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Resumo

A fibrilina-1 € um importante componente da rede de microfibrilas presentes nas fibras eldsticas.

Mutagdes no gene da fibrilina-1 leva ao surgimento da Sindrome de Marfan. Esta doenga afeta a
elastogénese de 6rgdos como pulmdes, pele e sistema cardiovascular. Estudos recentes tém
demonstrado que o desequilibrio na atividade de TGF-beta € importante no aparecimento dos
sinais e sintomas relacionados a essa sindrome. Estas alteracdes podem ser revertidas pelo uso de
antagonistas de TGF-beta como o principio ativo losartan. Os mecanismos pelo qual o losartan
atua ainda ndo estiao claramente descritos na literatura. Assim, utilizando um modelo de cultura
de células primdrias (fibroblastos de derme) derivadas de camundongos selvagens e deficientes
em fibrilina-1, foi avaliado o perfil elastogénico por ensaios de imunofluorescéncia, zimografia in
situ, Real-Time PCR, microscopia eletrOnica de transmissdo e varredura e western-blotting de
diferentes proteinas de matriz extracelular e moléculas sinalizadoras importantes na sintese e
degradacdo das fibras elasticas. Os dados apresentados sugerem uma reducdo conjunta da
deposicdo das proteinas MAGP-1 (83%), Tropoelastina (87,5%) e Fibilina-1 (86%) na matriz
extracelular; aumento na atividade e também dos niveis de expressdo génica relativa das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, ativacdo da cascata de sinalizagdo canonica (SMAD-2) e
nao candnica (ERK1/2 e JNK-1) de TGF-beta e aumento nos niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas culturas de fibroblastos de derme derivados de camundongos deficientes em
fibrilina-1. Ao passo que ao utilizar o principio ativo losartan (100uMol/L) como tratamento para
estas células ocorreu um aumento da deposicao de MAGP-1 (71,5%) e Tropoelastina (68,5%) na
matriz extracelular, redu¢do da atividade e expressdo génica relativa das metaloproteinases
MMP-2 e MMP-9 e inativagao da sinalizacdo candnica (SMAD-2) e ndo candnica (ERK1/2 e

JNK-1) de atuagao de TGF-beta. De uma maneira geral, nossos dados sugerem um aumento da
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degradacdo das moléculas componentes da fibra eldstica em cultura de fibroblastos de derme
derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1 em fun¢do do aumento na expressdao das
MMPs 2 e 9. Este aumento da degradacdo da matriz extracelular pode ser resultado do menor
nivel de fibrilina-1 na matriz produzida por estas células, super ativando a sinaliza¢do candnica
(SMAD-2) e nao-candnica (ERK1/2 e JNK-1) de TGF-B, o que reflete na ativacdo de EROs e
consequentemente a ativagdo das proteases. O tratamento com o losartan provavelmente faz o
caminho inverso reduzindo a super ativacdo da cascata de sinalizacdo de TGF-B bem como a
ativacdo da metaloproteases, aumento indiretamente a deposicdo de MAGP-1 e Tropoelastina na

matriz extracelular destas células.

Palavras-chave: Sindrome de Marfan, deficiéncia em fibrilina-1, TGF-beta, fibroblastos de

derme, matriz extracelular e principio ativo losartan.
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Abstract

Fibrillin-1 is an important component of the microfibrils network present in elastic fibers.
Mutations in fibrillin-1 gene imply in the development of Marfan Syndrome. This disease affects
elastogenesis in lungs, skin, cardiovascular system and eyes. Recent studies determined that
unbalanced TGF-beta activity is an important factor in the symptoms observed this syndrome.
These alterations can be reversed by the use of TGF-beta blockers such as the drug losartan. The
mechanisms by which the drug losartan act are not described in the literature. Thus, using a
model of primary culture cells (dermal fibroblasts) the elastogenic profile by
immunofluorescence, zimograph in sifu, Real-Time PCR, electronic microscopy and western-
blotting of matrix proteins and signal molecules of elastic fiber synthesis and degradation was
evaluated. The data presented suggest a joint reduction of the deposition of proteins MAGP-1
(83%), Tropoelastina (87.5%) and Fibilina-1 (86%) in the extracellular matrix; an increase in the
activity and also the levels of gene expression of matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9,
activation of the signaling cascade canonical (SMAD-2) and not canonical (ERK1/2 and JNK-1)
of TGF-beta and increased levels of reactive oxygen species (ROS) in cultures of fibroblasts in
the dermis derived from mice deficient in fibrillin-1. While using the losartan drug (100 uMol/L)
to treat these cells it was possible to observe an increase in deposition of MAGP-1 (71.5%) and
Tropoelastina (68.5%) in the extracellular matrix, reduction of activity and gene expression of
matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 and inactivation of canonical signaling (SMAD-
2) and not canonical (ERK1/2 and JNK-1) activity of TGF-beta. In general, our data suggest an
increase in the degradation of molecules components of elastic fibers in culture of fibroblasts in
the dermis derived from mice deficient in fibrillin-1 as a function in the increase in the expression

of MMPs 2 and 9. This increase in the degradation of the extracellular matrix may be the result of
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lower levels of fibrillin-1 in the matrix produced by these cells, super activating the canonical
signaling (SMAD-2) and non-canonical (ERK1/2 and JNK-1) of TGF-beta, which reflects the
activation of ROS and consequently the activation of proteases The treatment with losartan
probably takes the reverse path reducing the super activation of the signaling cascade of TGF-
beta as well as the activation of metalloproteinases, indirectly increase in the deposition of

MAGP-1 and Tropoelastina in the extracellular matrix of these cells.

Keywords: Marfan Syndrome, fibrillin-1 deficiency, TGF-beta, dermal fibroblasts, extracellular

matrix and drug losartan.
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1. Introducao

As fibras eldsticas sdo importantes componentes da matriz extracelular de estruturas ou
orgdos que sao submetidos a constante estresse mecanico, tais como pulmio, pele e grandes
vasos (Ross, 1973). Por meio de uma andlise ultraestrutural das fibras, é possivel identificar dois
componentes bem distintos: uma rede de microfibrilas, com diametro de aproximadamente 12
nm, entremeada por uma substancia mais elétron-densa e amorfa formada pela elastina. As
microfibrilas por sua vez sdo constituidas por varios componentes dos quais se destacam as
fibrilinas, que s3o os componentes majoritirios, € outras moléculas como as MAGPs
(“Microfibril-Associated GlycoProtein), fibulinas, dentre outras (Kielty et al., 2002; Kielty et al.,
2005).

Ha algum tempo, muitos pesquisadores t€ém demonstrado a importancia de moléculas da
matriz extracelular ndo s6 como parte estrutural, mas também na determinacdo das
funcionalidades das células, regulando a acdo de fatores que influenciam os mais diferentes
processos celulares, desde a diferenciacdo até a proliferacado (Rosenbloom et al., 1993). Com as
moléculas que compdem as microfibrilas ndo tem sido diferente. Por exemplo, pacientes
portadores da sindrome de marfan apresentam mutagdes no gene da fibrilina-1 (Dietz e Pyeritz,
1995). Esta doenca se caracteriza por um grande comprometimento e alteracdo do
desenvolvimento do esqueleto dsseo, dos pulmdes e formacdo dos grandes vasos como a artéria
aorta, podendo esta, nos casos de aneurismas (ruptura), conduzir o paciente a 6bito. Dados
recentes da literatura demonstram que estas anomalias estdo relacionadas a uma desregulacdo da
atividade do TGF-B (transforming growth factor) devido a diminuicdo de fibrilina-1 na matriz

extracelular (Neptune et al., 2003a; Massam-Wu et al., 2010).



Utilizando camundongos modificados geneticamente, que servem como modelo de estudo
para esta sindrome, foi observado que o tratamento com losartan, anti-hipertensivo que atua como
um bloqueador do receptor AT1 de angiotensina II, que dentre outras atividades, diminui a
expressdo e ativacdo de TGF f, t€m levado a reversdo dos sinais clinicos caracteristicos de
Marfan nestes camundongos (Habashi er al., 2006). Muito embora os sinais clinicos sejam
revertidos, o mecanismo pelo qual o losartan atua ainda nao estd muito claro e diferentes
mecanismos de acdo tem sido propostos a fim de explicar uma possivel agdo do farmaco na
atenuacao dos sinais e sintomas da Sindrome de Marfan (Habashi e al., 2006; Holm et al., 2011;
Xiong et al., 2012). Nosso estudo teve como objetivo geral avaliar o perfil de expressdao de
componentes relacionados com a elastogénese e as possiveis vias sinalizagdo e mecanismos de

acdo do losartan em cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos deficientes em

fibrilina-1.

2. Relevancia e Justificativa

As fibras eldsticas sdo importantes estruturas complexas presentes na matriz extracelular e
formada por numerosos componentes, dos quais se destacam, quando analisados por microscopia
eletronica, a elastina e as microfibrilas (Cotta-Pereira et al., 1976). As microfibrilas por sua vez
sdo formadas principalmente por fibrilinas, mas também contém outras moléculas associadas
como as glicoproteinas associadas as microfibrilas (MAGPs), fibulinas e emilinas (Kielty et al.,
2002). As microfibrilas sdo filamentos que apresentam de 10 a 12 nm de didmetro e apresentam
como principal componente estrutural as fibrilinas (Kielty et al., 2005). As fibrilinas sio

glicoproteinas de alto peso molecular, aproximadamente 340 kDa e apresentam uma grande



complexidade de dominios (Sakai et al., 1991). Até o momento, foram caracterizadas trés
fibrilinas 1, 2 e 3. Estas glicoproteinas se caracterizam por apresentar dominios semelhantes
aqueles que se ligam ao Fator de Crescimento Epidérmico (EGF-like), intercalados por dominios
semelhantes aos encontrados nas proteinas que ligam ao complexo latente do TGF-beta (TGF-
like ou TB-like). A principal diferenca estrutural entre a fibrilina 1 e 2, que sdo as moléculas mais
estudadas, é que a primeira apresenta um dominio rico em prolina no exon 10, enquanto que na
segunda, este dominio mesmo dominio € rico em glicina (Handford et al., 2000; Charbonneau et
al., 2003). Outra diferenca importante é que apesar de ambas apresentarem em seu exon 37 um
sitio de ligacdo de integrina, do tipo RGD, na fibrilina 2 h4d um sitio adicional no exon 24
(Werneck et al., 2004).

Embora diferentes estruturalmente e normalmente apresentando distribui¢des distintas nos
tecidos ao longo da idade, estas isoformas podem, algumas vezes, coincidirem em determinados
momentos nos tecidos durante o seu desenvolvimento e na fase adulta, sendo que a isoforma mais
encontrada em humanos adultos € a fibrilina 1 (Kielty et al., 2005). Fibrilina 3 € o membro da
familia que foi menos estudado e pouco se sabe sobre sua funcao.

