Trata-se de uma superficie de um elastomero de silicone PDMS (polidimetilsiloxano).
O modelo de estiramento mecanico uniaxial STREXCELL STB 140-04 suporta até 8
chambers de 4 cm? simultaneamente e possui uma combina¢io de até 64 padrdes de
estiramento combinando diferentes frequéncias e extensdes. Modelo retirado do
Stretching System Handbook Strexcell, disponivel em: strexcell.com

3.4. Traction Force Microscopy (TFM)

Os experimentos em Microscopia de for¢a de tragdo foram realizados em
colaborag@o com o laboratério de Microrreologia e Fisiologia Molecular do Instituto de
Fisica da Universidade de Sao Paulo, coordenado pelo Prof. Adriano M. Alencar. A
preparagao do Gel de TFM ¢ realizada em trés etapas, a primeira consiste na preparacao
da superficie que recebe o gel. Nesse caso placas de Petri de 35mm (com laminulas de
vidro no fundo) foram tratadas com silano, lavadas e posteriormente com tratadas com
glutaraldeido 0,5%. Apos a secagem seguimos com a preparacao da primeira camada de
gel, nesse caso utilizamos a preparagdo adequada para VSMC (4,8 kPa). O gel de
acrilamida foi preparado seguindo as propor¢des da preparacao seguida. Antes de
polimerizar, foram pipetados 3,2 pL da solugdo na superficie de vidro pré-tratada, e
imediatamente coberto com uma laminula de vidro. Apds polimerizar, a laminula foi
retirada meticulosamente e a segunda camada de gel (com beads fluorescentes 4,6 x10'°
particulas/mL) foi adicionada no primeiro gel, dessa vez foi pipetado apenas 1pL da
solucdo. Seguindo o passo anterior da laminula de vidro. Apds a polimerizagao do gel o

mesmo foi observado no microscopio de fluorescéncia para analisar a qualidade do gel



MATERIAIS E METODOS-17

frente a quantidade e distribuicdo das beads fluorescentes. Apos certificar a qualidade
do gel partimos para etapa de ativagdo do mesmo, que consiste na aplicagdo de uma
solucao de sulfo-SANPAH por 20 minutos na presenca da luz UV. Em seguida foi feito
o coating do gel com colageno tipo 1 (200pg/mL) ou fibronectina (10 pug/mL) por 1,5
horas. Finalmente as células foram plaqueadas, padronizamos 1x10° células por placa,
sendo o experimento feito em duplicata para cada tipo celular (MFS e WT). Apds 24
horas na incubadora a 37°C (5% COz) as células foram evidenciadas em microscopio de
forga de tracao Leica. Sdo adquiridas trés diferentes imagens de cada célula, na mesma
localizagdo, a primeira em contrate de fase, a segunda apenas das beads fluorescentes e
a terceira das beads fluorescentes apds o tratamento com tripsina pala descolamento das
células. Posteriormente essas imagens foram sobrepostas para andlise pelo software
MatLab que calcula a for¢a de tragdo a partir do deslocamento das beads. As matrizes
de poliacrilamida com diferentes rigidezes foram preparadas como mostrado
anteriormente, apenas alterando as propor¢des de acrilamida/bisacrilamida: 1,2 kPa
5,5% de acrilamida e 0,05% de bisacrilamida; 11 kPa, 10% de acrilamida e 0,07% de
bisacrilamida; 90 kPa, 12% de acrilamida e 0,3% de bis-acrilamida (Chen et al., 2014).

3.5. Microscopia Confocal

As VSMCs foram plaqueadas, diferindo apenas na confluéncia celular, visto que
para evidenciar melhor as células optamos por uma menor confluéncia, em torno de
60%, desta maneira foram plaqueadas 4x10* células (WT e MFS) por chamber. Em
cada chamber foram plaqueadas células, tratadas e expostas a estimulos seguindo a
divisdo do item 4.4. Apos o estiramento, o meio de cultura foi retirado das chambers e
as células lavadas com PBS, trés vezes. Apos esse passo as células foram fixadas com
PFA 4% por 20 minutos, lavadas mais trés vezes com PBS e permeabilizadas com triton
0,1% por 10 minutos em T.A. Apds mais uma rodada de lavagens com PBS, as células
foram bloqueadas com BSA 4% por 30 minutos, em seguida incubadas com os
anticorpos primarios numa razao de 1:100 pFAK (Abcam, ab39967), paxilina (Abcam
ab32084) e Calponina (Sigma c-2687) em 1% BSA, overnight em camara umida. No
dia seguinte as células foram lavadas trés vezes com PBS e em seguida incubadas com

os anticorpos secundarios (ALEXA 488 rabbit e 546 mouse) 1:200, juntamente com o
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Dapi 1:50 (marcacdo do nucleo) e Faloidina 1:100 (marcacdo do citoesqueleto de
actina) por 1 hora em T.A. Apos esses passos as células foram lavadas trés vezes com
PBS, ¢ nelas adicionado o meio de montagem (1:1 glicerol com PBS) e por fim foi
adicionada uma laminula circular, o processo foi feito sem selagem. A leitura das
laminas foi feita no mesmo dia da montagem, em um microscopio confocal (ZEISS

LSM510-Meta) - Multiusuarios Fapesp 04/08908-2 — Rede Premium/FMUSP.

3.6. Lisado protéico

As células foram cultivadas por 24 horas em meio DMEM contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB). O lisado total foi obtido apds raspagem das células em tampao
de lise A (Hepes 20mM,NaCl 150mM, glicerol 10%, triton 1% EGTA 1mM, MgCI2
1,5mM) na presenga de inibidores de protease (aprotinina 1 pg/ml, leupeptina 1 pg/ml e
fenilmetil-sulfonil 10 mM) as amostras foram incubadas 30 min em 4°C, posteriormente
sonicadas e em seguida elas foram centrifugadas 10 min em 12000 rpm para retirada

dos debris.

3.7. Expressao proteica Western Blotting

A dosagem de proteinas dos lisados foi realizada pelo método de Bradford
(1976). As amostras (30 — 40 pg) de proteina diluidas em tampao de amostra contendo
azul de bromofenol 0,02%, mercaptoetanol 10 mM e dodecil sulfato de sodio 10%)
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. Em seguida, as proteinas
foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose em sistema semi-seco
(Semiphor, Hoefer-Pharmacia, Suécia). O bloqueio foi realizado com uma solugdo de
leite 5%. A detecgdo de proteinas especificas foi feita pela incubacdo com os anticorpos
primarios especificos: KDEL (Enzo Life Science SPA-827), GRP78 (Abcam ab21685),
Calponin (Sigma c¢-2687), PCNA (Abcam ab29), a-actina de musculo liso (Sigma
A2547), SM22, GAPDH (Abcam ab8245), por 12-16 h em 4°C, sendo posteriormente
incubados com anticorpos secundarios fluorescentes e detectados o sinal pelo Odyssey
(Licor System). A quantificacdo das bandas foi feita pelo software do Licor pela

densitometria das bandas geradas por cada proteina.
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3.8. Expressao génica por RT-PCR

O RNA total foi extraido com Trizol (Invitrogen) e feita a transcricdo reversa
usando Super Script II e primers aleatorios. Real-time-PCR foi realizado usando
Platinum SYBR Green qPCR super Mix-UDG (Invitrogen) em um sistema de PCR em
tempo real Step One Plus ™. Todas as reagdes foram acompanhadas por um controle
negativo e as comparagdes foram realizadas utilizando o valor de (Ct) (gene alvo -
controle). Os resultados foram expressos como fold-change (2"AACt), de acordo com o

guia da Applied Biosystems. As sequéncias de primer estdo listadas na tabela 1.

3.9. Experimentos de substituicio de matriz extracelular

A cultura primaria de Fibroblastos Embrionarios Murinos (MEF) foi obtida
como descrita por Meirelles et al., 2016. Os MEFs foram incubados com 10 pg/mL de
um inibidor mitotico, Mitomicina C, por 2 horas e depois cuidadosamente lavados com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) seis vezes, seguido por tripsinizagao e trés
lavagens adicionais com meio para remover completamente os resquicios de
Mitomicina. Apos esse passo foram plaqueados a uma densidade de 3x10° células/pogo
em uma placa de 6 pocos. A ECM foi depositada apds 6 a 8 dias de cultivo em 100% de
confluéncia. Para descelularizagdo, as placas foram lavadas com agua destilada estéril
para promover a lise celular e remover vestigios de meio de cultura, seguido de uma
exposi¢cdo curta (1 minuto) a uma solucdo de NH3; 20 mM para expor a ECM
depositada. A matriz acelular entdo cuidadosamente lavada com PBS para evitar efeitos
prejudiciais da solugdo de amonia alcalina as células foram posteriormente plaqueadas
sobre a matriz. MFS-VSMC e WT-VSMC (2x10° células) foram plaqueadas e

cultivadas durante 3 dias para obten¢@o do lisado proteico para WB.
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3.10. Analise proteémica

Preparacido da amostra

MFS-VSMC e WT-VSMC foram cultivados em condi¢des normais (DMEM low

com 10% de FBS). O lisado total foi obtido ap6s a raspagem das células em tampdo de
lise contendo desoxicolato de sodio a 1% em Tris-HCI, na presenca de inibidores de
protease (cOmplete-Roche). A quantificagdo de proteinas foi realizada pelo método
BCA. A redugdo da amostra foi alcancada por incubagdo com ditiotreitol 5 mM (DTT)
em 100 mM de bicarbonato de amdnio por 60 minutos a rotagdo constante a 37 © C. As
amostras foram entdo alquiladas com 15 mM de iodoacetamida por 30 minutos no
escuro a temperatura ambiente e depois por 15 minutos com DTT 2,5 mM. A digestdo
com tripsina foi realizada na razdo enzima: substrato de 1:40 sob controle de pH (7-8)

em rotagdo constante a 37 © C por 16 horas.