Muito embora, até o momento, ndo haja nenhuma evidéncia experimental da ligacao de
complexos latentes de TGF B (Transforming Growth Factor B) diretamente aos dominios TGF-like
apresentados pela fibrlina-1 (Kielty et al, 2005), existem dados na literatura cientifica
demonstrando que o complexo formado pelo TGF B com a proteina LTBP-1 (Latent-TGF p
Binding Protein-1) é capaz de se ligar a fibrilina-1 (Isogai et al., 2003), sugerindo que a fibrilina-
1 possa ser importante para a homeostase deste fator crescimento.

Pessoas que apresentam mutag@o no gene da fibrilina-1 e consequentemente uma menor

quantidade desta molécula na matriz extracelular desenvolvem a sindrome de Marfan (Judge e



Dietz, 2005). Esta doenca € caracterizada por uma desordem sist€émica do tecido conjuntivo e tem
como principais manifestacOes clinicas aneurismas na aorta ascendente, deslocamento do
cristalino e crescimento exacerbado dos ossos. A sindrome de Marfan é uma doenca hereditdria
autossdmica dominante, com incidéncia de 2 a 3 casos a cada 10.000 nascimentos (Judge e Dietz,
2005). Cerca de 90% dos Obitos dentre estes pacientes estdo associados com problemas
cardiovasculares (disseccdo ou aneurisma da aorta, problemas da vdlvula adrtica e doencga
cardiaca congestiva). Nos Estados Unidos, o nimero de 6bitos resultantes desta doenca foi
bastante reduzido com a cirurgia de reconstru¢do do tronco adrtico, evitando assim a principal
causa de morte, o que faz com que os pacientes diagnosticados tenham expectativa de vida de
uma pessoa normal (Judge e Dietz, 2008).

Atualmente, acredita-se que a haplo-insuficiéncia, ou seja, metade da producdo da
molécula de fibrilina-1 normal € critica para a expressdo clinica da doenca. Esta hipétese é
baseada em resultados obtidos em estudos com camundongos transgénicos (Judge et al., 2004;
Smith et al., 2011).

Estudos realizados utilizando camundongos que expressavam a forma mutante da
fibrilina-1 (C1039G), o qual apresentava uma mutacdo no residuo nimero 1039, substituindo
uma cisteina por uma glicina, demonstraram que estes animais apresentavam alteracdoes na
deposicdo das microfibrilas, deformidades dsseas e deterioracdo progressiva da arquitetura da
parede adrtica (Habashi et al., 2006).

Aparentemente, a auséncia de uma forma correta de comunicacdo entre as fibras eldsticas
e as células musculares lisas, papel supostamente desempenhado pela fibrilina-1, leva estas
células a expressarem moléculas como as metaloproteinases (MMPs) 2 e 9, promovendo a perda

funcional das fibras eldsticas, inflamacdo da parede vascular, hiperplasia da intima devido a



migracdo e hiperplasia de células musculares lisas e, finalmente, colapso estrutural da parede do
vaso (Pereira et al., 1997; Pereira et al., 1999). Estas caracteristicas patolégicas também foram
encontradas em grandes artérias musculares de pacientes com sindrome de Marfan (Bunton et al.,
2001).

Dados recentes da literatura dao suporte a hipétese de que mutacdes no gene da fibrilina-1
levam a ativacdo exacerbada do complexo latente de TGF [. Esta atividade exacerbada, quando
estabelecida em camundongos por mutacdo no gene da fibrilina-1, leva ao aparecimento de
determinados sinais clinicos encontrados na sindrome de Marfan, como os aneurismas adrticos e
disseccao (Kielty et al., 1996; Neptune et al., 2003; Judge et al., 2004). O tratamento de
camundongos modelos da sindrome de Marfan com antagonistas do TGF [ tais como anticorpos
anti-TGF B ou com um bloqueador dos receptores AT1 de angiotensina II, losartan, leva a
reversdo destes sintomas (Habashi er al., 2006). Estes dados reforcam a hipdtese de que a
fibrilina-1 participa na regulacio da atividade do TGF-f3.

Porém, os mecanismos de acdo e as vias de sinaliza¢do pelo qual o losartan atua, ainda
ndo estdo claros na literatura cientifica. Assim, a compreensdo dos mesmos é de fundamental
importancia no desenvolvimento de farmacos especificos para o tratamento de pacientes
portadores da Sindrome de Marfan, diminuindo os riscos causados com o uso de medicamentos

inespecificos, bem como, rea¢des adversas e efeitos colaterais.



3. Revisao da Literatura

3.1 Fibras Eldsticas

Os tecidos conjuntivos atuam no estabelecimento e manutencdo da forma do corpo, o que
lhes conferem importante papel biomecanico que sé é possivel existir gracas ao conjunto de
macromoléculas, depositadas pelas células do tecido em grande quantidade e organizadas ao
redor de si mesmas conhecida como a matriz extracelular (MEC).

Dos componentes formadores do tecido conjuntivo (celulares, fibrilares e substancia
fundamental da MEC), os fibrilares proporcionam principalmente suporte fino as células,
resisténcia as forgas de tracdo e compressao e elasticidade aos tecidos.

As fibras eldsticas sdo importantes componentes da matriz extracelular de estruturas ou
Orgdos que sao submetidos a constante estresse mecanico, tais como pulmao, pele e grandes
vasos. Assim, as fibras eldsticas por contribuirem para deformacdo eldstica de Orgdos, sdao
componentes abundantes na MEC do tecido conjuntivo que constitui o estroma de Orgdos que
possuem habilidade de deformar repetidamente e reversivelmente como a bexiga (Koo et al., 1998), o
tendao (Caldini et al., 1990; De Carvalho et al., 1994; De Carvalho e Campos Vidal Bde, 1995), a
pele (Cotta-Pereira et al., 1976; Kielty et al., 1993), o ligamento periodontal (Takagi et al., 1989)
e o pulmao (Fukuda et al., 1984; Leick-Maldonado et al., 1997).

Por meio da andlise ultra estrutural, € possivel identificar dois componentes bem distintos:
uma rede de microfibrilas com didmetro de aproximadamente 10 a 12 nm entremeada por uma
substancia mais elétron-densa e amorfa formada pela elastina (Figura 1). No que diz respeito a

composicao proteica das fibras eldsticas, estas constituem um componente altamente insolivel da

MEC. Sua composi¢do compreende a ligacdo-cruzada da elastina organizada em um arcabouco



de microfibrilas rico em fibrilinas e outras moléculas associadas (Kielty et al., 2002; Kielty,

2006).

Figura 1 - Eletromicrografia de tecido rico em fibra elastica (aorta) em
desenvolvimento. A — Visdo geral do tecido rico em fibra eldstica. B e C — Presenca
de uma regido mais eletrondensa, a elastina, e a rede de microfibrila. B — Corte
longitudinal e C — Corte transversal (Davis, 1994).

Andlises ultra estruturais e das proteinas constituintes demonstram que as fibras eldsticas sdo
estruturas complexas, que requerem expressao génica coordenada temporal e espacialmente, a fim de
garantir a polimerizacdo do mondmero de elastina (tropoelastina) e determinar a arquitetura final da
fibra, de acordo com as necessidades funcionais e estresses mecanicos impostos sobre o tecido
(Mecham et al., 1981; Rosenbloom ez al., 1993). No tecido conjuntivo propriamente dito de
mamiferos adultos, as fibras elésticas ditas maduras sdo compostas predominantemente por polimeros

de elastina que se agregam no meio extracelular sob acdo enzimatica de um conjunto de proteinas que



se ancoram ou mesmo constituem tramas microfibrilares (Rosenbloom er al., 1993; Swee et al.,

1995).

3.2 Microfibrilas

Em uma analise ultra estrutural, associadas ou ndo a elastina, as microfibrilas sdo caracterizadas
como estruturas tubulares, com 10-12nm de diametro, aproximadamente (Swee et al., 1995). Essa
andlise ultra estrutural revela também que as microfibrilas t€ém aparéncia semelhante a um “colar
de contas”. Se de certa forma as propriedades eldsticas das fibras eldsticas de mamiferos dependem
do seu componente amorfo — a elastina (Ross e Bornstein, 1969), por outro lado, sabe-se que as fibras
compostas apenas por microfibrilas, sem material amorfo, ndo sdo altamente resistentes quanto a
fungdo elastica (Ross et al., 1977) e atuam no sentido de preservar uma possivel acdo dinamica
(Edwards, 1968).

As microfibrilas parecem ter fungdes globais de suporte a deposicdo de tropoelastina e
formac@o das fibras elasticas maduras (Raghunath et al., 1996); extensibilidade dos tecidos elasticos
maduros (Lillie ef al., 1998); ancoragem de tecidos ndo elésticos como as zonulas ciliares (Wheatley
et al., 1995); suporte e adesdao dos endotélios e outras c€lulas epiteliais as fibras eldsticas via
receptores celulares (Sakamoto er al., 1996); adesdo de plaquetas (Robinson e Godfrey, 2000);
sinalizacdo e funcionalidade celular, por meio da interacio com TGF-B e Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs) (Ramirez e Sakai, 2010), entre outros.

As microfibrilas s3o constituidas por varios componentes dos quais se destacam as
fibrilinas, que sdo os componentes majoritirios, e outras moléculas como as Microfibril-
Associated GlycoProtein (MAGPs), fibulinas e Emilina-1 (Kielty er al., 2005; Wagenseil e

Mecham, 2007) (Figura 1.1), as quais tornam a elastogénese, isto €, a producdo de fibras elasticas



funcionais, um processo complexo e ainda ndo muito bem compreendido (Thomassin e? al., 2005;
Wagenseil e Mecham, 2007).

Uma das principais funcdes das microfibrilas € participar na formacdo das fibras elasticas.
Durante o desenvolvimento, a rede de microfibrila funciona como um molde para a deposicao
apropriada de tropoelastina, para a posterior acdo das enzimas lisil-oxidases, promovendo as
reacdes de “cross-linking” entre estes mondmeros, formando, entdo, o polimero insoluvel e

amorfo de elastina (Figura 1.2).



Table 1. Structural and associated molecules of microfibrils and elastic fibres

Molecule
Fibrillin-1
Fibrillin-2
Fibrillin-3
MAGP-1
MAGP-2
LTBP-1
LTBP-2
LTEP-3
LTEP-4
Decorin
Biglycan
Versican
Heparan sulphate
Perlecan
MFAP-1
MFAP-3
MFAP-4 MAGP-36)
BlgH3
Tropoelastin
LOX

LOXL
Fibulin-1
Fibulin-2
Fibulin-4
Fibulin-5
Emilin-1
Emilin-2
Elastin-binding protein
Vitronectin
Amyloid
Collagen VI
Collagen XV

Endostatin (C-terminus of
collagen XV

Collagen VI

Abbreviations: BIGH3, also known as transforming growth factor-B-inducible gene-H3 and as

Elastic-fibre location
Microfibrils

Microfibrils

Unknown - likely in microfibrils
Microfibrils

Some microfibrils

Some microfibrils; also fibronectin
Microfibrils, elastic fibres

Fibrillar structures

Fibrillar structures, fibrillin
Microfibrils, microfibril—elastic-fibre interface
Elastic-fibre core

Some microfibrils

Microfibrils, elastic-fibre core
Microfibrils

Some microfibrils

Some microfibrils

Some microfibrils
Elastic-fibre—collagen interface

Elastic-fibre core

Mewly secreted tropoelastin, microfibril—elastin interface

Microfibril-fibulin-5 —elastin interface
Elastic-fibre core

Elastin—microfibril interface
Unknown - likely in elastic-fibre core
Elastic-fibre—cell interface
Elastin—microfibril interface
Elastin—microfibril interface

Newly secreted tropoelastin

Some microfibrils in dermal tissues
Some microfibrils in dermal tissues
Vascular elastic fibres

Dermal microfibrils

Vascular elastic fibres

Some microfibrils

Refs

36,

36
34

a7,
39,
, 44, 63
42,

41

44
44

30,
30,

47

60,

62

37,38

58

40

44

67,68

68

61

159
160

161

162
1,2
163
163
164, 165

64
9

7.8

46
46

89,

91

166
166

48

167
168

169

keratoepithelin, on chromosome 5g31; LOX, lysyl oxidase; LOXL, lysyl oxidase-like; ITBR latent-

transforming-growth-factor-g-binding protein; MAGF, microfibril-associated glycoprotein: MFAP-1,
microfibril-associated protein-1.

Figura 1.1 — Moléculas componentes ou associadas as microfibrilas e as
fibras elasticas (Kielty, 2006).
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3.3 Fibrilinas

As fibrilinas, principais componentes das microfibrilas presentes em vertebrados e
invertebrados, sdo glicoproteinas de alto peso molecular (~350kDa) ricas em cisteina e responsaveis
pelas propriedades biomecanicas da maioria dos tecidos e 6rgaos. Descrita por (Sakai et al., 1986) a
fibrilina-1 foi a primeira a ser isolada, j4 a fibrilina-2 foi descrita posteriormente por Lee ef al (1991).
Um terceiro gene de fibrilina identificado no genoma de todos os metazodrios cuja proteina foi
denominada de fibrilina-3, estd inativo em roedores devido a um rearranjo cromossomal (Corson et
al., 2004) e a fungdo dessa fibrilina ainda € desconhecida.

Uma das diferencas reconhecidas entre as fibrilinas diz respeito as sequéncias de aminodcidos
das moléculas, que podem ser ricas em residuos de prolina (fibrilina-1), de glicina (fibrilina-2) ou de
ambos (fibrilina-3) e no nimero de dominios RGD (Arg-Gly-Asp) ligantes de integrinas (Ramirez e
Dietz, 2007a). Essas sequéncias RGD e dominios ligantes de integrinas interagem com
proteoglicanos heparan-sulfato da superficie celular (Ritty et al., 2003). Sendo assim, as fibrilinas
atuam como arcaboucos de sinalizacdo celular por meio desses receptores (Wagenseil e Mecham,
2007).

Determinadas alteragdes genéticas que atuam na correta sinalizacdo de formagdo das fibras
eldsticas maduras, sdo responsdveis pelo aparecimento de diversas doencas que podem atuar em
diversos 6rgdos vitais ao organismo humano. Experimentos com camundongos geneticamente
modificados, deficientes em fibrilina-1 e 2, permitiram identificar que tais deficiéncias resultam em
uma elastogénese temporal e espacialmente prejudicada, confirmando a importancia destes
componentes microfibrilares na organizacdo inicial e homeostase das fibras eldsticas para maturacao

e funcionalidade de vasos sanguineos durante a vida neonatal (Carta et al., 2006). Estudos anteriores
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na literatura cientifica revelaram que a arquitetura tecido-especifica das microfibrilas se constitui em
uma rede estrutural capaz de especificar a concentracdo local e 0 momento adequado para liberag@o
das moléculas sinalizadoras durante a morfogénese e remodelacdo tecidual (Ramirez et al., 2004;
Ramirez e Dietz, 2007).

O locus genomico da FBNI € dividido em 65 exons que codificam uma pro-fibrillin-1, uma
glicoproteina de 350 kD rica em cisteina que € secretada e processada em fibrilina-1. A Fibrilina-
1 exibe uma estrutura modular com dominios repetitivos. O dominio mais comum é o EGF-like
(fator de crescimento epidérmico) que ocorre 47 vezes. Estes contém seis residuos de cisteina
conservados, associados a trés pontes dissulfeto. Quarenta e trés médulos EGF também contém
uma sequéncia denominada cdlcio-ligante (cbEGF). Os dominios cbEGF sao intercalados por
sete regides com oito cisteina, que tem homologia ao TGF-like (complexo latente do Fator de
Crescimento transformante) (Biery et al., 1999).

Evidéncias resultantes de conformacdes moleculares indicaram que as fibrilinas formam
arranjos supramoleculares com LTBPs, fibulinas, TGF-3, BMPs, integrinas, proteoglicanos e elastina
na MEC (Wagenseil e Mecham, 2007; Ramirez e Rifkin, 2009). Neste sentido, os macro-agregados
de fibrilinas sdo responsdveis por duas fun¢des cruciais na fisiologia animal, pois promovem um
arcabouco estrutural que dao suporte as propriedades biomecanicas dos tecidos conjuntivos, mas
também agem como “plataformas instrutivas”, capazes de agregar, armazenar e liberar moduladores
soliveis do comportamento celular como TGF-§ e BMPs (Ramirez e Rifkin, 2009). Estes fatores de
crescimento sdo potentes reguladores da sobrevivéncia e diferenciacdo celular, homeostase tecidual e

respostas a injdria celular (Massague e Chen, 2000).
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3.4 Sindrome de Marfan

Em 1955, McKusick et al introduziram uma nova classe de doencas denominada de
“Desordens do tecido conjuntivo” (Mckusick, 1995). A sindrome de Marfan foi relatada pela
primeira vez em 1896 e é provavelmente o exemplo mais conhecido dessa classe de desordens que
compreendem hoje mais de 200 condi¢Ges distintas. Nos tltimos anos, tornou-se evidente que o que
era conhecido como sindrome de Marfan, € na verdade um grupo de distdrbios causados por varios
genes dos quais o gene da Fibrilina-1 (FBNI) pode ser visto como um paradigma. A sindrome de
Marfan € uma heranca autossdmica dominante com completa penetrancia, mas com considerdavel
variabilidade de dados-clinicos, variando de leve manifestagdes musculoesqueléticas ou oculares a
uma apresentacio neonatal grave, que na maioria das vezes, vém ocasionar o 6bito do paciente
(Frydman, 2008). Tendo em vista o amplo espectro clinico da doenga, o termo microfibrilinopatias
tem sido sugerido para descrever todo o espectro de manifestacdes clinicas.

Em 1896, Antoine-Jean-Bernard Marfan relatou o caso de uma menina de cinco anos de
idade com longos membros, contraturas digitais e conjunta, e cifo-escoliose (Gott, 1998).
Embora a paciente possa ter apresentado aracnodactilia contratural (sindrome de Beals), o nome
Marfan foi usado para designar a combinac¢do de sintomas associados a defeitos no gene Fbnl.

O aparecimento de distiurbios da aorta foi reconhecido apenas em 1943, e o papel da
dilatacdo da aorta na reducdo da expectativa de vida foi esclarecido em 1972 (Murdoch et al.,
1972). O papel da fibrilina-1 na patogénese foi demonstrado por (Hollister et al., 1990), e o locus
da doenca foi posteriormente atribuido ao cromossomo 15g21.1 (Kainulainen et al., 1990). A
prova de que mutacdes no gene fibrilina-1 (Fbnl) podem causar sindrome de Marfan foi

fornecido por (Dietz et al., 1991).
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Mutacdes missense representam cerca de dois ter¢os de todas as mutacdes identificadas até
0 momento, € a maioria destas mutacdes afeta um dos 43 dominios cbEGF de fibrilina-1,
geralmente levando a uma substituicdo de um dos seis residuos de cisteina, altamente
conservados, ou das sequéncias dos residuos ligantes de cdlcio. As mutagcdes associadas aos
c6dons de terminagdo ou que afetam uma regido de “splicing” resultando no salto de leitura de
exons, também sdo relativamente comuns (Zhao et al., 2009; Aalberts et al., 2010; Hilhorst-
Hofstee ef al., 2010; Khau Van Kien et al., 2010).

A sindrome de Marfan neonatal representa a mais severa dentro dos espectros clinicos das
fibrilinopatias e estd associada com mutacdes nos exons 24-32. Os individuos afetados sdo
geralmente diagnosticados ao nascimento ou pouco depois. Entre as caracteristicas mais comuns
tem-se a rigidez e contraturas articulares, dolicocefalia, aracnodactilia, cianose, pele frouxa,
dentre outras. A insuficiéncia cardiaca congestiva associada a regurgitacao mitral e tricispide é a
principal causa de morte, enquanto que a disseccdo da aorta € menos comum (Tiecke et al.,
2001). A sobrevivéncia desses pacientes € baixa, chegando a ndo ultrapassar 24 meses (Tiecke et
al., 2001). Dentre os espectros fenotipicos mais leve estdo as fibrilinopatias com ectopia lentis
isolada ou as anormalidades esqueléticas, ou vérias combinacdes destas anormalidades, mas sem
dilatac@o da aorta (Robinson et al., 2006).

Embora algumas mutagdes especificas terem sido associadas com alguns fendtipos, os
mecanismos sobre a forma a qual se t€ém a modificacdo da apresentacdo clinica estdo ainda a
serem descobertos (Robinson et al., 2002).

Os estudos com animais geneticamente modificados e criados como modelo de estudo de
diversas doencas sao de grande importancia no desenvolvimento das pesquisas cientificas. Mutacoes

no gene da fibrilina-1 em humanos resultam na sindrome de Marfan, enquanto que as alteracdes
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genéticas no gene da fibrilina-2 resultam na aracnodactilia contratural congénita (Lee et al., 1991)
(Park et al., 1998) (Chaudhry et al., 2001). Essas mutagdes sdo denominadas em conjunto de
fibrilinopatias e resultam em severas alteragdes no sistema esquelético e articular, bem como
problemas de natureza cardiovascular (Robinson et al., 2002) (Dietz et al., 2005). Em virtude de
algumas diferencas de expressdo e patologia dessas doengas, tém-se sugerido que as fibrilinas
possuem funcdes relacionadas, porém distintas, que ainda ndo foram totalmente esclarecidas
(Ramirez e Pereira, 1999).

No que diz respeito ao TGF-B, sabe-se que ele interage com Latency Associated Peptide (LAP),
permanecendo ligado a célula até que outra proteina, a LTBP ligue-se por pontes dissulfeto,
formando um complexo capaz de ser secretado a MEC (Figura 1.3) e se ligar a regido N-terminal da
fibrilina-1 (Munger et al., 1997; Hyytiainen et al., 2004; Rifkin, 2005). Este complexo é capaz de
interagir com outras moléculas extracelulares, como proteoglicanos, fibulina-4, MAGP-1, EMILINA-
1 e lisil oxidases (Ramirez e Sakai, 2010). A atividade do TGF-$ ¢ modulada na MEC pela ligacao e
sequestro dos grandes complexos latentes dos ativadores presentes na superficie celular, tais como
plasmina e integrinas (Munger et al., 1998; Munger et al., 1999)). Assim, muta¢des no gene da
fibrilina-1 podem resultar no sequestro incorreto dos complexos LTBP da MEC e aumentar a
atividade do TGF-f (Kaartinen e Warburton, 2003). Além disto, mutacdes nos genes de receptores do
TGF-B (TGFBR1 e TGFBR2) tém destaque em muitas doenc¢as com variados graus de similaridade a
sindrome de Marfan cléssica, incluindo a sindrome Loeys-Dietz e aneurismas tordcicos adrticos
(Mizuguchi et al., 2004).