Aquisicio de espectrometria de massa

Os peptideos (1-5 pg) foram automaticamente carregados numa amostra de alto
rendimento LC-MS/MS num Sistema nanoACQUITY UPLC (Waters Corporation,
Milford, MA), acoplado on-line a um espectrometro de massa AB-Sciex Triple-TOF
6600 (SCIEX). Os peptideos capturados foram eluidos com gradiente de acetonitrilo de
98% (v/v) durante 10 minutos a um fluxo de 3,5 pL/min e analisados diretamente no
espectrometro de massa. Os peptideos foram ionizados utilizando uma fonte de nano-
electrospray positiva. Os resultados foram obtidos em Aquisicdo de Dependentes da

Informacao (Information Dependent Acquisition - IDA).

Identificacdo e quantificacdo de proteinas

As proteinas foram identificadas usando algoritmos do Mascot (Matrix Science
Limited, Londres, Reino Unido) e quantificados por Maxquant (Instituto Max-Planck de
Bioquimica, 2018). Os dados foram buscados em relagdo ao banco de dados de
protedmica do UniProt contra a sequéncia de Mus musculus (versao: 2017 10). Os
seguintes parametros foram considerados para identificar peptideos em todas as
amostras: 1) Digestdo por tripsina com no maximo uma clivagem perdida; 2)
modificac¢des variaveis por oxidagdo (M) e modificagdo fixa por carbamidometil (C); 3)

taxa de descoberta falsa calculada (FDR) menor que 1% em todas as condicdes e
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replicacdes; 4) erro de massa inferior a 20 ppm. Dois ou mais fragmentos i6nicos por
peptideo, cinco ou mais fragmentos por proteina e um Unico ou mais peptideo por
proteina foram necessarios para a correspondéncia ionica. As identificagdes que nao
satisfizeram esses critérios foram rejeitadas. A lista final confirmada de proteinas
apenas considerou proteinas identificadas por pelo menos 2 peptideos. As diferengas
entre os grupos foram analisadas usando one-way ANOVA ao nivel de significancia de

0,05. Proteinas de queratina foram excluidas dos dados.

Analise de enriquecimento

A interpretacdo bioldgica dos dados foi realizada usando os softwares GO
Consortium (Huaiyu et al., 2017) e David Gene Ontology (Huang et al., 2009), que
foram usados para realizar a analise de enriquecimento funcional e criar clusters
bioldgicos de proteinas. Vias enriquecidas foram consideradas significativas com valor

de p <0,05.

3.11. Quantificacdo das adesoes focais

A anélise quantitativa de adesoes focais foi realizada conforme descrito por U. Horzum
et al. (2014). As imagens marcadas com o anticorpo contra paxilina ou pFAK,
capturadas no aumento de 20x, foram processadas pelo software Imagel, com plugins
CLAHE e Log3D. Resumidamente, o background da imagem foi extraido usando o
plug-in CLAHE, seguido por algoritmos Exp e Log3D, para obter imagens threshold
com tamanho real e nimero de adesdes focais. A quantificagdo foi realizada com a
opc¢do "implementar particulas medidas" e os resultados expressos como tamanhos de

adesdo focal e area total ocupada pelas adesdes.

3.12. Ensaio de adesao celular

Cada placa de 96 foi tratada com fibronectina (Sigma) (10 pg/mL) ou colageno tipo I
(Sigma) (10 pg/mL) overnigt a 4°C e depois bloqueadas por 2 h com a 1% BSA/PBS.
MFS-VSMC e WT-VSMC foram lavados com PBS e soltas com PBS-EDTA (2 mM,

pH 7,4). Depois disso, as células foram ressuspensas em DMEM contendo 0,2% de
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BSA (tampao de adesdo), adicionadas a pogos tratados a um volume de 150 pL (com
4x10* células/pogo) e deixadas aderir por 1h (fibronectina) ou 4h30min (colageno) a
37°C. As células nao aderidas foram removidas por lavagem com PBS (3 vezes). As
células que sobraram aderidas foram fixadas com glutaraldeido a 2% durante 30 min.
As placas foram lavadas trés vezes com PBS e coradas com cristal violeta a 0,1% (30
min t.a.), seguido de lise com SDS a 1%. A absorbancia foi entdo medida a 600 nm num

leitor de microplacas (SpectraMax-340, Molecular Devices).

3.13. Analise da densidade de fibras de estresse

A plataforma de analise foi construida com base em duas etapas principais:
primeiro, imagens de confocal oriundas do LSM marcadas com faloidina foram pré-
processadas, separando os canais e convertendo o respectivo canal de fluorescéncia
marcado com F-actina em escala de cinza. Para cada grupo, WT-VSMC e MFS-VSMC,
foi utilizado um conjunto de 10 imagens. Utilizando o software Matlab®, definiu-se um
threshold com intensidade semi-méaxima para eliminar possiveis artefatos. Uma mascara
a mao livre interativa foi entdo aplicada sobre a imagem de uma célula individual e a
intensidade média [I (célula)] calculada. Simplificando, [I (célula)] foi normalizado
para intensidade de campo maximo previamente definida pelo limiar [I (max)]. Trinta

células foram selecionadas para cada grupo.

3.14. Ensaio de senescéncia

O ensaio de B-galactosidase associada a senescéncia foi realizada seguindo Itahana et
al., 2013. Resumidamente as VSMCs foram plaqueadas (2 x 10° células) em uma placa
de 6 pocos e cultivadas por 2 dias. Apds a lavagem, as células foram fixadas em
paraformaldeido a 4% durante 3 min a temperatura ambiente, depois foram novamente
lavadas e adicionaram-se solu¢do de coloracdo de SA-B gal e incubou-se durante 16 h a
37°C. Depois da cor azul estar completamente desenvolvida, as placas foram montadas
e as células positivas para o SA-B gal (azuis) contadas sob um microscopio. Em geral,

as células em culturas sdo consideradas senescentes se > 80% forem positivas para SA-
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Bgal. Como controle positivo foi utilizado o CaCo2, uma linhagem celular naturalmente

senescente.

3.15. Analise estatistica
Os dados foram expressos em média + erro padrdo. O tipo de distribui¢do e a

hipétese de igualdade das variaveis foram testados em todos os casos. A andlise de
variancia e o test-t foram utilizados para comparagdes dos grupos. O método de Dunn’s
foi utilizado para a realizacdo de comparagdes multiplas. GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., CA, USA). O nivel de significancia foi estabelecido pelo
valor p <0,05.



4. RESULTADOS
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4.1. Transiciao das MFS-VSMC para um fendtipo mesenquimal

MFS-VSMC isoladas de aorta coletadas de camundongos aos 3 meses de idade,
mimetizando o estagio inicial da doenca, foram cultivadas como descrito em Métodos.
A anélise morfoldgica revelou diferencas importantes em MFS-VSMC vs. WT-VSMC.
Como mostrado nas Figs. 5SA-B, MFS-VSMC mostraram aumento significativo nas
areas das células, ca. 7 vezes maior que a das WT-VSMC. Em paralelo, MFS-VSMC
mostram um acentuado espalhamento com perda de forma fusiforme e mudanga para
formas irregulares complexas (Fig. 5A). A perda da arquitetura fusiforme ¢ tipica de
mudanca fenotipica da VSMC para um fenotipo sintético/proliferativo. Além disso, tais
interruptores fenotipicos sdo sabidamente exacerbados por estresse mecanico

(Rodriguez et al., 2015; Wang et al, 2018).
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Figura 5: Analise da morfologia e area de MFS-VSMC e WT-VSMC cultivadas a
partir de aortas de camundongos de 3 meses de idade: As células primarias foram
cultivadas como usual, fixadas e marcadas com Dapi (azul), faloidina (verde), calponina
(vermelho) e pFAK (branco). Imagem representativa de cada grupo (WT e MEFS), no
entanto foram retiradas ao menos 6 fotos de cada grupo em 3 experimentos
independentes. A area de ao menos 5 células por grupo foi calculada com uso do
software imageJ. As imagens foram obtidas na objetiva de 20x.*P<0,005 N=3

Para abordar tais questdes, avaliamos a expressao de marcadores fenotipicos de
VSMC de fendtipos contrateis e proliferativos/sintéticos sob condigdes estaticas e apos
a exposicao ao estiramento ciclico uniaxial. No inicio do estudo, os niveis de expressao

de calponina, um marcador proteico de fendtipo contratil, estavam diminuidos em MFS-
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VSMC vs. WT-VSMC (Fig.7A), enquanto a expressdo do marcador proliferativo PCNA

nas mesmas condi¢des se mostrou aumentada (Fig.7D).

A phalloidin

WT
stretching

MFS
ctr

MFS
stretching

Figura 6- Microscopia Confocal de MFS-VSMC e WT-VSMC- As células primarias
foram expostas ao estiramento mecanico ciclico uniaxial de 10%, 1 Hz, por 8 horas, ou
ndo (ctr) e posteriormente marcadas com Dapi (azul), faloidina (verde), calponina
(vermelho) e pFAK (branco). As imagens foram obtidas na objetiva de 20x e
posteriormente submetidas ao aumento de trés vezes. N=3. A barra de escala- 20um.

No entanto, os marcadores de fenotipos contrateis SM22 e SMA também foram
aumentados (Fig.7B e C), indicando que o fenotipo MFS-VSMC ¢ mais complexo do
que simplesmente um "switch" fenotipico. Em paralelo, o estiramento ciclico ndo teve
influéncia clara na expressdo de marcadores fenotipicos em MFS-VSMC. Enquanto
calponina-1 diminuiu em WT-VSMC ap6s o estiramento, consistente com resultados
anteriores (Fig.6), ndo houve mudanga adicional em MFS-VSMC (Fig. 7A). Além
disso, as alteragdes associadas ao fendtipo MFS no PCNA, SM22 e SMA nao foram
significativamente afetadas pelo estiramento ciclico (Fig.7A-E).
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Figura 7- Expressao de marcadores fenotipicos em MFS-VSMC e WT-VSMC
cultivadas a partir de aortas de camundongos de 3 meses de idade, em resposta ou
nao ao estresse mecanico. As células primarias foram expostas ao estiramento
mecanico ciclico uniaxial de 10%, 1 Hz, por 8 horas, ou ndo (ctr). A expressdo proteica
de (A) Calponina, (B) SMA, (C) SM22 e (D) PCNA avaliadas por Western blot,
GAPDH foi usado como controle endégeno: (E) Imagens representativas da expressao

proteica. Todos os resultados estdo representados como média + s.e.m; * p <0,05 vs.
WT, ** vs. WT, p <0,05.

Portanto, enquanto a morfologia foi significativamente modificada (Figs.5A e 6)
em MFS-VSMC cultivadas, as diferengas morfologicas observadas, bem como os
marcadores bioquimicos € a resposta ao estiramento mecanico parecem extrapolar uma
mera mudanca fenotipica simples (i.e., "switch fenotipico") e apontam para outro tipo
de mudanca. Dada a aparente forma mesenquimal, avaliamos a expressdo de mRNA de
alguns marcadores de transicdo mesenquimal (Fig.8). A expressdo de caldesmona, Slug
e em particular N-caderina aumentou, enquanto Lam-1 diminuiu em MSF-VSMC vs.
WT. Estas alteragdes sao consistentes com uma transi¢do mesenquimal, indicando que
MFS-VSMC apresentam algum grau de transformagdo/transi¢do para um fendtipo

semelhante ao mesenquimal.



RESULTADOS-28

(o2)
1
+*

i =N
1

N
1

fold change MFS/WT

*

0 | | | | 1
RN ) Q S '\,g)\(\ & N
ST P E S

& N S
R SR

Figura 8- Marcadores de transicio mesenquimal em MFS-VSMC e WT-VSMC
cultivadas a partir de aortas de camundongos de 3 meses de idade: Marcadores de
transi¢do mesenquimal avaliados pelos niveis de mRNA de vimentina, SM-MHC,
caldesmon, Slug, FSP-1, itga5, N-caderina e Laml por qPCR. A expressdo do gene
HPRT serviu como controle positivo endogeno. Os dados foram expressos como fold-
change, normalizados pelos niveis de mRNA do controle (WT). Todos os resultados
estao representados como média + s.e.m; * p <0,05 vs. ctr, # p <0,05 vs. ctr.

4.2 Expressao de marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico

A fibrilina-1 ¢ uma proteina secretada de alto peso molecular e seu
processamento ocorre no reticulo endoplasmatico (Whiteman & Handford, 2003).
Logo, mutag¢des na sequéncia da fibrilina 1 podem originar estresse de RE, embora ndo
tenhamos sido capazes previamente de documentar disfuncdo do RE em fibroblastos
embrionarios de camundongos (Meirelles et al., 2016). Por outro lado, o fenotipo do
tipo mesénquima VSMC envolve remodelamento de RE e sintese aumentada de
proteinas (por exemplo de ECM), potencialmente sobrecarregando o RE. Além disso, o
estiramento mecanico pode desencadear o estresse RE em outro modelo de aneurisma
(Jia et al., 2015). Por conseguinte, avaliamos as expressdes de mRNA dos marcadores
de estresse do RE GRP78/BIP, GRP94, CHOP e¢ ATF4 e mostramos aumento
significativo em MFS-VSMC vs. WT-VSMC (Fig.9A), ao contrario dos resultados em
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MEFs do mesmo modelo (Meirelles et al., 2016). Em contrapartida, o estiramento
ciclico aumentou a expressdo de Grp78 em WT-VSMC, mas nenhuma alteragdo
adicional foi observada em MFS-VSMC (Fig.9B). Desta maneira, enquanto o
estiramento mecanico desencadeou mudanca fenotipica e estresse do ER em WT-

VSMC, MFS-VSMC parecem menos responsivas a tais sinais mecanicos.
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Figura 9- Expressio de marcadores de estresse do RE em MFS-VSMC vs. WT-
VSMC: As células MFS e WT foram expostas ou ndo a 8 horas de estiramento para
avaliagdo de estresse do RE. A presenca de estresse do RE foi avaliada pela marcagao
do anticorpo anti-KDEL, consequentemente da chaperona GRP 78. A marcagao com [3-
actina foi usada como controle endoégeno. N=3 * p <0,05 vs. WT, **, p <0,05 vs, WT, #
p <0,05 vs. ctr.

Como a composicao e rigidez da ECM sustentam os eventos de sinalizagdo
celular relacionados a diferenciagdo (Kim et al.,, 2011), investigamos se a ECM
defeituosa associada a MFS esta diretamente associada as altera¢des fenotipicas do
MFS-VSMC ou a expressao de marcadores de stress do RE. Com esse objetivo, MFS-
VSMC foram cultivadas por 72h em uma ECM acelular produzida por WT-MEF
saudaveis (conforme descrito em Métodos). Como mostrado nas Fig.10A-D, a
expressdo de calponina foi normalizada e a expressdo de SM22 aumentada ainda mais
em MFS-VSMC cultivadas em ECM saudavel, enquanto a expressao de GRP78 exibiu
alteragdes insignificantes, indicando que o fendtipo, mas ndo o estresse do RE, estd

diretamente correlacionado 8 ECM desorganizada.
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Figura 10 Analise de marcadores fenotipicos de MSF-VSMC e WT-VSMC de 3
meses apos a restituicio da matriz. VSMC primarias foram plaqueadas por 72 horas
em matriz acelular obtida através de MEFs (ecm) ou ndo, como descrito em M¢étodos.
A expressdo proteica de (A,B) Calponina, (A,C) SMA e (A,D) SM22 avaliadas por
Western blot, GAPDH foi usado como controle enddgeno: (E) Imagens representativas
da expressao proteica. Todos os resultados estdo representados como média + s.e.m; * p
<0,05 vs. WT, ** p <0,05 vs. WT ecm, ***p <0,05 vs. MFS.

4.3. Analise proteomica de proteinas diferencialmente expressas em MFS-VSMC

Dadas as alteragdes fenotipicas observadas em MFS-VSMC, investigamos o
perfil protedmico dessas células a fim de esclarecer mais profundamente os programas
fisiologicos subjacentes e possiveis implicagcdes funcionais. Foi realizada uma
abordagem bottom-up tipo shotgun comparando MFS-VSMC ¢ WT-VSMC, em que a
digestdo com tripsina foi seguida por andlise por LC/MS-MS, como descrito em

Me¢étodos. Tal anélise revelou um total de 1620 proteinas em ambas as amostras, dentre
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as quais 11 proteinas foram detectadas exclusivamente em MFS-VSMC (fig.11B)
(Tabela 1) e 7 detectadas exclusivamente em WT-VSMC (Tabela 2). Dentre 1602
proteinas expressas em ambos os gendtipos, 48 foram positivamente reguladas
(Anexo3-Tabela 3), enquanto 63 foram negativamente reguladas (Anexo2-Tabela 2) em
MFS-VSMC vs. WT-VSMC com p <0,05 (Fig.11C). A analise de proteinas
relacionadas ao fendtipo mesenquimal mostrou que EGFR foi detectado exclusivamente
em MFS-VSMC, enquanto LOX e Statl foram positivamente reguladas em MFS-

VSMC, corroborando a ocorréncia de transicao mesenquimal em células MFS.

Tabela 1- Proteinas apenas expressas na MFS-VSMC

Number

Gene of log p-
Entry name proteins Peptides value description
P03958  ADA 3 2 1,33 Adenosine deaminase

CTHRC
Q9DI1D6 1 5 3 1,59 Collagen triple helix repeat-containing protein 1

Receptor protein-tyrosine kinase;Epidermal growth
Q01279 EGFR 4 4 2,66 factor receptor
Q61554 FBNI1 7 3 2,12 Fibrillin-1
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain,

Q3ULDS MCcCC2 5 2 1,33 mitochondrial

MNDA Interferon-activable protein 205-A; Myeloid cell
PODOV1 L 6 2 1,79 nuclear differentiation antigen-like protein
P70180 NPR3 4 7 4,15 Atrial natriuretic peptide receptor 3

SEMA3
Q62181 C 1 2 1,79 Semaphorin-3C
P39876  TIMP3 3 4 1,79 Metalloproteinase inhibitor 3
P70362  UFDIL 4 2 1,79 Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolog

UGTIA
Q64435  6A 5 8 4,15 UDP-glucuronosyltransferase 1-6

Tabela 2- Proteinas apenas expressas na WI-VSMC

Number
Gene of log p-
Entry name proteins __ Peptides  value description
D3YVF0O AKAPS 2 4 2,18 A-kinase anchor protein 5
Coxsackievirus and adenovirus receptor
P97792  CXADR 2 3 2,88 homolog
FAM213
Q9CYH2 A 8 2 1,79 Redox-regulatory protein FAM213A
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-
Q62446  FKBP3 6 2 2,13 prolyl cis-trans isomerase FKBP3
Ribosyldihydronicotinamide dehydrogenase
QIJI75 NQO2 5 2 1,79 [quinone]
Q9QX96 SALL2 4 2 1,79 Sal-like protein 2

Q8VCX5 MICU1 2 2 1,33 Calcium uptake protein 1, mitochondrial
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Figura 11- Analise protedomica comparativa das MSF-VSMC e WT-VSMC
cultivadas a partir da aorta de camundongos com 3 meses de idade. (A) Esquema
representativo do numero de proteinas diferencialmente expressas ou reguladas
positiva/negativamente nas amostras MFS-VSMC e WT-VSMC. (B) Proteinas
exclusivamente expressas em MFS-VSMC. (C) Proteinas positivamente reguladas e
negativamente reguladas em MFS-VSMC, conforme indicado; expressao diferencial
entre MFS e WT foi definida com base em valor de p <0,05 e FDR <1%. O grafico
representa os nomes de genes que codificam cada uma das proteinas observadas e os



RESULTADOS-33

dados de alteracdo foram expressos em log2 fold-change. Uma descricao detalhada de
todas essas proteinas ¢ fornecida nas Tabela 2-5.