Ainda no que diz respeito aos fatores tréficos que atuam nos tecidos conjuntivos, sabe-se que
BMPs sdo armazenados de modo diferente que o TGF-f3 nas microfibrilas. Os BMPs podem interagir

diretamente com as microfibrilas por meio de interagdes ndo covalentes entre seus pré-dominios e a
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regido N-terminal da fibrilina-1 e 2 e, podem ser ativados por protedlise de seus antagonistas
(Ramirez e Sakai, 2010). Sugawara et al (2009) e Cini et al (2009) sugeriram a possibilidade de que
as fibras oxitalanicas podem servir como reguladores da sinalizacdo mediada por BMPs no ligamento
periodontal durante a homeostase ou mesmo durante a regeneracao tecidual.

Consequentemente, a biogénese defeituosa e/ou respostas celulares a uma matriz anormal
podem contribuir para perda de regulac@o destas vias de sinalizacdo, como observado na sindrome de
Marfan (Neptune et al., 2003; Ramirez e Riftkin, 2009).

Embora a sinalizacdo inadequada do TGF-f na patogénese da sindrome de Marfan e a
eficiéncia terapéutica do losartan, antagonista do TGF-3, demonstrada em camundongos deficientes
em fibrilina-1 por (Habashi et al., 2006) em que se observou evidéncias histoldgicas de reducdo do
aneurisma adrtico e melhora na septacio alveolar e hipoplasia muscular, os mecanismos precisos da

acdo deste farmaco ainda permanecem desconhecidos.
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3.5 Losartan

O losartan, principio ativo comumente utilizado como um agente anti-hipertensivo é um
inibidor do receptor AT1 de angiotensina II (Figura 2). E atualmente comercializado por varias
empresas, tendo sido inicialmente desenvolvido pela Merck Sharp & Dohme, € em 1995
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) e comercializado sob o nome Cozaar. O
losartan foi o primeiro antagonista dos receptores de angiotensina a ser disponibilizado no
mercado. Seu efeito estd relacionado com a vasodilatacio e diminui¢io na produgdo de
aldosterona pelas glandulas supra-renais, levando a nao reten¢do de sédio e 4gua. Em relacdo aos
seus efeitos, estudos com portadores da sindrome de Marfan, os quais apresentam desordem no
tecido conjuntivo e frequentes anomalias nas estruturas esquelética, pulmonar, cardiaca, ocular,
vasos sanguineos entre outras, sdo tratados com o losartan, o qual melhora significativamente a
reducdo no desenvolvimento do aneurisma, devido a um bloqueio, acredita-se, no receptor do
tipo 1 de angiotensina Il (AT1) diminuindo os niveis de TGF-f (Robinson et al., 20006).
Adicionalmente, o trabalho de (Habashi et al., 2006) demonstrou uma melhora na arquitetura das
fibras eldsticas, quando trataram camundongos transgénicos que apresentavam sinais clinicos de
sindrome de Marfan, com anticorpo anti-TGF-f3 e, conforme se aumentava as doses de anticorpo,
a melhora era mais significativa. Nesse mesmo trabalho, os animais também foram tratados com
os farmacos propranolol e losartan, em que pdde ser verificada uma melhora significativa nas

estruturas das fibras eldsticas quando este tltimo foi utilizado.
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Figura 2 - Esquema da inibi¢iao do receptor AT1 por losartan (Brooke et al., 2008).

20



3.6 Captopril

Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ACE) sio comumente utilizados
como redutores da pressao arterial em pacientes hipertensos, diminuindo a resisténcia periférica
com pouco efeito sobre o débito cardiaco ou frequéncia cardiaca. O aumento da complacéncia
arterial devido a inibicdo da ACE influencia na hemodinamica regional, com a redistribui¢do do
fluxo sanguineo em favor de 6rgdos vitais . Os efeitos benéficos hemodinamicos dos inibidores
da ACE no tratamento da hipertensdao sdo mediados principalmente pela inibicdo da enzima
conversora de angiotensina e consequente retirada da acdo vasoconstritora enddgena de
angiotensina II (Mcinnes, 1994; Brown e Vaughan, 1998).

Produzidos localmente, angiotensina II pode exercer um efeito significativo sobre o tonus
vascular  diretamente pela contracio de musculo liso e, indiretamente, por
liberar catecolaminas em torno de terminagdes nervosas. A angiotensina Il vascular pode ser um
importante fator patolégico no desenvolvimento de aterosclerose, mediando a proliferacio
arterial de células musculares lisas por muitos mecanismos, incluindo um efeito direto sobre
producdo do fator de crescimento. Essas acdes sdo devido ao bloqueio da angiotensina Il uma vez
que o mesmo efeito foi observado com um antagonista do receptor AT1 (Camargo et al., 2012).

A sindrome de Marfan (MFS) surge de um defeito no gene que codifica a proteina da
matriz extracelular fundamental, fibrilina-1 (Judge e Dietz, 2005). H4 muito tempo pensava-se
que o aneurisma da raiz da aorta na MFS era causada por deficiéncia de fibrilina-1, resultando na
fragmentacdo da elastina e uma aorta enfraquecida, que estaria propensa a ruptura. Recentes
compreensdes das fungdes regulatorias das microfibrilas na matriz extracelular sugerem uma
patogénese alternativa de sindrome de Marfan. Em camundongos deficientes em fibrilina-1,

(Dietz et al., 2005), demonstraram que muitos das caracteristicas clinicas da sindrome de Marfan
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sdo devido a anormais niveis de ativacdo do fator de crescimento transformante (TGF-beta). O
TGF- beta é um potente estimulador da inflamacdo, ativacdo de fibrose e de certas
metaloproteinases de matriz (MMP).

Esta combinacdo de anomalias na matriz estrutural das microfibrilas, desregulagdo da
homeostase por excesso de TGF-beta, e uma anormal interacdo células-matriz resulta nas
caracteristicas fenotipicas da MFS (Keane e Pyeritz, 2008). A destrui¢ao das lamelas elésticas e
de coldgeno conduzem a degeneracdo medial a uma rigidez adrtica aumentada, distensibilidade
diminuida e dilatacdo da aorta progressiva com posterior ruptura. A Rigidez adrtica estd elevada
em pacientes com MFS contribuindo para dilatacdo da aorta e sua ruptura, a principal causa de
morte prematura nesta populacdo (Jeremy et al., 1994).

Estudos recentes sobre inibidores da enzima conversora de angiotensina (ACE), relataram
uma reducdo na rigidez arterial em 60% e de 3-7 mm nos didmetros das aortas em pacientes com
MES tratados (Ahimastos et al., 2007). Geralmente, drogas anti-hipertensivas reduzem a rigidez
arterial passivamente através da reducdo da pressdo arterial, no entanto, os inibidores da ACE
podem ter efeitos adicionais sobre a estrutura da parede arterial contribuindo para a reducio na
rigidez arterial e do didmetro (Wojakowski et al., 2001). Existe a hipdtese de que tais resultados
estariam correlacionados a reducio no plasma dos niveis de TGF-beta e de MMP’s (Ahimastos

etal.,2007).
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3.7 TGF-p

Constituido por uma grande familia de proteinas, o TGF-p, esta presente sob trés isoformas
— TGFB-1, TGFB-2 e TGFB-3 (Ten Dijke e Arthur, 2007). Ele atua promovendo diferentes
respostas bioldgicas através da ligacdo a um par de receptores de membranas dos tipos I e II que,
juntos, ativam uma sinalizac@o intracelular mediada pelas proteinas SMADs, as quais, uma vez
fosforiladas, sdo levadas ao nidcleo, onde ativam ou reprimem a transcri¢do de diferentes genes
alvos (sinalizacdo conhecida como via canodnica) (Massague e Gomis, 2006; Feng e Derynck,
2005). Em determinadas situacdes, a sinalizacdo de TGF-f pode afetar também outras vias
independentes de SMAD-2, atualmente conhecidas por via de sinaliza¢do ndo-can6nica de TGF-
B, e incluem vérios ramos da via MAPK dentre elas ERK-1/2 e JNK-1 (Zhang, 2009). A ativacao
de TGF-B, além de envolver-se em diferentes respostas bioldgicas, como no controle da
proliferac@o e da diferenciacdo celular, desempenha papel importante durante a hematopoese e a
organogénese do coracao, rim, 0sso, figado, trato vascular e gastrointestinal. Promove também a
inibicao da proliferacdo de células do tecido conjuntivo, diminui¢do da degradagdo do coldgeno e
mantém a homeostasia no adulto, com func¢des autdcrina, paricrina e, em alguns casos,
enddcrina. O desbalanceamento do TGF- estd relacionado a muitas patologias, dentre elas
cancer, fibrose, doencas auto-imunes e vasculares (Zeisberg et al., 2003; Ten Dijke e Arthur,
2007).
A superfamilia TGF- é composta por varias citocinas multifuncionais, incluindo TGF-f,
BMPs, ativinas, inibinas e micostatina. Eles participam de uma gama de processos que incluem,
dentre outras, diferenciacao tecidual durante o desenvolvimento através da regulacdo da funcao

de células imunes e mesenquimais (Bobik, 2006).
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Estudos demonstram que na sindrome de Marfan o desbalanco devido a super-ativacdo de
TGF-B tém sido responsdvel na sua grande maioria pelo aparecimento dos sintomas dessa
doenca. Acredita-se que os sintomas desta sindrome estdo diretamente relacionados com uma
maior ativagdo do fator TGF-f, devido a uma reducdo, provavelmente, na quantidade de fibrilina-
1 na matriz extracelular (Neptune et al., 2003). O TGF-f, uma citocina sintetizada e secretada por
quase todas as células, estd ligado ao peptideo associado a laténcia (LAP), o qual estd ligado a
proteina ligante do complexo latente do TGF-f (LTBP) (Figura 1.3), que por sua vez, se liga na
parte N-terminal da fibrilina-1 (Figura 1.4), presente na matriz extracelular caracterizando, assim,
a forma inativa. Essa maior ativacdo do TGF-} aparentemente, é decorrente de uma redugdo na
quantidade de fibrilina-1, o que torna o complexo latente mais exposto e susceptivel a ativacao,
uma vez que nio permanece ligado a fibrilina (Neptune et al., 2003).