4.4. Analise das vias de enriquecimento funcional dos dados proteomicos em MFS-
VSMC e WT-VSMC

Em seguida, realizamos a andlise das vias de enriquecimento dos dados
protedmicos (como descrito em Métodos), com o fim de conectar proteinas positiva ou
negativamente reguladas em MFS-VSMC a processos bioldgicos, fungdo molecular,
componentes celulares e vias ativadas. Proteinas detectadas exclusivamente em MFS-
VSMC nido se associaram a processos especificos além de "regulacdo de dados de
processos biologicos", indicando regulacdo negativa de diferentes processos,
aparentemente desconectados entre si (Fig. 12). Apenas sete proteinas foram expressas
exclusivamente em WT-VSMC e nado apresentaram nenhum alinhamento capaz de gerar

processos GO.

GO Biological process (only MFS)

negative regulation of response to stimulus (GO:0048585)

negative regulation of signal transduction (G0:0009968)

negative regulation of multicellular organismal process (G0:0051241)
negative regulation of cell communication (GO:0010648)

negative regulation of signaling (G0:0023057)

Q Vv 1 ©
-log p-value

Figura 12- Processos biologicos de proteinas apenas expressas em MSF-VSMC e
WT-VSMC cultivadas a partir da aorta de camundongos com 3 meses de idade.
Para todos os dados de enriquecimento, as proteinas foram alinhadas de acordo com a
sua associacdo com um ou mais dos principais clusters funcionais do Gene Ontology
identificados a partir da andlise de bioinformdtica de David e Panther. Para todos os
dados, FDR <1% e valor de p <0,05 foram critérios obrigatorios.

A Fig. 13 A-D descreve os resultados da analise de enriquecimento de proteinas
reguladas negativamente em MFS-VSMC vs. WT-VSMC, que se associaram
estatisticamente a varios processos detectaveis por este tipo de analise. Dentre processos

biologicos e fungdes moleculares negativamente regulados, os principais se associaram
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a organizagdo do citoesqueleto, regulacdo do citoesqueleto de actina, juncdo celular e
desenvolvimento/diferenciacdo de células musculares. A andalise de componentes
celulares (que indica se o conjunto de proteinas associa-se a algum componente
especifico da célula) mostrou como principais "hits" negativamente regulados
citoesqueleto de actina, juncdes célula-célula, dominios de membrana, fibras de actina e
estruturas de adesdao (Fig.13B). Por fim, as vias negativamente reguladas convergem
para organizagao de juncao celular, hemostasia e intera¢des célula-célula e célula-EC

(Fig 13D).
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Figura 13- Analise de Ontologias Funcionais de proteinas reguladas negativamente
em MSF-VSMC e WT-VSMC cultivadas a partir da aorta de camundongos com 3
meses de idade. Mais importantes (A) Processos Bioldgicos Gene Ontology, (B)
Componentes Celulares, (C) Fungdo Molecular de Gene Ontology e (D) Analise de vias
de Enriquecimento a partir de proteinas down reguladas em MFS-VSMC em
comparagdo com WT-VSMC. Para todos os dados de enriquecimento (A-D), as
proteinas foram alinhadas de acordo com a sua associagdo com um ou mais dos
principais clusters funcionais do Gene Ontology identificados a partir da andlise de
bioinformatica de David e Panther. Para todos os dados, FDR <1% e valor de p <0,05
foram critérios obrigatérios.
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Contrastando com a andlise de proteinas negativamente reguladas em MFS-
VSMC, as proteinas reguladas positivamente nas MFS-VSMC nao produziram
associacdo significativa detectavel com processos bioldgicos especificos. Os
componentes celulares representaram basicamente as proteinas da matriz extracelular
(Fig. 14A). A tunica funcdo e via molecular regulada positivamente em MFS-VSMC
relacionou-se a processos metabolicos de moléculas pequenas (Fig. 14B) com um

numero significativo de proteinas relacionadas a mitocondria (Fig. 14C).

GO Cellular componets (Up regulated in MFS)

extracellular matrix (GO:0031012)
cytoplasm (G0:0005737)
collagen-containing extracellular matrix (GO:0062023)
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-log p-value
B
GO molecular function (Up regulated in MFS)
small molecule metabolic process (G0:0044281) _
N v ™ © ®
c -log p-value

Pathway (Up regulated in MFS)

Metabolism (R-MMU-1430728)
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Figura 14- Analise de Ontologias Funcionais de proteinas reguladas positivamente
nas MSF-VSMC e WT-VSMC cultivadas a partir da aorta de camundongos com 3
meses de idade. (A) Componentes Celulares, (B) Funcao Molecular de Gene Ontology
e (C) Anadlise de vias de Enriquecimento a partir de proteinas up reguladas em MFS-
VSMC em comparagdao com WT-VSMC. Para todos os dados de enriquecimento (A-C),
as proteinas foram alinhadas de acordo com a sua associagdo com um ou mais dos
principais clusters funcionais do Gene Ontology identificados a partir da andlise de
bioinformatica de David e Panther. Para todos os dados, FDR <1% e valor de p <0,05
foram critérios obrigatorios.
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4.5. MFS-VSMC demonstram menor capacidade de gerar forca de tracdo quando
comparadas a WT-VSMC

Dadas as alteracdes fenotipicas com perfil de transi¢do mesenquimal, a
regulacao negativa de proteinas relacionadas ao citoesqueleto (Fig.11) e o fato de que a
perda de geragao de forca muscular ¢ um ponto convergente da fisiopatologia da
maioria dos tipos de aneurisma de aorta toracica (Milewicz et al., 2017; Nogi et al.,
2018), foram realizados experimentos funcionais para explorar respostas de sinalizagdo
mecanica em MFS-VSMC e entender o perfil de geracao de forca dessas células. A
capacidade de geragao de forca foi analisada por Microscopia de Forca de Tragdo, que ¢
baseada no deslocamento de microesferas fluorescentes embebidas em matrizes de
rigidez conhecida. Este método envolve a aquisi¢do de trés imagens da mesma célula. A
primeira imagem € um contraste de fase para o delineamento da area celular (Fig.15A) e
a segunda para andlise de fluorescéncia das microesferas presentes na area onde a célula
¢ aderida (Fig.15B). A terceira imagem ¢ adquirida na fase fluorescente apds o
descolamento da célula usando tripsina (Fig.15C). O software MatLab sobrepde as trés
imagens de cada célula e identifica a mudanca da localizagdo das microesferas,
calculando assim a forca que a célula aplica no gel de acrilamida. Essa andlise gera
dados numéricos e um heat map, tal como na figura 15-D. A partir dos dados
numéricos, ¢ possivel calcular o momento contratil, que expressa a for¢a de tragdo que a

célula exerce no momento em que as fotos foram feitas.
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Figura 15 - Imagens obtidas da TFM: (A) foto da célula em contraste de fase. (B)
Imagem na fase de fluorescéncia para evidenciar as beads fluorescentes presentes na
area que a célula esta aderida. (C) Imagem na fase fluorescente apos o descolamento da
célula pos-tratamento com tripsina, usada para calcular o deslocamento das
microesferas antes e depois da adesdo da célula. (D) Apds as andlises, o software gera
essa imagem, além de dados numéricos, que em conjunto sdo usados para quantificar a
forca exercida na matriz de acrilamida.

A analise do heat map (Fig.16A-B) indicou claramente uma diminui¢do global
na forca de tragdo exercida pela MFS-VSMC vs. WT-VSMC, ambas semeadas em
matriz de poliacrilamida com coating de colageno (Fig.16) ou fibronectina (Fig.19) em
viscosidade fisiologica (4,8 kPa). Esses dados foram corroborados pelas analises
numéricas. O momento contratil liquido (Net contractile moment), que ¢ a forca de
tracdo exercida pelas células na matriz no momento em que as imagens foram

adquiridas, foi significativamente menor em MFS-VSMC vs. WT-VSMC (Fig.16C).
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Figura 16- Analise da forca de tracio em MFS-VSMC e WT-VSMC em cultura a
partir da aorta de camundongos com 3 meses de idade. VSMC de aorta de
camundongos foram plaqueadas a baixa confluéncia em matriz de acrilamida embebida
com microesferas fluorescentes, cujo deslocamento foi analisado por Microscopia de
Forca de Tragdo e dados processados como descrito em Métodos. (A) Forgas de tragao
de WT-VSMC e (B) MFS-VSMC (C): Momento contratil de cada célula na rigidez da
matriz de 4,8 kPa, normalizada por area (um?), calculada através do software imagel.
Resultados de 3 experimentos independentes avaliando pelo menos 5 células por
experimento. Dados expressos como média + s.e.m. * p <0,002.

Resultados semelhantes foram obtidos com a andlise da Strain energy, também
conhecida como energia de deformacgao, refletindo a plasticidade de um corpo quando
ele ¢ deformado e quanta energia ¢ consumida para retorna-lo ao estado inicial (Fig.17).
Esses resultados indicam que tanto a forca de tracdo quanto a energia envolvida no

processo de deformagao sdo consideravelmente menores na MFS-VSMC.
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Figura 17- Energia de deformac¢io avaliada em MFS-VSMC e WT-VSMC em
cultura a partir da aorta de camundongos com 3 meses de idade: As células
musculares lisas foram plaqueadas em baixa confluéncia em uma matriz de acrilamida
(4,8 kPa) embebida de microesferas fluorescentes, responsaveis por captar a forca
exercida pelas células a matriz. Foram feitos 3 experimentos independentes, buscando
avaliar ao menos 5 células independentes por experimento. **P<0,004

Sabe-se que o aumento na rigidez da ECM ¢ capaz de desencadear uma tensao
aumentada nas células aderidas, ndo muito diferente das forgas aplicadas externamente a
VSMC (Steucke et al., 2015). Deste modo, investigamos se a menor forca de tracao
reflete uma incapacidade intrinseca da MFS-VSMC para gerar forca em qualquer
rigidez da ECM. Para isso, mensuramos forc¢as de tracdo em diversos valores de rigidez
da ECM abaixo ou acima dos valores fisioldgicos. A Fig.18 mostrou que em todos os
valores da rigidez da ECM a forga de tragdao permaneceu menor em MFS-VSMC vs.
WT-VSMC. Ao mesmo tempo em alta viscosidade (90 kPa) MFS-VSMC atingiu
valores de for¢a analogos aos observados para niveis fisioldgicos (4,8 kPa) de ECM no
WT-VSMC. Assim, as menores forgas exercidas por MFS-VSMC nao refletem uma
incapacidade intrinseca para gerar forca, mas sim um forte amortecimento da curva de

resposta de rigidez da ECM/forga de tracao.
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Figura 18- Momento contratil em MFS-VSMC e WT-VSMC cultivadas a partir da
aorta de camundongos com 3 meses de idade, em matrizes com diferentes graus de
rigidez: As células musculares lisas foram plaqueadas em baixa confluéncia em matriz
de acrilamida de 1,2 kPa, 4,8 kPa, 11 kPa ou 90 kPa. Foram obtidos dados numéricos e
um grafico com valores em Pa, nos quais as cores indicam a for¢a exercida. O momento
contratil de cada célula foi normalizado por sua area calculada pelo software imagel.
Foram feitos 3 experimentos independentes, buscando avaliar ao menos 5 células
independentes por experimento. Dados expressos como média + s.e.m, #<0.05, * p
<0.002. ** p <0.004
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Figura 19- Momento contratil e energia de deformacio em MFS-VSMC e WT-
VSMC cultivadas a partir da aorta de camundongos com 3 meses de idade, em
coating de fibronectina- As células musculares lisas foram plaqueadas em baixa
confluéncia em uma matriz de acrilamida (4,8 kPa) embebida de beads fluorescentes,
com coating de fibronectina (responsaveis por captar a forca exercida pelas células a
matriz). Foram obtidos dados numéricos e um grafico com valores em Pa, nos quais as
cores indicam a forca exercida. O momento contratil de cada célula foi normalizado por
sua area calculada pelo software ImageJ. Foram feitos 3 experimentos independentes,
buscando avaliar ao menos 5 c€lulas independentes por experimento. *P<0,002

4.6. Perfil de adesio e analise de fibras de estresse de actina

Um dos principais mecanismos que podem comprometer a geracdo de forga de
tracdo celular ¢ a perda de estrutura/funcdo de adesdo, como observado anteriormente
em relagdo a modulagdo tiol-redox da superficie celular (Tanaka et al, 2018). Assim,
para avaliar mecanismos de prejuizo na forga de tragdo em MFS-VSMC, analisamos o
perfil de adesdes focais (FA). O numero absoluto de FA (Fig.20-B), bem como a area
total de FA (Fig.20C) foram aumentados em MFS-VSMC vs. WT-VSMC, enquanto o
nimero de FA normalizado pela area das células ndo mostrou diferencas entre esses
tipos de células (Fig.20D) , sugerindo que MFS-VSMC mostrou maior niumero absoluto
de FA devido a sua maior area (Fig.20A-D). Uma vez que o tamanho do FA tem sido
associado a sua maturagdo (Heng, 2014), investigamos o tamanho de cada FA para
analisar as diferencas no estado de maturacdo. Mais uma vez, nossos resultados
indicaram que ndo ha diferencas significativas entre MFS-VSMC e WT-VSMC no
tamanho da FA (um?) (Fig.20E).
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Figure 20- Analise de adesdao focal celular nas MFS-VSMC e WT-VSMC em
cultura a partir da aorta de camundongos com 3 meses de idade: As células foram
cultivadas em condigdes padrao por 24 h, fixadas/permeabilizadas e coradas para fibras
de estresse de F-actina (faloidina-branco), paxilina (vermelho) e nticleos (DAPI-azul).
(A) Imagens representativas de quantificacdo de adesdo focal (FA) usando Image] e
plugins especificos, como descrito em Métodos, para WT-VSMC ou MFS-VSMC,
produzindo as seguintes variaveis: (B) Numero de FA por célula. (C) area total de FA
por célula. (D) Area relativa de FA pela area da célula. (E) Tamanho individual de FA.
(A) - (E): os dados foram recolhidos a partir de trés replicados biologicos com 8-12
células visualizadas por dados de condi¢dao expressos como média + s.e.m. * p <0,05. A
barra de escala- S0pum.

Finalmente, foi realizado um ensaio de adesdao. Como mostrado na Fig.21A-B,
MFS-VSMC nao mostraram perda de capacidade de adesdo e de fato aderiram mais
rapidamente que WT-VSMC a matriz de colageno (Fig.21A), bem como de fibronectina
(Fig.21B). Assim, contrariamente as nossas expectativas iniciais, MFS-VSMC nao
exibiram perfil de adesao prejudicado e na verdade apresentados aumento em alguns

aspectos da funcao adesiva.
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Figure 21- Ensaio de adesdo das MFS-VSMC e WT-VSMC em cultura a partir da
aorta de camundongos com 3 meses de idade: Ensaio de adesdo feito como descrito
em M¢étodos (A) ensaio de adesdo usando colageno tipo 1 (10pg/ml) como coating (B)
usando fibronectina (10pug/ml) ensaio de adesao dados expressos como média + s.e.m.
*p <0,05.

Diante desses resultados, e de acordo com a andlise protedmica, questionamos se
a funcdo do citoesqueleto da actina poderia estar prejudicada quanto a formacdo de
fibras de estresse, pois ha uma correlagdo geral entre densidade de fibras de actina e
geragdo de forca de tracdo celular (Okeyo et al., 2015). Usando um algoritmo para
analise da densidade das fibras de estresse de actina, como descrito em métodos,
mostramos menor densidade de rede de fibra de actina em MFS-VSMC quando
comparado a WT-VSMC (Fig.22). Uma vez que a expressao total da SMA-actina foi
aumentada (Fig.7B-E), propomos que a perda da forca de tracdo na MFS-VSMC ¢
provavelmente devida ao prejuizo da regulacdo da polimerizagdo/organizacdo da F-
actina, em vez da perda da expressdo da actina em si. De fato, varias proteinas
reguladoras de F-actina foram menos expressas em MFS-VSMC, incluindo actinina-1,
cofilina-2, MICAL-1, CSPG4, Nestina-1, KLCI1, plastina e integrina B-1 (Fig.11C e
Anexo 2-Tabela 2)
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Figura 22- Analise da densidade da rede de actina das MFS-VSMC e WT-VSMC
em cultura a partir da aorta de camundongos com 3 meses de idade: WT-VSMC
corada com faloidina (A) ou MFS-VSMC (B). (C) Distribui¢ao do Boxplot da densidade
de filamentos de F-actina calculada pelo software Matlab® (ver Métodos). As imagens
foram obtidas na objetiva de 20x, # p <0,05. A barra de escala- S0pum.

4.7. Respostas fenotipicas e funcionais em MFS-VSMC isoladas de camundongos
com 6 meses de idade

Como a MFS ¢ uma doenca evolutiva com mecanismos patogénicos
potencialmente distintos em suas fases iniciais e avangadas, como de fato sugerido
recentemente (Parker et al, 2019), realizamos analises do fendtipo da VSMC,
morfologia celular e mecanismos funcionais em VSMC coletadas de camundongos
MFS e WT aos 6 meses de idade. Curiosamente, a maior parte das importantes
alteragdes presentes em MFS-VSMC coletadas de camundongos com 3 meses de idade
nao foi observada nas células isoladas aos 6 meses. Nestas, a morfologia e a area das
células ndo mostraram diferencas com o WT-VSMC (Fig.23A-B). A area média de
espalhamento em WT-VSMC aos 3 meses (4-5x10° um?) e aos 6 meses (4-6x10° um?)
ndo diferiram. Por outro lado a drea das MFS-VSMC de 3 meses e 6 meses foram
significamente divergentes, enquanto as MFS-VSMC de 3 meses apresentaram area em
torno de 2x10* pm?, as MFS-VSMC(6m) exibiram area de 6-8x10° um?. Avaliamos
também a expressdo de marcadores fenotipicos em VSMC de 6 meses (Fig.23C-F),
todos marcadores associados ao fenotipo contratil foram menos expressoas em MFS-
VSMC(6m) vs. WT-VSMC(6m). Ao contrario dos achados de 3 meses, MFS-
VSMC(6m) mostraram diminui¢do de todos marcadores contrateis avaliados, inclusive

SM22 e SMA que se expressaram aumentados em MFS-VSMC de 3 meses. Ja as WT-
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VSMC de 6 meses parecem estar mais diferenciadas que na mesma condi¢do em 3
meses, expressando Calponina, SM22 e SMA em quantidades aumentadas comparadas

a WT-VSMC.

1x100%4
8x1003.
E 6x1003 _l_
3 ax10%
©
2x1003:
0 T
WT(6m) MFS (6m)
c D E F
i WT (6m) MFS(6m)
1.5+
* caponint [
P P
810 =1 &0 — swizz [
z g 2 = — |
= o <
Lf}”' % 057 305 SMA  |uumedii
o
5 GAPDH B
0.0 0

0 T 0.0 T
WT(6m)  MES(6m) WT(6m)  MFS(6m) WT(sm)  MFS(6m)

Figura 23- Morfologia e area das MFS-VSMC e WT-VSMC cultivadas a partir de
aortas de camundongos de 6 meses de idade: (A) Analise morfologica de WT-VSMC
e MFS-VSMC: fibras de F-actina (branco), nucleos (DAPI - azul) e paxilina (vermelho)
analisados em células fixadas em paraformaldeido. (B) Area celular total, avaliada de
pelo menos 5 células por grupo, em 3 experimentos independentes, calculada usando o
software Imagel, imagens capturadas em objetiva 20x. A barra de escala- 50um. A
expressdo proteica de (C) Calponina, (D) SM22 e (E) SMA avaliadas por Western blot,
GAPDH foi usado como controle endégeno: (F) Imagens representativas da expressao

proteica. Todos os resultados estdo representados como média + s.e.m; * p <0,05 vs.
WT (6m)

A expressao de RNAm de marcadores de estresse de ER ndo mostrou diferengas

quando avaliados em MFS-VSMC vs. WT-VSMC (Fig.24).
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Figura 24- Marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico em MFS-VSMC e
WT-VSMC cultivadas a partir de aortas de camundongos de 6 meses de idade: (A)
Marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico foram avaliados através dos niveis
de mRNA de GRP78 (BIP), GRP94, CHOP, ATF4 ¢ ATF6a por qPCR. O HPRT serviu
como controle positivo interno.