A fibrilina-1, sendo o componente majoritdrio da microfibrilas e que na sindrome de
Marfan apresenta mutacdo genética, possui uma regido de ligacdo a proteina LTBP-1, a qual atua
na laténcia ou armazenamento de TGF- na sua forma inativa (Figura 1.4). A auséncia da
expressdo génica dessa molécula ou mutacdes que possam ocasionar incorretas ligacdes da
proteina LTBP-1 a sua regido especifica da Fibrilina-1 leva a liberacdo do TGF- latente que se
torna ativo por acdo de enzimas da matriz extracelular. Estudos demonstram que a utilizagdo do
losartan que atua como antagonista de TGF-f3, pelo bloqueio no receptor AT1 de Angll, que tem
como efeito a diminui¢cdo dos niveis de TGF- levam a uma melhora dos sinais clinicos em

modelos de Sindrome de Marfan (Habashi et al., 2006).
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3.8 NF-kB

Rel ou proteinas NF-kappaB (NF-kB) compreendem uma familia de fatores de transcri¢ao
de células eucariotas estruturalmente relacionadas (p50, p52, RelA, RelB, c-Rel). O NF-kB € um
heterodimero constituido de duas subunidades: p65 (RelA) e p50. Sao utilizadas no controle de
um grande nimero de processos celulares e do organismo, tais como, respostas imunitdrias e
inflamatdrias, processos de desenvolvimento, crescimento celular e a apoptose. O NF-kB pode
estar ligado indiretamente ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs). Além disso, estes
fatores de transcricdo sdo continuamente ativados em diversos tipos de doencgas e situacdo
inflamatdrias, dentre elas, o cancro, a artrite, a inflamagcdo cronica, a asma, as doengas
neurodegenerativas e doengas cardiacas (Baeuerle e Baltimore, 1996). Quando ndo estimulado, o
fator NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitéria: o IkB. Esse complexo
impede a translocacdo do NF-kB para o nucleo e consequentemente sua ativacdo (O'neill e

Kaltschmidt, 1997).

3.9 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas quimicas derivadas naturalmente dos
processos celulares pela reducdo parcial do oxigénio e estdo presentes na maioria dos sistemas
bioldgicos. Originam-se da redu¢do incompleta do oxigénio, gerando espécies que apresentam
alta reatividade com outras biomoléculas, principalmente lipidios, as proteinas das membranas
celulares, bem como, o DNA (Narendhirakannan e Hannah, 2013).

Entre essas EROs estdo: o radical superdxido (O;), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o

radical hidroxil (OHe) (Halliwell e Gutteridge, 1990).
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Estudos recentes demonstram que EROs podem ser gerados por oxidases de membrana
plasmatica especializados na sinalizacdo fisioldgica de xenobidticos, fatores de crescimento,
citocinas e estarem ligadas ao aumento da expressdo e atividade de metaloproteases de matriz
extracelular (MMPs), responsdveis pelo remodelamento e degradacdo de seus componentes
constituintes (Ray et al., 2012).

Os danos provocados por estresse oxidativo apresentam efeitos cumulativos e estdo
relacionadas a uma série de doencas, como o cancer, a aterosclerose, diabetes, neuro-degeneragcao

e o envelhecimento (Ray et al., 2012).

3.10 Metaloproteinases

As metaloproteinases da matriz (MMPs) constituem-se de um grupo de enzimas
(endopeptidases) responsdveis pela degradacdo dos componentes da MEC e das membranas
basais.

A descoberta das MMPs provavelmente ocorreu no ano de 1962 quando (Gross e Lapiere,
1962) encontraram uma enzima ativa na cultura de fragmentos da pele de ratos, que degradou a
tripla hélice do coldgeno tipo I maduro. As MMPs degradam as macromoléculas da matriz,
incluindo o coldgeno intersticial, a fibronectina, a laminina e os proteoglicanos, entre outras
(Birkedal-Hansen, 1993). Assim, degradam varios componentes da MEC que participam no
remodelamento de tecidos durante o desenvolvimento, cicatrizagdo de feridas, crescimento de
tumores, na metastase e na inflamacdo (Kanesaka et al., 2006). Elas diferem entre si

estruturalmente e em sua habilidade em degradar um grupo particular de proteinas da matriz
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extracelular. Coletivamente, as MMPs sdo capazes de degradar todas as proteinas componentes
da matriz extracelular e das membranas basais (Birkedal-Hansen, 1993).

As MMPs utilizam o zinco para as suas atividades proteoliticas. Elas sdo essenciais em
diversos processos biolégicos normais tais como o desenvolvimento embriondrio, morfogénese,
reabsor¢do do tecido reprodutivo e remodelamento. As principais células que produzem MMPs
sdo os leucdcitos polimorfonucleares, os queratindcitos, os mondcitos, os macréfagos, os
fibroblastos e as células mesenquimais. Estudos recentes demonstram que MMP-7 ¢ MMP-9
estdo expressas em células inflamatdrias na esclerose multipla, doenca que ataca o sistema
nervoso central. E que o aumento dos niveis de MMP-9 estdo associados a danos no sistema
hematoencefalico. O que demonstra a grande importancia dessas metaloproteinas na homeostase
tecidual (Cuzner et al., 1996; Cossins et al., 1997). Mates et al (2004), relataram um aumento na
expressao de MMP-2 e MMP-9 durante o desenvolvimento do aneurisma tordcico adrtico em
camundongos modelos da sindrome de Marfan. Em um trabalho recente, Suda e colaboradores
(Suda et al., 2009), utilizando doxiciclina como inibidor ndo especifico das metaloproteinases 2 e
9, normalizou a fungdo adrtica vasomotor e suprimiu o crescimento do aneurisma em
camundongos modelos de Marfan.

(Chung et al., 2007), utilizando um modelo animal cldssico da sindrome de Marfan
(Fbn1©'""°9™) relataram que o aumento na regulacio das MMP-2 e MMP-9, ocasionou a
degradacdo e perda das fibras elasticas e da integridade estrutural das paredes das aortas
tordcicas.

A participacdo da MMP-9 em processos patoldgicos incluindo uma variedade de doencgas
auto-imunes como o Luipus eritematoso, sindrome de Siogrens’s, Esclerose sistémica, artrites

reumatoide, polimiosite e ateroscleroses também tem sido descrita (Ram et al., 2006).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto foi avaliar o perfil de expressio de componentes

relacionados com a elastogénese e as possiveis vias de sinalizagdo e mecanismos de agdo do

losartan em cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos deficientes em fibrilina-

1.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1. Analisar a formacdo de fibras eldsticas em células obtidas de camundongos

selvagens e deficientes em fibrilina-1.

4.2.2. Verificar a influéncia do tratamento com losartan neste processo.

4.2.3. Analisar a ultra estrutura das fibras elasticas formadas.

4.2.4. Avaliagdo do perfil de expressdo génica relativas de componentes da matriz das

fibras elasticas.

4.2.5. Analisar a atividade de TGF-beta na cultura celular.
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4.2.6. Verificar as possiveis vias de sinalizagdo associadas ao tratamento com losartan.

4.2.4. Testar o perfil de atividade das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9

4.2.5. Avaliar o nivel de espécies reativas de oxigénio (EROs) dos fibroblastos de derme

em cultura.
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5. Material e Métodos

5.1 Animais

Para a realizacdo dos estudos foram utilizados camundongos C57BL/6, heterozigotos para
a mutacdo no gene Fbnl(Fbnl mgh/ty gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira
— Laboratério de Genética Molecular/USP (Figura 3). Estes animais foram colocados em
cruzamento e permaneceram no biotério do Departamento de Bioquimica da UNICAMP para
desenvolvimento da pesquisa. Para realizacdo dos estudos com células de derme foram utilizados
camundongos recém-nascidos de 2-3 dias de idade oriundos do cruzamento entre pais
heterozigotos para a mutagcdo no gene da Fbnl(F. bnI™"). Os camundongos foram mantidos em
temperatura de 22 + 1°C em ciclo de claro e escuro de 12h, com livre acesso a dgua e ragdo. Para
os roedores, foi utilizada dieta padrao (Nuvilab CR1®). Os protocolos experimentais utilizados
com os animais foram previamente submetidos ao Comité de Etica em Experimentacio Animal

(CEEA/IB/UNICAMP) protocolo nimero 3169-1 (Anexo I).
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Figura 3. Mutacio no gene fibrilina-1, com a delecao dos éxons 19 a 24 e, a

insercio do cassete de neomicina, em que resultou nos animais Fbnl ™"

(heterozigotos) (Pereira et al., 1997b).

5.2 Extracdes de Fibroblastos de derme (Cultura Primdria)

Para o isolamento dos fibroblastos de derme foram utilizados camundongos recém-
nascidos com 2-3 dias de idade, obtidos a partir de um cruzamento entre dois camundongos
adultos heterozigotos para a mutacdo no gene da fibrilina-1 (FbnI™*") (Figura 3). Esse
cruzamento possibilitou a obtencdo de trés gendtipos celulares, selvagens: Fbnl i heterozigotos:
FbnI™"" ¢ homozigotos: Fhnl™*™* que foram estudados nesse trabalho. Tais animais foram
eutanasiados por hipotermia e em seguida submetidos ao procedimento da retirada da pele,
segundo o protocolo de (Rittie e Fisher, 2005). Foi realizado um corte longitudinal (cabeca-
cauda) e a pele separada com a ajuda de duas pingas tracionadas em sentidos opostos. Apds a
retirada da pele, a mesma foi colocada em solucdo de tripsina (2,5g/L) a 4°C por 16h. Esse
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procedimento possibilitou a separacdo da derme (rica em fibroblastos) e epiderme. Apds a coleta
da derme, foi realizada sua digestdo por acdo enzimdtica (colagenase IV — Img/mL) e mecanica
(pipetagem) por 30 minutos. A suspensdo celular formada foi entdo plaqueada em meio DMEM
+ 10% Soro Fetal bovino + 1% penicilina 10.000 U.I/ mL e estreptomicina 10 mg/mL e incubada

em estufa 37° C com atmosfera de 5% de CO,.

5.3 Cultura de células

Para a realizacdo dos ensaios os fibroblastos de derme inicialmente eram descongelados, a
células contadas em camara de Neubauer e plaqueadas com densidade de 1x10° células/mL em
placas de 90 mm. Em seguida era acrescentado o meio de cultura DMEM adicionado de 10%
Soro Fetal bovino e 1% penicilina 10.000 U.I/ mL e estreptomicina 10 mg/mL e colocadas em
estufa 37° C a 5% de CO, para crescimento até atingirem a confluéncia celular. Caso necessério,
as trocas de meios eram realizadas a cada dois dias. Apds as células atingirem a confluéncia
celular, contavam-se mais quatro dias e em seguida as células estavam preparadas para a
realizacdo dos experimentos.

Para o desenvolvimento da técnica de cultura celular foram utilizados placas, garrafas de
cultura, tubos de centrifugacdo de 15mL e 50 mL estéreis para cultura celular. O meio de cultura
utilizado para crescimento celular foi DMEM acrescido 10% Soro Fetal bovino e 1% penicilina
10.000 U.I/’ mL e estreptomicina 10 mg/mL, ambos adquiridos da Nutricell®. Para a
armazenagem e manutencao das culturas foi utilizada uma estufa 37° C a 5% de CO, da Forma

Scientific Modelo 3154. A cultura foi manipulada em fluxo laminar vertical da Veco VLFS-12 e
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as centrifugacdes realizadas na centrifuga de bancada do modelo Universal 320 (Hettich

Zentrifugen — Alemanha).