Os marcadores de transi¢do mesenquimal também exibiram altera¢des atenuadas
em MFS-VSMC vs. WT-VSMC, por exemplo, apenas o caldesmona manteve-se
aumentado enquanto a N-caderina ¢ Lox diminuam (Fig.25).
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Figura 25- Marcadores de transicio mesenquimal em MFS-VSMC e WT-VSMC
cultivadas a partir de aortas de camundongos de 6 meses de idade: Marcadores de
transicdo mesenquimal avaliados pelos niveis de mRNA de vimentina, lox1, caldesmon,
E-caderina, N-caderina, Slug e FSP-1 por qPCR. A expressao do gene HPRT serviu
como controle interno. Os dados foram expressos como fold-change, normalizados
pelos niveis de mRNA do controle (WT). *, # p <0,05 vs. ctr



RESULTADOS-47

Em paralelo, observamos relagdes analogas nas diferencas funcionais. O perfil
de forca de tragdo expresso por Net contractile moment e Strain energy nao mostrou
diferengas entre MFS-VSMC ¢ WT-VSMC (Fig.26-B). E importante observar que as
mecanorespostass foram atenuadas significativamente mesmo em WT-VSMC. Este
dado pode ser devido ao envelhecimento das células. De fato, observamos (dados nao
mostrados) que MFS-VSMC aos 6 meses crescem bem mais lentamente que MFS-
VSMC aos 3 meses. Em paralelo, para investigar se esses resultados foram
influenciados pela senescéncia, realizamos ensaios de beta-galactosidase (Fig.28), que
ndo mostraram evidéncia de senescéncia em MFS-VSMC (6m) ou WT-VSMC (6m).
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Figura 26- Perfil de forcas das MFS-VSMC e WT-VSMC cultivadas a partir de
aortas de camundongos de 6 meses de idade: (A) Momento contratil na rigidez da
matriz de 4,8 kPa, normalizado pela area de cada célula (um?), calculado através do
software de imagem-J. Resultados de 3 experimentos independentes avaliando pelo
menos 5 células por experimento. (B) Energia de deforma¢ao medida simultaneamente
com o momento contratil nas mesmas amostras que (A). (C) Imagens representativas
das forgas de tragado em WT-VSMC e MFS-VSMC.

A andlise de adesdes focais mostrou que embora MFS-VSMC tivessem area de
FA/area de células diminuida (Fig.27D), a area, o tamanho e o nimero de FA ndo
apresentaram diferengas vs. WT-VSMC (Fig.27A, B, C, E).
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Figure 27- Analise das adesdes focais em MFS-VSMC e WT-VSMC cultivadas a
partir de aortas de camundongos de 6 meses de idade: (A) Imagens representativas
da quantificacdo de adesdes focal (FA) utilizando ImageJ e plugins especificos, como
descrito em métodos, para WT-VSMC ou MFS- VSMC, obtendo as seguintes varidveis:
(B) numero de FA por célula. (C) area total de FA por célula. (D) Tamanho individual
de FA. (E) Area relativa de FA para area da célula. (B) - (E): os dados foram coletados
de trés repeticdes biologicas com 8-12 células visualizadas por condi¢do. Os dados sao
expressos como média + s.e.m.; * p <0,05 vs. WT(6m). A barra de escala- SOum.

WT-VSMC (6m) MFS-VSMC (6m) CaCo2

Figure 28- Analise de senescéncia: As c¢lulas primarias foram marcadas com SA-fgal
em MFS-VSMC e WT-VSMC cultivadas a partir de aortas de camundongos de 6 meses
de idade como descrito em métodos. Como controle positivo, células de linhagem
CaCo2. Imagens obtidas no aumento de 10x. Marcado pela seta vermelha, coradas em
azul as células senescentes.



5.DISCUSSAO



DISCUSSAO-50

5. DISCUSSAO

Os resultados encontrados nesse estudo mostram a ocorréncia de significantes
alteragdes fenotipicas nas VSMC com a mutacio mgAP" para MFS. Aos 3 meses de
evolugdo, detectamos alteragdes fenotipicas nas MFS-VSMC, com maior proliferagao
celular e reducao de alguns marcadores de diferenciacdo (calponina-1), porém aumento
de outros (SMA e SM22). Ao mesmo tempo, ocorreu mudangca morfologica, com
aumento da area aderida da célula e perda do formato fusiforme. Tais altera¢des foram
consistentes com transicdo para fenotipo mesenquimal, que foi confirmada pela
expressao de varios marcadores. Os marcadores de estresse RE aumentaram em MFS-
VSMC vs. WT-VSMC condi¢ao basal, sem aumento pds estiramento mecanico. A
correcdo da matriz de fibrilina-1 defeituosa em MFS-VSMC promoveu reversao de
alguns aspectos do fenotipo, mas nido do estresse do RE. MFS-VSMC mostra perfil
protéomico divergente de WT-VSMC, em particular menor expressdo de proteinas
regulatérias do citoesqueleto. Importante, MFS-VSMC tém reduzida capacidade de
gerar for¢a de tracdo quando semeadas em matriz com rigidez fisioldgica e geram
menor momento contratil in vitro, no entanto, sem perda na capacidade de adesdo.
Importante, MFS-VSMC tém forte atenuagdo da resposta de tracdo a aumentos da
rigidez da matriz. Em paralelo, MFS-VSMC exibem menor densidade em fibras de
estresse de actina em relagdo as WT-VSMC. A maioria destas alteragdes ndo foram
observadas aos 6 meses de evolugdo da doenca.

O principal achado do nosso estudo ¢ a validagao de que MFS-VSMC exibem,
durante os estagios iniciais da evolucao da doenga (camundongos de 3 meses de idade),
prejuizo na capacidade de geracdo de forga de tracdo, no contexto de um fenétipo tipo
de transi¢do. Esses resultados t€ém vdrias implicagdes. Primeiro, eles reforcam a ideia da
VSMC como fator central no desenvolvimento de TAAD na MFS, tendo em vista que a
perda na capacidade de gerar de forca em VSMC ¢ cada vez mais reconhecido como um
elemento comum na génese de aneurismas de diferentes etiologias (Milewicz et al.,
2017). Em segundo lugar, o fenotipo estavel observado em VSMC em cultura sugere
que os programas de genes desregulados, em vez de apenas mudangas fenotipicas
especificas do contexto reversiveis, contribuem para a desregulacdo da mecanoresposta
em VSMC. Isto ¢ ainda mais consistente com o fen6tipo de transicdo observado em

nosso trabalho, que difere de uma simples mudanga fenotipica. Além disso, o prejuizo
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significativo da resposta de forca em VSMC ao aumento de rigidez da ECM, implica
numa mecanossinaliza¢do alterada como um fator subjacente na pato-biologia MFS-
VSMC (Fig. 29). Além disso, nossos resultados indicam que a capacidade de geracdo de
for¢a prejudicada ndo se associa com a perda na capacidade de adesdo nem com a
menor expressdo de genes geradores de forga, mas sim com a organizagio prejudicada
do citoesqueleto de actina. Além disso, embora os danos na capacidade de geragdo de
forga também ocorram em mais estagios da doenga (camundongos de 6 meses de idade),

1sso parece se associar ao envelhecimento e a redugado da diferenciagao de VSMC.
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Figura 29 - Modelo de como as alteracdes de forca, ECM alterada e alteracdes

fenotipicas convergem geracio de aneurismas em MFS-VSMC

A modulagdo fenotipica em VSMC ¢ subjacente a doenca vascular, mas em
paralelo ¢ essencial para o desenvolvimento cardiovascular adequado. O complexo
fenotipico de nossas MFS-VSMC apresenta caracteristicas de fendtipo tanto contratil
quanto sintético e parece ir além de mudangas fenotipicas simples e reversiveis. Nossos
resultados sdao reminiscentes de outros trabalhos mostrando que o fendtipo MFS-VSMC

exibe marcadores contrateis tanto em células cultivadas e espécimes humanos (Crosas e



DISCUSSAO-52

Molist et al., 2015), como em modelos de células pluripotentes induziveis (Granata et
al., 2017) e modelos animais (Parker et al., 2018). Nossos resultados estendem esses
achados revelando um fendtipo de transi¢ao semelhante a mesenquimal, sugerindo que a
expressdao de marcadores contrateis pode estar por trds de uma possivel alteragdo em
programas de desenvolvimento. Ainda ndo € claro se nossos dados representam uma
recapitulagdo de um fendtipo dormente da VSMC, ou a manifestacdo “de novo’ de um
fenotipo transformado. Essa ¢ uma questdo relevante a ser perseguida. Um fenétipo
misto dormente nessas VSMC ndo ¢ improvavel, considerando que VSMC coletadas de
aortas de camundongos com 3 meses de idade estdo nos estagios finais de uma fase de
transicdo de maturagdo, de tal modo, esse fendtipo ndo ¢ incomum. Além disso, ndo
podemos excluir que possiveis artefatos de cultura tenham contribuido para a mudanga
do tipo mesénquima, pois € bem sabido que VSMC em cultura sofrem espontaneamente
uma mudanga para um fenétipo sintético, independente da estimulagdo mitogénica
externa (Shanahan & Weissberg, 1998). Por outro lado, VSMC em geral sdo capazes de
manter seus fendtipos estaveis em cultura e os fenotipos de regides distintas (Owens et
al., 2004), bem como de origens embriologicas distintas (Wang et al., 2015), podem ser
fielmente recapitulados in vitro. De maneira geral, os novos achados de um fenétipo
semelhante a0 mesénquima observado por nos enfatiza a importancia dos programas
genéticos de desenvolvimento em VSMC e podem esclarecer os fendtipos discordantes
de VSMC entre a MFS e outras etiologias de aneurisma.

Os mecanismos relacionados com a falha na capacidade de geragdo de for¢a em
MFS-VSMC podem envolver dois modelos principais. No primeiro modelo, a ECM
defeituosa promove alteragdes fenotipicas por meio de sinais bioquimicos e isso levaria
a uma menor geragdo de forca. No segundo modelo, a ECM defeituosa levaria a
prejuizos tanto na mecanossensibilizagdo como na mecanossinalizagdo, que em paralelo
se associariam ao fendtipo alterado. E provavel que uma combinagio desses dois
modelos seja responsavel pelas mudangas observadas. Mostramos que a substitui¢do de
uma ECM defeituosa por uma corrigida induz uma reversao parcial do fenotipo da
MFS, o que ¢ consistente com ambos os modelos. Em paralelo, a menor capacidade de
geracdo de forca da MFS ndo refletiu uma incapacidade intrinseca de gerar forca, mas
sim um amortecimento significativo da resposta da forca da VSMC ao aumento de
rigidez da ECM. Isso implica na mecanossensibilizagdo prejudicada como um fator

importante na menor capacidade de geracdo de forca. Essas consideracdes estdo de
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acordo com a fisiopatologia de outros tipos de aneurismas aodrticos, nos quais a
mecanossensibilizacdo prejudicada ¢ o principal mecanismo subjacente patogénico,
convergindo para a menor capacidade de geracao de forca das VSMC. Uma menor
capacidade de geracao de forca da VSMC pode perturbar significativamente a unidade
VSMC-ECM (Zamir & Geiger, 2001) levando a danos no remodelamento da ECM,
alteracdo da distribuicdo de forca e acoplamento de tensdes mecanicas a respostas de
sinalizagdo apropriadas. E bem conhecido que mutagdes que levam a uma menor
expressdao de genes contrateis promovem TAAD (Milewicz et al., 2017). Em outros
modelos de TAAD, foi documentado que a expressdo prejudicada de SMA gera a
modificacdo fenotipica para o perfil sintético. Em contraste, embora a expressdao de
proteinas contrateis, como SMA e SM22, seja conhecida estarem relacionadas a forga
de tracao celular aumentada (Chen, 2007), tanto a expressao da proteina SMA quanto a
SM22 em nosso estudo, aumentaram em MSF-VSMC. Ao mesmo tempo, apesar da
presenga de fibras de estresse de actina bem organizadas em MFS-VSMC (Fig.5), a
densidade da rede de actina foi diminuida vs. WT-VSMC (Fig.22), sugerindo que a
regulacao prejudicada de F-actina em vez de menor expressao SMA, foi responsavel
pela menor geragdo de forca. A formagdo de tais feixes contrateis estreitamente
acoplados para geracdo de forca e coordenar as forgas reciprocas responsaveis pela
deformabilidade celular e interacdo das fibras de actomiosina. De fato, os dados de
analise protedmica mostraram menor expressdo de varias proteinas associadas a
polimerizacdo de fibra actina ou furnover/estabilizacio em MFS (Fig.11). Exemplos
destes incluem a cross linker de actina, a actinina-1 (Roca-Cusachs et al., 2013), a
cofilina, que sustenta o turnover de actina nos lamelipodios (Zimmermann & Kovar,
2019), MICAL, que ¢ responsavel pela despolimerizagdo de actina (Grintsevich et al.,
2016), CSPG4 suporta a formacao de F-actina (Tang et al., 2018) e plastina, um dos
principais reguladores da formag¢ao do citoesqueleto de actina e actina cortical (Ding et
al., 2017). Curiosamente, a nestina-1, a proteina mais negativamente regulada na MFS,
¢ uma proteina filamentar intermediaria conhecida por despolimerizar vimentina e
apoiar a proliferacdo de VSMC pulmonar (Saboor et al., 2017). Assim, em comum com
outros tipos de TAAD, o MFS-VSMC apresenta menor capacidade de geragdo de forga,
mas a fisiopatologia parece envolver a prejuizos na regulacdo de F-actina ao invés de

menor expressao de proteinas contrateis.
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Um aspecto relevante do nosso trabalho foi que a adesdo celular ndo foi
prejudicada nas MFS-VSMC vs. WT-VSMC e, na verdade, melhorada em alguns
aspectos. Isso ndo € apenas consistente com o fenodtipo de transigdo mista observado por
nos, mas também indica que a capacidade de geracdo de forga prejudicada nao envolve
a danos na formacao de estruturas de adesdo. De fato, embora a adesdo seja associada a
forca, a FA pode se tornar apenas um dispositivo passivo de ancoragem a medida que
amadurece e nessa situacdo pode produzir forca insignificante (Beningo et al., 2001).
Observacdes recentes também impdem restricdes espaco-temporais ao crescimento
aderéncias (Stricker et al., 2011) indicando que o crescimento de FA ndo ¢ necessario
para transmitir grandes tensdes de tracdo a ECM. Neste contexto, o comprometimento
na geracdo de forca de tracdo parece preferencialmente associado a sinalizagdao de fora
para dentro (outside-in), envolvendo integrinas, em vez de capacidade de adesdo. De
fato, um modelo de “embreagem molecular” foi proposto para entender como as células
acoplam sua adesdo integrina-ECM aos feixes de actina intracelular, com base no
acumulo de for¢a e no nimero de unidades de fixagao (Owen et al., 2017). Isso reforga
ainda mais a mecanossensacao prejudicada como uma caracteristica crucial da MFS-
VSMC.

Embora o foco principal de nosso trabalho fosse sobre VSMC pos-maturacao
nos estagios iniciais da evolugdo da MFS, nds também avaliamos a VSMC coletada de
camundongos de 6 meses de idade, um estagio avangado, considerando a evolucdo da
MES com desenvolvimento de TAAD. Nossos resultados demonstram a manutengao da
menor capacidade de geracdo de for¢a, porém ndo distinta da WT-VSMC. Apesar de
evidéncias que as VSMC de 6 meses ndo sdo senescentes (Fig.28), suspeitamos que o
envelhecimento esteja por tras da menor capacidade de geragao de forca do WT-VSMC.
De fato, o envelhecimento ¢ um fator de risco bem conhecido para o desenvolvimento
de aneurismas e tem sido associado a capacidade de geracdo de forca prejudicada e
alteragcdes mecanicas na aorta (Humphrey & Milewicz, 2017). Isto sugere que o
envelhecimento em VSMC pode acelerar o fendtipo MFS. Paralelamente, observamos
que MFS-VSMC exibem uma menor expressdao de genes contrateis vs. seus
correspondentes WT-VSMC, entretanto a expressdo de marcadores contrateis em MFS-
VSMC foi bastante robusta e acima dos marcadores correspondentes em 3 meses de
idade das WT-VSMC. Assim, os marcadores contrateis permanecem bem expressos ao

longo da evolug¢ao da MFS, refor¢ando ainda mais os fendtipos observados nos modelos



DISCUSSAO-55

anteriores da MFS (Parker et al., 2018; Crosas-Molist et al., 2015, 2015; Dale et al.,
2017; Granata et al., 2017). Um estudo recente em camundongos indicou perfis
protedmicos em evolugdo na MFS avangada, indicando wuma expressao
proeminente/papel funcional para a integrina B3 na capacidade migratoria de MFS
(Parker et al., 2018).

Em resumo, nossos resultados descrevem um comprometimento da forga de
tracdo em MFS-VSMC em todos os estagios de evolucao da doenga no modelo de
camundongo MFS, com amortecimento da resposta a rigidez da matriz em MFS-VSMC
de 3 meses de idade. Em termos gerais, este resultado estd de acordo com a evolugdo
observada de outros modelos de TAAD. Outras caracteristicas da MFS comuns a outros
modelos de TAAD incluem alteragdo estavel no fendtipo de VSMC além de
deformacdes na regulagdo da unidade VSMC-ECM. Em paralelo, nossos resultados
mostram varias caracteristicas especificas das MFS-VSMC, algumas em desacordo com
os achados descritos em outros modelos. Um dado importante ¢ que a perda na
capacidade de geragdo de forga na MFS ndo ¢ devida a redugdo de proteinas contrateis,
associado com mudancas para o fendtipo sintético. Além disso, MFS-VSMC nao
exibem falhas em respostas de adesdo. Em vez disso, mostramos que o prejuizo na
geracdo de forca na MFS se correlaciona com a regulagdo prejudicada na formagdo de
fibras de estresse de actina, num contexto de um complexo fenotipo de transi¢do com
caracteristicas mesenquimais. Estas novas observacdes levantam a importancia de
alteracdes em programas génicos de desenvolvimento como mediadores de mudangas
fenotipicas em MFS-VSMC. Esses resultados ajudardo a esclarecer a historia
mecanobiologica da fisiopatologia da MFS e poderdo abrir caminho para uma melhor

compreensao da patobiologia da VSMC na MFS.
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Anexo 1- Tabela 1-Sequencias dos primers usados no RT-PCR

Protein Foward sequence Reverse sequence

name

Atf4 GAGCTTCCTGAACAGCGAAGTG TGGCCACCTCCAGATAGTCATC
Atfé6a CTTCCTCCAGTTGCTCCATC CAACTCCTCAGGAACGTGCT
BiP/GRP78 TTCAGCCAATTATCAGCAAACTCT TTTTCTGATGTATCCTCTTCACCAGT
GRPY4 AAGAATGAAGGAAAAACAGGACAAAA CAAATGGAGAAGATTCCGCC
CHOP CCACCACACCTGAAAGCAGAA AGGTGAAAGGCAGGGACTCA
Caldesmon AGAGATCGAAAGGAGAAGGG CTATCTTGAGAGACGAGCCT
SM-MHC CATGGACCCGCTAAATGACA CAATGCGGTCCACATCCTTC
Vimentin CTTGAACGGAAAGTGGAATCCT GTCAGGCTTGGAAACGTCC
N-cadherin AGGGTGGACGTCATTGTAGC CTGTTGGGGTCTGTCAGGAT
E-cadherin AGGTTTTCGGGCACCACTTA TGATGTTGCTGTCCCCAAGT
Slug CTCACCTCGGGAGCATACAG GACTTACACGCCCCAAGGATG
FSP-1 GGCAAGACCCTTGGAGGAG CCTTTTCCCCAGGAAGCTAG
Lox CCACAGCATGGACGAATTCA AGCTTGCTTTGTGGCCTTCA
Integrin a- TGCAGTGGTTCGGAGCAAC TTTTCTGTGCGCCAGCTATAC
5