5.4. Tratamentos das culturas celulares com losartan

Os fibroblastos de derme foram tratados com o losartan acrescido ao meio de cultura
individualmente, nas concentracdes de estudo. O principio ativo losartan foi cedido pelo
Professor José Eduardo Krieger (USP-INCOR).

Para o tratamento em cultura celular foram feitas solucdes estoques de losartan 0,3
mg/mL previamente esterilizadas por filtro 0,22 um Syringe-driven filters da JET BIOFIL. As
concentracdes testes utilizadas para o losartan foram de 0, 1, 10 e 100 pMol/L (Sauter et al.,
2007). As células apo6s atingirem a confluéncia celular foram cultivadas por mais quatro dias na
presenca de DMEM acrescido de 10% Soro Fetal bovino, 1% penicilina 10.000 U.I/
mlL/estreptomicina 10 mg/mL mais as concentracdes testes do principio ativo losartan e entao

disponibilizadas paras os ensaios.

5.5 Identificagcdao Genotipica por PCR

As caudas dos animais recém-nascidos dos cruzamentos das matrizes reprodutivas no
biotério da Bioquimica foram coletadas, identificadas e estocadas a -20°C em tubos de
microcentrifuga do tipo eppendorfs autoclavados. Em seguida, para a lise, as amostras foram
incubadas com TNES (Tris 10mM, NaCl 125mM, EDTA 10nM, SDS 0,5% em pH 8) e

proteinase K (20mg/mL) por 16h “overnight”. No dia seguinte, as amostras foram tratadas com
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RNAse A (4mg/mL) por 30min. Em seguida, realizou-se o ensaio para precipitacdo de proteinas
com NaCl (5M) em centrifugacao (15000xG). Posteriormente, houve a precipitacdo do DNA com
o uso de isopropanol e centrifugacdo (15000xG), e apds, houve lavagem com etanol 70% seguida
por centrifugacdo (15000xG). Apenas o precipitado seco (contendo apenas DNA) resultante foi
utilizado, hidratado com TE (Tris 10mM e EDTA 1mM) e armazenado a -4°C.

Para o PCR, foram utilizados os seguintes oligonucletideos (primers) para 1 REACAO:
NeoF (5 -  GAGGCTATTCGGCTATGACT - 3) e NeoR (5 -
CTCTTCGTCCAGATCATCCT - 3’) e os primers para a 2 REACAO: 20F (5’- AAA CCA TCA
AGG GCA CTT GC - 3%) e CC-R (5°CAC ATT CGC TGC CTT TAA TTC - 3’), nas
concentracgdes finais de 10,0 pmol/uL. em tampdo TE com 2uL do DNA template ¢ MasterMix
(GE Healthcare UK). O programa dos ciclos para a PCR foi: etapa 1 (1 ciclo: 94°C — 2min30s),
etapa 2 (29 ciclos: 94°C — 30s, 60°C — 1min, 72°C — 1min) e etapa 3 (1 ciclo: 72°C — 7min,
4°Co0). O produto da reacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,75% acrescido de
brometo de etidio 5% com marcador de peso molecular (1.000bp ou 10.000bp DNA ladder plus)
utilizando como tampao de corrida TBE 1x (160mA/50 min) e posteriormente visualizado por

revelador GE Healthcare UV 302nm .

5.6 Imunofluorescéncia

Os anticorpos primdrios utilizados nesta técnica foram gentilmente cedidos pelo

laboratério do Prof. Dr. Robert Mechan, EUA, Washington University, St. Louis, para as

glicoproteinas Tropoelastina, MAGP-1, Fibrilina-1 e Fibrilina-2. Como anticorpo secundério foi
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utilizado Anti-Rabbit IgG FITC da Sigma. As imunofluorescéncias foram captadas e fotografadas
pelo microscopio Carls Zeiss Observer Z.1® e analisadas pelo software Axion vision 4.8.

Como procedimento, as células foram cultivadas por quatro dias pés-confluéncia celular,
em laminulas de vidro estéreis de 13 mm em densidade de 1 x 10° células/mL. Em seguida, as
células foram fixadas em Metanol -80°C por 30 min. Apds a fixacdo, as células foram bloqueadas
em tampao (TB) contendo gelatina FISH 1% e 0,01% de TWEEN-20 por 1h a temperatura
ambiente. Logo apds o bloqueio as células foram incubadas com o anticorpo primario por 1h e 30
mim na diluicdo de 1: 500, seguida de 3x lavagens de 5 mim cada com TB. Em seguida as células
foram incubadas com o anticorpo secundario Anti-Rabbit IgG FITC na dilui¢do de 1 : 500 em
auséncia de luz por mais 1h. Por dltimo, as células foram submetidas a coloracdo nuclear com
DAPI (4°,6 — Diamidino — 2 phenylindole dihydrocloride) - SIGMA® e em seguida feita a
montagem das laminas de microscopia com meio de montagem (VECTASHIELD® Mounting

Medium) e levadas ao microscopio de fluorescéncia Carls Zeiss Observer Z.1®, Alemanha.

5.7 Western-blotting

As células em estudo foram cultivadas individualmente por quatro dias pds-confluéncia
celular com ou sem tratamento com o principio ativo losartan e entdo foram submetidas ao
processo de extragdo proteica. Foi utilizado o tampao Buffer B (100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-
HCl e 8 M Uréia) acrescido de Cocktail Inibitor Protease e Cocktail Inibitor Phosfatase da
SIGMA® para a lise celular e colocadas em um sonicador (VirSonic 60, Virtis, Gardiner, NY,

EUA) e em banho de gelo. O extrato obtido foi centrifugado a 4°C a 3000xG durante 5 minutos,
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o sobrenadante foi separado, uma aliquota de cada material foi retirada para dosagem proteica
pelo método de Bradford (1976) e o restante foi armazenado a — 80° C.

Ap6s a quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford, as amostras foram submetidas
ao protocolo padrdao de western-blotting utilizando 30ug de proteinas em corrida de gel de
poliacrilamida de 10%. A corrida ocorreu a 25mA. Em sequéncia, foi realizada a transferéncia
das proteinas para membrana de PVDF (Immobilon-P-Transfer Membranes, Millipore
Corporation, U.S.A), a 220 mA durante 50 min, em tampao de transferéncia CAPS 10 mmol/L,
metanol 10% pH 11. Em seguida, a membrana foi bloqueada com em Leite em P6 desnatado 5%
(Blotto) em TBS-T e recebeu as incubacdes com os anticorpos primérios na dilui¢ao de 1:1.000 e
secundério conjugado com HRP de interesse na diluicao de 1:5.000. A revelacdo ocorreu pelo

método de quimiluminescéncia em filme fotogréfico especial.

5.8 Microscopia eletronica de varredura

Os fibroblastos de animais selvagens: Fbnl™*, heterozigotos: FbnI™* ¢ homozigotos:
FbnI™*™" foram cultivados até a pré-confluéncia e posteriormente submetidos a fixagdo
durante trés horas com glutaraldeido 2,5% (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA), acido
tanico 0,5% (Electron Microscopy Science) em tampao cacodilato 0,1M (pH 7,4). Em seguida, foram
lavadas em tampao cacodilato de mesma molaridade e pés-fixadas em tetréxido de ésmio 1%
(Electron Microscopy Science) a 4°C durante lh. Posteriormente procedeu-se a desidratacdo por
Etanol em concentragdes crescentes. Apds a desidratagdo, o material foi levado ao aparelho Critical

Point Dryer CPD030 BALZERS para realizacdo do ponto critico. Em seguida foi realizado o sputter
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das laminulas no aparelho Sputter coater SCD050 da BAL-TEC e analisadas em microscopio

eletronico de varredura JSM 5800LV- JEOL (U.S.A).

5.9 Microscopia eletronica de transmissdo

Os fibroblastos em estudo foram cultivados por quatro dias pds-confluéncia celular em
laminulas de vidro de 13 mm estéreis e posteriormente fixada durante trés horas com glutaraldeido
2,5% (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA), 4cido tanico 0,5% (Electron Microscopy
Science) em tampao cacodilato 0,1M (pH 7,4). Em seguida, foram lavadas em tampao cacodilato de
mesma molaridade e pés-fixadas em tetréxido de 6smio 1% (Electron Microscopy Science) a 4°C
durante 1h. Posteriormente procedeu-se a desidratacdo por Etanol em concentracdes crescentes. As
laminulas foram pré-embebidas em mistura de etanol e resina Epon (Electron Microscopy Science)na
propor¢do de 1:1 e 1:3 durante 2h cada e em seguida embebidos em resina Epon pura overnight. As
amostras foram entdo incluidas em resina pura, mantidas em estufa a 60°C, durante 72 horas. Desse
material, para estudo morfolégico e andlise da drea de interesse, foram obtidos cortes de
monocamada, corados a quente em solucdo de 0,5% de Azul de Toluidina (Kiernan, 1999). Ainda
desse material, foram obtidos cortes ultrafinos de 70nm coletados em grades de cobre e contrastados
com acetato de uranila e citrato de chumbo. Os cortes ultrafinos foram estudados e micrografados em
microscopio eletronico de transmissao LEO 906-Carls Zeiss (Alemanha) do Laboratério de

Microscopia Eletronica (LME) do Instituto de Biologia — Unicamp.
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5.10 Real Time — PCR

As sequéncias especificas de oligonucleotideos para LOX-1, MMP-2, MMP-9, fibulina-5,
tropoelastina e GAPDH (gene normalizador) foram obtidas no GenBank Database do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) of the National Institutes of Health. Entao os primers
foram desenhados com o auxilio do “Primer Express 3.0 Software for Real-Time” (Applied
Biosystems), verificados pelo BLAST e, assim, a confec¢@o desses primers (Figura 4) foi solicitada a
Invitrogen Brasil Ltda.

As sequéncias especificas para Fibrilina-1, Fibrilina-2, MAGP-1 e MAGP-2 foram cedidas
pelo Prof. Dr. Robert Mecham da Washington University, e entdo sintetizados pela IDT®.

As expressoes dos genes de Fibrilina-1, Fibrillin-2, MAGP-1, MAGP-2, elastina, fibulina-5,
LOXLI, MMP-2, MMP-9 e o GAPDH gene normalizador foram analisadas pelo método quantitativo

de Real-Time PCR. Os fibroblastos de derme derivados de animais selvagens: FbnI*™ |

]mgA/+ ]mgA/ mgA

heterozigotos: Fbn e homozigotos: Fbn foram cultivados por 4 dias apds o
plaqueamento. Posteriormente, o RNA total foi extraido e isolado utilizando-se o reagente Trizol
(Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante. Foram retidos os meios de cultura e em seguida
foram adicionado 3 mL de Trizol por cada placa. Ap0s a lise celular e 0 homogenato foi transferido
para tubos tipo eppendorfs e incubados por S5min a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado
200 pL de cloroférmio RNAse free a cada amostra, agitado por 15 s e incubado por 3 min a
temperatura ambiente. Na sequéncia, o material foi centrifugado a 12000 xG por 15 min a 2-8° C.
Apds a centrifugacdo, a fase aquosa foi removida cuidadosamente para evitar contamina¢do por
proteinas ou DNA gendmico. Em seguida, adicionou-se 500 uL de isopropanol, incubou-se por

10min a temperatura ambiente e, novamente, o material foi centrifugado a 12000 xG por 10 min a 2-

8° C e houve formacgao de um precipitado na parede do tubo. Apds essa etapa, o sobrenadante foi
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removido, adicionou-se dlcool etilico 70% a 4° C e o material foi centrifugado a 7000 xG por 5 min a
2-8° C. Finalmente, o sobrenadante foi retirado e o pellet permaneceu durante 15min exposto para
secar. Em seguida, o material foi reidratado com 30 puL de dgua DEPC (Dietilpirocarbonato).

A avaliacdo da integridade das amostras RNA total obtidas foi feita por meio da eletroforese
em gel de agarose a 1% na cuba horizontal, com corrente continua a 100 V durante 20 min.

Ap6s a verificacdo da extracdo por meio do gel de agarose, 0 RNA total foi quantificado com
auxilio do NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) no Hemocentro — Faculdade de Ciéncias
Médicas/Unicamp. Em seguida, o material foi aliquotado e armazenado a -80° C

Para sintese de cDNA, foi utilizado o RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas, Maryland, EUA) conforme as instrucdes do fabricante. Brevemente, 1 ug de RNA total
foi adicionado a 1 puL de oligo(dT), primer (50,0 uM) e a reacdo foi completada até 12 uL de dgua
DEPC, e posteriormente foi incubado a 65° C por 5 min no termociclador. Em seguida, para cada
reacdo, foram adicionados 8 uL do mix contendo 4 uL de 5x reaction buffer, 1 pL de Ribolock
Ribonuclease inhibitor (20u/uL), 2 uL. de 10mM dNTP mix e 1 uL de RevertAid H Minus M-MulLV
RT (200 u/uL), completando o volume final da reacdo para 20 uL. Em seguida, as amostras foram
incubadas no termociclador (90 min a 42° C e 5 min a 70° C). As amostras foram quantificadas com
auxilio do NanoDrop, aliquotadas e armazenadas a -80° C.

Ap6s a sintese de cDNA, foram efetuados testes dos oligonucletideos utilizando os moldes de
cDNA recém-confeccionados por meio do RT-PCR (Taq DNA polymerase, Fermentas). Cada reacao
foi composta por 4,5 uL. de Mix PCR (1x tampao Taq DNA polimerase, dANTP 0,2 mM, MgCl, 1,5
mM), 1,25 uLL de DMSO, 2 uL de cDNA, 2 uL de primers F+R (10mM), 0,12 uL de Taq, 15,12 uL
de d4gua DEPC. Em seguida, as amostras foram incubadas no termociclador de acordo com o seguinte

programa: 95 °C — 1 min, 5x (95° C — 1 min, 65°C -30s, 72° C — 1 min), 30 x (95°C -30's, 60° C —
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30s,72° C — 1 min), 72° C — 10 min. A avaliacdo da reacdo da PCR foi feita por meio da eletroforese
em gel de agarose a 2% na cuba horizontal, com corrente continua a 100 V durante 30 min com
ladder de 50 pb.

Para cada reacdo foram utilizados 39 pL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 12 uL de cDNA (50 ng/uL)), 12uLL de primer F (312,5 nM) e 12 uL. de
primer R (312,5 nM) no seguinte programa: 50° C — 2 min, 95° C — 10 min, 45x (95° C — 15s, 60° C —
1 min). Cada ensaio foi feita em triplicata (3x 25uL) utilizando placa apropriada para o termociclador
Applied Biosystems 7300, presente no Laboratério de Matriz Extracelular, do prof. Dr. Hernandes
Faustino Carvalho no Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia da
Unicamp. O gene normalizador utilizado foi o GAPDH. Os resultados foram normalizados usando os
valores de Ct (threshold cycle) do controle endégeno da mesma placa. Para quantificar a expressao
génica relativa, foi utilizado o modelo matematico 224 considerando o grupo “Selvagem” como
calibrador. Para validar os ensaios de Real-Time PCR, as curvas de eficiéncia e de dissociacdo foram
confeccionadas previamente e ajustes de concentracdo de cDNA e primers foram efetuados. A curva
de eficiéncia foi calculada por meio da equagdo E = 10", com valores resultantes acima de 0,90

para todos os genes.
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MMP2 primers
MMP9 primers
Fibulin-5 primers
LOX-1 primers
Tropoelastin primers
Fibrillin-1 primers
Fibrillin-2 primers
MAGP-1 primers
MAGP-2 primers

GAPDH primers

Forward, 5-TTCCACTCCACTGCATTTCCT-3
Reverse, 5-GGCGGGCTGAGATGCAT-3
Forward, 5-GGCGTGTCTGGAGATTCGA-3
Reverse, 5-CTCCTTATCCACGCGAATGAC-3
Forward, 5-GCAAGCAACAACCCGATACC-3
Reverse, 5-CCTGTTTGCCGCATATAGAACTC-3
Forward, 5-CCGCAGCAGTTCCCCTATC -3
Reverse, 5-CGCGGGATCGTAGTTCTCA -3
Forward, 5-AAGACCTGGCTTTGGACTTTCT-3
Reverse, 5- CGGCCACAGGATTTCCCA-3
Forward, 5-CATTCCTGTGGGGATGGATTC-3
Reverse, 5-TACGTGCAAGCACACCGATTT-3
Forward, 5-CACCGTGGGAAGCTATTTTTG-3
Reverse, 5-GTTCCAGCCCTCTGATCAATG-3
Forward, 5-GCTGGCTCAGGGCCAATATG-3
Reverse, 5-GAGGACTCACTTCTTGGTAGTCA-3
Forward, 5-GTCTTGGCAATCAGCATCCC-3
Reverse, 5-CCAGATTAGGGTCGTCTGTGAAT-3
Forward, 5-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3
Reverse, 5-CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT-3

Figura 4 — Sequéncias de primers utilizadas na técnica de Real time -PCR.

5.11 Zimografia in situ

As células em estudos foram cultivadas por quatro dias pds-confluéncia celular com ou
sem o tratamento com o losartan em laminulas de vidro de 13 mm estéreis e posteriormente fixada
em Metanol -80 °C. Em seguida, foi preparado 1mg/mL de DQ-gelatina com solucio tampao de
reacdo de gelatinase (NaCl 150mM, CaCl, 5mM, NaN3; 0,2mM, Tris-HCI 50mM, pH 7,6). A
concentragdo final da solu¢cdo de DQ-gelatina foi ajustada para 20pg/mL e, 500ul DQ-gelatina

foi adicionado as laminas e incubadas a 37°C em camara escura uUmida por 3 horas.
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Posteriormente, as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS e, em seguida, analisadas em
microscopio de fluorescéncia com Filtro FITC. Para quantificacdo da atividade gelatinolitica foi

mensurado mediante a média da intensidade de pixel pelo Software ImagelJ.

5.12 Analises de Vias de sinalizagdo e quantificagcdo de TGF-p.

As células em estudos foram cultivadas por quatro dias pds-confluéncia celular com ou
sem o tratamento com o losartan. Em seguida, as células foram submetidas a extracdo,
quantificacdo proteica e armazenado em Biofreezer -80 °C conforme descrito em western-
blotting na se¢dao material e métodos. Utilizando técnicas de western-blotting e kits comerciais de

quantificacdo (ELISA), foram investigadas proteinas das vias de sinalizacio de TGF-beta

(SMAD e MAPK2, ERK-1, JNK-1) e TGF-beta Total/ativo.

5.13Determinacao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs)

As células em estudos foram cultivadas em placas especiais para cultura de 35 mm por
quatro dias apds confluéncia celular. Em seguida o meio de cultura foi retirado, as células lavadas
com solucdo PBS estéril e entdo adicionado um novo meio de cultura com baixo teor de soro
fetal bovino (2%) acrescido da sonda carboxi-2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (carboxi-
H,DCFDA) da Invitrogen® seguindo o protocolo disponibilizado pelo préprio fabricante. Neste
ensaio, inicialmente a sonda foi reconstituida com DMSO estéril (solu¢do estoque) preparada
imediatamente antes do uso. A solu¢do estoque foi entdo diluida a solucdo trabalho na

concentracdo de 1 — 10 uM. Apés a retirada do meio de cultura e lavagem das células com PBS, a
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sonda foi entdo adicionada juntamente com o meio de cultura (DMEN acrescido 2% soro fetal
bovino) e as células incubadas por 30 min em cimara escura (estufa 37°C, 5% CO,). Na
sequéncia, as células foram novamente lavadas com solucdo estéril de PBS e entdo a
fluorescéncia acessada, captada e fotografada pelo microscépio Carls Zeiss Observer Z.1®

utilizando o filtro FITC e analisadas pelo software Axion vision 4.8.

5.14 Anadlises Estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro-padrdo. As diferencas entre médias foram
analisadas por ANOVA por meio do programa Prisma 5.0, como critério de significancia p< 0.05
pelo teste de Tukey. Em PCR-Real Time a expressao relativa dos genes foram comparados entre os
grupos utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Mann-Whitney. A significancia

estatistica foi definida como p<0,05.
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6. Resultados

Iniciamos nossa investigacao sobre o comportamento dos fibroblastos de derme selvagens
e deficientes em fibrilina-1 em cultura celular realizando o processo de extracio destas células de
modelos de camundongos para sindrome de marfan mantidos em nosso laboratério.

Como descrito em material e métodos, foi realizada a extracdo dos fibroblastos de derme
de camundongos recém-nascidos (2 a 3 dias de idade) da linhagem C57BL/6 com mutacdo nos
éxons 19-24 do gene da Fibrilina-1 (Figura 3), obtidos a partir do cruzamento de dois
camundongos heterozigotos para a mutacdo do gene de fibrilin-1 (Fbnl™** - HT).

Os fibroblastos foram entdo identificados por PCR, quanto ao nivel de expressao génica,
classificando-os em trés gendtipos: selvagens FbnlI** (WT) (ndo portador da mutagdo),
heterozigotos FbnI™** (HT) e homozigotos Fbnl™" ™ (HO) para a mutacio no gene da
fibrilina-1.