Laminin-1 CCTGGACTTACGGCAGGTC AGGGTTTGAACTTGACGCCAT
HPRT GCAGCGTTTCTGAGCCATTG AAAGCGGTCTGAGGAGGAAG
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Anexo 2- Tabela 2- Proteinas menos expressas nas MFS-VSMC

Numb
er of log 2
Gene protei  Pepti fold log p-
Entry name ns des  change value description
P60710 ACTB 2 36 -0,15 1,71  Actin, cytoplasmic 1
ACTCI; Actin, alpha cardiac muscle 1;Actin,
P68033 ACTALl 12 34 -0,21 2,54  alpha skeletal muscle
Q7TPR4 ACTNI 4 68 -0,33 2,56  Alpha-actinin-1
Q7TPR4 ACTNI1 2 68 -0,30 2,20  Alpha-actinin-1
ALDH1
P24549 Al 3 20 -0,71 1,31 Retinal dehydrogenase 1
ALDH1
Q62148 A7 12 -1,53 2,04  Aldehyde dehydrogenase, cytosolic 1
P97429 ANXA4 20  -0,39 2,64  Annexin A4;Annexin
035640 ANXAS 21 -0,18 1,88  Annexin A8;Annexin
ATP2B Plasma membrane calcium-transporting
GSE829 1 28 -1,42 2,13 ATPase 1
P08074 CBR2 3 -3,70 2,24  Carbonyl reductase [NADPH] 2
P80318 CCT3 8 21 -0,21 1,60 T-complex protein 1 subunit gamma
P49615 CDKS5 4 4 -1,81 1,62 Cyclin-dependent-like kinase 5
P45591 CFL2 3 9 -0,87 2,13 Cofilin-2
Citrate synthase, mitochondrial;
Q9CZU6 CS;CSL 4 16 -0,47 2,24  Citrate synthase
Q8VHY(0 CSPG4 2 16 -3,32 2,65 Chondroitin sulfate proteoglycan 4
P97315 CSRP1 2 8 -0,34 2,13 Cysteine and glycine-rich protein 1
Cathepsin B;Cathepsin B light chain;
P10605 CTSB 4 8 -0,62 2,11 Cathepsin B heavy chain
P17182 ENO1 18 31 -0,12 1,60 Alpha-enolase
Q9CQ92  FISI 3 4 -042 1,33  Mitochondrial fission 1 protein
Q00612  G6PDX 1 19  -0,25 1,41  Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
Glyceraldehyde-3-phosphate
P16858 GAPDH 21 24 -0,25 1,71 dehydrogenase
Guanine nucleotide-binding protein G(i)
P08752 GNAI2 20 12 -0,85 1,59  subunit alpha-2
Isocitrate dehydrogenase [NADP],
P54071 IDH2 3 11 -0,70 2,68 mitochondrial
IGF2BP Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding
QI9CPN8 3 3 5 -1,26 1,60 protein 3
P09055 ITGB1 2 13 -0,31 1,30 Integrin beta-1
Q02257 JUP 1 14 -0,94 1,36  Junction plakoglobin
088447 KLC1 18 7 -1,00 1,59 Kinesin light chain 1
Q8VEEl1 LMCDI1 3 14 -1,04 3,16 LIM and cysteine-rich domains protein 1
Q64133 MAOA 4 17 -0,50 1,36  Amine oxidase [flavin-containing] A
MICAL Protein-methionine sulfoxide oxidase
Q8VDP3 1 2 9 2,17 1,39 MICALI
E0CZ22 MROHI1 1 3 -1 1,33 Maestro heat-like repeat family member 1
NDUFS NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-
P52503 6 3 2 -1,58 1,33 sulfur protein 6, mitochondrial
Q6PSH2  NES 1 15 -3,86 2,42 Nestin
P29758 OAT 4 25  -0,56 1,89  Ornithine aminotransferase, mitochondrial
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Q7TQI3

P53810
Q99K51
P17225
P61021
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P50543
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3

OTUBI
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PTBPI
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S100A1
1

SFXN1
SFXN3

STT3A
TAGLN
2
TBCI1D
15
TGFBI1I
1

TKT
TNFAIP
8

TPM1

TPM4
TUBB4
A

UCHLI
VCL

12
25

18

26

29

28

29

62

-1,58
-1,17

-0,58
-0,55
-0,28
-0,58
-0,42

-0,49
1,32
-0,26

1,22
-0,53
2,32

-2,00
-0,41

0,34
-0,49

0,22

-2,09
-0,51

1,59
2,13

2,13
1,81
1,62
1,33
1,33

1,59
1,67
1,79

1,79
1,94
2,32

2,18
2,52

1,33
1,79
2,50

1,37

1,46
2,30
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Oxysterol-binding protein;Oxysterol-
binding protein-related protein 3

Ubiquitin thioesterase OTUB1
Phosphatidylinositol transfer protein alpha
isoform

Plastin-3

Polypyrimidine tract-binding protein 1
Ras-related protein Rab-5B
RNA-binding protein 3

Protein S100-A11
Sideroflexin-1

Sideroflexin-3
Dolichyl-diphosphooligosaccharide- protein
glycosyltransferase subunit STT3A

Transgelin-2

TBC1 domain family member 15
Transforming growth factor beta-1-induced
transcript 1 protein

Transketolase
Tumor necrosis factor alpha-induced
protein 8

Tropomyosin alpha-1 chain

Tropomyosin alpha-4 chain

Tubulin beta-4A chain

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase;
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
isozyme L1

Vinculin
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Anexo 3- Tabela 3- Proteinas mais expressas nas MFS-VSMC

Num
ber
of log 2
Gene prote Pepti fold log p-
Entry name ins des change value description
Very long-chain specific acyl-CoA
P50544 Acadvl 3 14 0,95 1,83 dehydrogenase, mitochondrial
P45377 Akr1b8 1 5 1,81 2,68 Aldose reductase-related protein 2
Alpha-aminoadipic semialdehyde
Q9DBF1  Aldh7al 5 2,00 2,22 dehydrogenase
P22892 Aplgl 5 2,81 1,88 AP-1 complex subunit gamma-1
Adipocyte plasma membrane-associated
Q9D7N9  Apmap 1 5 1,70 2,51 protein
P84084 Arf5 1 5 0,58 1,33 ADP-ribosylation factor 5
P16460 Assl 3 11 3,27 3,69 Argininosuccinate synthase
B2RXY7 Cbrl 3 5 3,00 2,11 Carbonyl reductase [NADPH] 1
Q8K354  Cbr3 1 12 4,70 1,54 Carbonyl reductase [NADPH] 3
Q8BK48  Ces2e 1 6 1,87 1,79 Pyrethroid hydrolase Ces2e
P98078 Dab2 12 8 2,58 1,75 Disabled homolog 2
Q62095  Ddx3y 2 10 1,39 1,30 ATP-dependent RNA helicase DDX3Y
Dihydrolipoyl dehydrogenase,
008749 DId 2 8 0,71 1,60 mitochondrial;Dihydrolipoyl dehydrogenase
EGF-containing fibulin-like extracellular
Q8BPBS5  Efempl 5 9 2,39 2,52 matrix protein 1
P60843 Eifdal 15 20 0,15 1,62 Eukaryotic initiation factor 4A-I
P20352 F3 3 2,00 1,88 Tissue factor
Q05816 Fabp5 11 0,45 1,45 Fatty acid-binding protein, epidermal
FERM, RhoGEF and pleckstrin domain-
F8VPU2  Farpl 15 0,31 1,60 containing protein 1
Q9QXA3 Fatl 17 0,51 2,00 Fat 1 cadherin
Glutamine--fructose-6-phosphate
Q97279  Gfpt2 2 8 1,74 2,21 aminotransferase [isomerizing] 2
P51655 Gpcé 1 6 2,00 2,18 Glypican-4;Secreted glypican-4
Q80SU7  Gvinl 3 4 1,81 1,62 Interferon-induced very large GTPase 1
Hnrnph Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
P70333 2 2 8 0,44 1,88 H2
Q9DOE1  Hnrnpm 11 14 0,45 1,79 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Q61699 Hsphl 6 13 0,72 1,37 Heat shock protein 105 kDa
P49442 Inppl 4 2,17 1,60 Inositol polyphosphate 1-phosphatase
KN motif and ankyrin repeat domain-
Q8BX02 Kank2 1 0,58 1,79 containing protein 2
P28301 Lox 7 2,46 1,80 Protein-lysine 6-oxidase
Q62433 Ndrgl 5 1,58 1,79 Protein NDRGI
Pyruvate carboxylase;Pyruvate carboxylase,
Q05920 Pcx;Pc 9 12 1,72 1,54 mitochondrial
Q80ZA4  Pkhdlll 9 2,91 2,54 Fibrocystin-L
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-
Q9R0B9  Plod2 4 20 2,75 3,84 dioxygenase 2
B2RXS4  Plxnb2 4 16 0,45 2,13 Plexin-B2
Q9EP71  Rail4 2 5 1,46 2,11 Ankycorbin
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Q6ZWZ6
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Q8BHF5
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QYD154

Q8BH59
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Rpl22
Rps12
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Slc25al
2
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a

Vnnl
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2
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19
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10
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0,46
0,66
0,26
0,45
0,19

1,00
1,18

1,15
0,30
0,47

3,58
0,58

4,39
0,95

1,94
1,60
2,13
2,11
2,11

1,33
3,03

2,27
1,60
2,13

1,60
1,33

4,43
1,55
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Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic
60S ribosomal protein L22

40S ribosomal protein S12
Reticulon-4

Reticulon
Sec24-related gene family, member B (S.
cerevisiae)

Leukocyte elastase inhibitor A
Calcium-binding mitochondrial carrier
protein Aralarl

ADP/ATP translocase 1

4F2 cell-surface antigen heavy chain

Signal transducer and activator of
transcription;Signal transducer and activator
of transcription 1

Surfeit locus protein 4
UDP-glucuronosyltransferase 1-7C;UDP-
glucuronosyltransferase 1-9;UDP-
glucuronosyltransferase 1-2;UDP-
glucuronosyltransferase 1-1

Pantetheinase
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