A identificacdo genotipica por PCR se deu em duas etapas de reacdes, cada qual com um
par de oligonucleotidios (primers) especificos. Os animais que apresentaram banda com
aproximadamente 440pb na primeira rea¢do foram identificados como portadores da mutac@o no
gene da fibrilina-1 (mgA/+). Os animais que apresentaram banda com aproximadamente 600bp
na segunda reacdo foram identificados como portadores do alelo selvagem. Sendo assim, os
animais selvagens, apresentaram banda apenas o par 20F/CC-R (segunda reagdo), os animais
deficientes heterozigotos apresentaram bandas em ambos os pares NeoF/NeoR (primeira reacio)
e 20F/CC-R (segunda reacdo) e os animais deficientes homozigotos apresentaram bandas apenas
para os pares NeoF/NeoR (primeira reacdo). A Figura 5A ilustra um exemplo de um dos géis

obtidos apds a primeira etapa de reacdo de PCR e eletroforese em gel de agarose 0,75%, onde as
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bandas em evidéncia representam os animais heterozigotos ou homozigotos, j4 que o par de
primers NeoF/NeoR amplifica uma regido do cassete de neomicina no gene da Fibrilina-1
mutado. Em B, é possivel observar um dos géis apds a segunda etapa de reacdes de PCR, onde a
banda em evidéncia identifica os animais que apresentam a amplificacdo para o alelo selvagem,
cujo primer utilizado foi 20F/CC-R. Os animais selvagens apresentaram apenas amplificados
para a segunda reacdo, os animais heterozigotos apresentam amplificados para a primeira e
segunda reacdo e os animais homozigotos apresentam amplificados somente para a primeira

reacao.
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Figura 5 — Identificacdo genotipica de camundongos por PCR. Em A (primeira
reacdo), as bandas indicam animais heterozigotos (HT) ou homozigotos (HO) para a
mutagdo no gene Fbnl, corresponde as bandas 2, 3, 5 e 8; 1- padrao de peso molecular de
1.000 pares de bases; 9 - controle negativo (WT) e 10 - controle positivo (HT). Em B
(segunda reagdo), as bandas indicam animais portadores do alelo selvagem (WT), que
corresponde as bandas 4, 5, 7 e 8; 1- padrdo de peso molecular com 10.000 pares de

bases; 9 - controle negativo (WT) e 10 - controle positivo (HT).
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A partir da criacio de um estoque de células, iniciamos o0s experimentos para
caracterizacdo do perfil de expressdo de componentes da matriz extracelular dos fibroblastos
deficientes em fibrilina-1.

Inicialmente nosso foco se deu sobre os principais componentes da matriz extracelular
que compdem as redes de microfibrilas, importantes no processo de formagao das fibras eldsticas
maduras. Assim, realizamos um ensaio inicial para verificar a capacidade de formacao in vitro
das fibras eldsticas presentes na matriz extracelular na cultura de fibroblastos de derme. A
principio utilizamos a técnica de imunofluorescéncia em cultura de fibroblastos selvagens (WT)
para um dos componentes e também constituintes das microfibrilas, a fibrilina-2. Podemos

observar em destaque verde as redes de microfibrilas formadas, como ilustrado na Figura 6.

A B

100 pm

100 pm

Figura 6 — Visualizacio dos fibroblastos de derme em cultura e das fibras elasticas
na matriz extracelular. Em A: Células em contraste de fase B: Rede de microfibrilas
visualizadas por imunofluorescéncia para fibrilina-2 (Verde). Anticorpo secundirio

conjugado com FITC. Barra = 100 pm.

Em seguida a fim de obter o melhor tempo de formacao das redes de microfibrilas e assim

otimizar a visualizacdo das mesmas, realizamos outro ensaio de imunofluorescéncia para
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fibrilina-2, utilizando fibroblastos selvagens (WT) em cultura celular com 0, 1, 2 3 e 4 dias apds
atingirem a confluéncia celular. Podemos observar o quarto dia como sendo o que apresentou
melhor visualizacdo e maior quantidade de microfibrilas formadas em relacdo a quantidade de

células, marcadas com coloragdo nuclear DAPI (destaque em azul) como mostrado na Figura 7.

Figura 7 — Tempo de formacao das microfibrilas de Fibrilina-2 por imunofluorescéncia
em cultura primaria de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens
(WT).Em 0, 1, 2, 3 e 4 dias de cultivo apds atingir a confluéncia celular. Plaqueamento com
densidade celular de 1x10°células/mL e marcacio nuclear com DAPI (AZUL). Anticorpo

primdrio Fibrilina-2. Anticorpo secundério conjugado com FITC. Aumento 20x.

N
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Ap6s a padronizac@o e a escolha do quarto dia de cultura apds as células atingirem a
confluéncia celular como sendo o método de partida para o estudo, iniciamos a investigacao
sobre a deposi¢do de moléculas componentes das microfibrilas na matriz extracelular utilizando
um ensaio de imunofluorescéncia em cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos
selvagens (Fbnl** - WT) e deficientes em fibrilina-1 (heterozigotos: Fbnl™** - HT e
homozigotos: Fbn1™*™¢* - HO) como descrito em material e métodos.

As células foram inicialmente plaqueadas em laminula de vidro de 13 mm, em densidade
de 1x10’ células/mL e cultivadas por quatro dias apds atingirem a confluéncia celular.

A Figura 8 ilustra o resultado das imunofluorescéncias para as glicoproteina MAGP-1,
Tropoelastina e Fibrilina-1, onde observamos uma diminuicdo conjunta da deposi¢do destas
proteinas na rede de microfibrilas dos fibroblastos derivados de camundongos deficientes em
fibrilina-1: MAGP-1 (HT - 22% e HO - 83%), Tropoelastina (HT — 25% e HO — 87,5%) e
Fibrilina-1 (HT — 26% e HO — 86%) se comparadas as dos fibroblastos controles derivados de

camundongos selvagens (WT).
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Figura 8 — Reducio da deposicao das microfibrilas de MAGP-1, Tropoelastina e Fibrilina-1
por imunofluorescéncia em cultura de fibroblastos selvagens e deficientes em fibrilina-1. Em
(A, D e G) cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens (WT) e
deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) para MAGP-1. Em (B, E e H) cultura de fibroblastos de
derme derivados de camundongos selvagens (WT) e deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) para
Tropoelastina. Em (C, F e H) cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos
selvagens (WT) e deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) para Fibrilina-1. Cultura de quatro dias
pés-confluéncia celular (1 x 10° células/mL). Anticorpo secunddrio conjugado com FITC.

Gréficos: Andlise gréfica das fluorescéncias pixel/area *p<0,05. Aumento 20x — Barra = 100 um.
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A vpartir dos dados adquiridos na imunofluorescéncia, realizamos um ensaio ultra
estrutural das fibras eldsticas formadas, utilizando microscopia eletronica de transmissdo e
varredura. Os dados demostram que a rede de microfibrilas na matriz extracelular dos
fibroblastos derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) se apresenta mais
delgada e fragmentada se comparada a dos fibroblastos derivados de camundongos selvagens
(WT). A Figura 9 ilustra a visualizacdo das microfibrilas das fibras eldsticas formadas na matriz
extracelular na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e

deficientes em fibrilina-1.
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Figura 9 — Visualizacio das microfibrilas por microscopia eletronica na matriz
extracelular da cultura de fibroblastos selvagens e deficientes em fibrilina-1.
Microscopia eletronica de varredura (MEV) para fibroblastos selvagens (WT) em A e
deficientes em fibrilina-1, heterozigotos (HT) em D e homozigotos (HO) em G.
Microscopia eletronica de transmissdo (MET) para fibroblastos selvagens (WT) em B e C;
deficientes em fibrilina-1, heterozigotos (HT) em E e F; homozigotos (HO) em H e L
Cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens: Fbnl** (WT),
heterozigotos: FhnI™"" (HT) e homozigotos: FbhnI™"™" (HO) por 4 dias apés atingir a
confluéncia celular. Visualizacdo das microfibrilas indicadas pelas setas. Barra = 2um e

Barra=1 pm.

Com o propésito de semi-quantificar a deposicdo das glicoproteinas MAGP-1,
Tropoelastina e Fibrilina-1 na matriz extracelular de cultura de fibroblastos derivados de

camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1, foi realizado o ensaio de western-blotting.
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As células foram cultivadas por quatro dias apds atingirem a confluéncia celular para obtencdo do
extrato proteico e os dados normalizados por beta-actina (42KDa). Neste ensaio, observamos a
redugdo conjunta da expressao das proteinas MAGP-1 (HT — 32% e HO — 86%), Tropoelastina
(HT — 33% e HO — 83%) e Fibrilina-1 (HT — 37% e HO — 87,5%) nas culturas celulares dos
fibroblastos derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) se comparado aos
fibroblastos derivados de camundongos selvagens (WT). As Figuras 10A, 10B e 10C ilustram os
resultados obtidos pela técnica de western-blotting para as proteinas MAGP-1 (31 KDa) e

Tropoelastina (70 KDa) e Fibrilina-1 (350KDa), respectivamente.
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Figura 10 — Reducio da expressao das proteinas MAGP-1, Tropoelastina e Fibrilina-1 em
cultura celular de fibroblastos derivados de camundongos selvagens e deficientes em
fibrilina-1. Western-blotting das glicoproteina MAGP-1 em A, Tropoelastina em B e Fibrilina-1
em C para os gendtipos: selvagens Fbnl**(WT), heterozigotos Fbnl1™'(HT) e homozigotos
Fbn1™" ™AHO). Extrato proteico celular de fibroblastos de derme obtido em cultura de quatro

dias pos-confluéncia celular. Graficos: Andlise gréafica das bandas pixel/area *p<0,05.
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A fim de averiguar e investigar o nivel de expressdo génica relativa das glicoproteinas em
estudo apds os ensaio de deposicdo na matriz extracelular realizamos um ensaio de Real-Time
PCR, onde as células foram cultivadas por quatro dias pds-confluéncia celular e em seguida
foram realizados os protocolos para extracdo de mRNA e sintese do cDNA requerido.

Neste ensaio, podemos observar que ndo houve diferencas significativas na expressao
génica relativa de MAGP-1, Tropoelastina, Fibrilina-2, MAGP-2, Fibulina-5 e LOX-1 dos
fibroblastos derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) se comparado aos
fibroblastos controles derivados de camundongos selvagens (WT). Porém, ocorreu um aumento
significativo na expressdo génica relativa das metaloproteinases MMP-2 ¢ MMP-9 dos
fibroblastos derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) se comparado ao
seu controle selvagem (WT). A Figura 11 ilustra os dados obtidos pela técnica de Real-time PCR
na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em

fibrilina-1.
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Figura 11 — Aumento dos niveis de expressio génica relativa (mRNA) de MMP-2 e MMP-9
quantificados por PCR-Real time na cultura celular de fibroblastos de derme derivados de
camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1. Em A as proteinas Fibrilina-1, Fibrilina-2,
MAGP-1, MAGP-2 e Tropoelastina. Em B, as proteinas Fibulina-5, Lox-1, MMP-2 e MMP-9.
Cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1
quatro dias pés-confluéncia celular. Genétipos: selvagens Fbnl** (WT), heterozigotos Fbn1™""

(HT) e homozigotos Fbn1™* ™* (HO). *p<0,05.

Ap6s a avaliagdo primdria do perfil elastogénico dos fibroblastos de derme derivados de
camundongos selvagens e deficientes em fibrillina-1, iniciamos o estudo do comportamento
celular dos fibroblastos frente ao tratamento com o principio ativo losartan, comumente descrito
na literatura cientifica e seguindo os protocolos j4 mencionados em material e métodos.

Para este ensaio, os fibroblastos de derme foram cultivados por quatro dias apds atingirem
a confluéncia celular na auséncia ou presenca de 100 uMol/L de losartan potdssico (principio
ativo). Os dados sugerem um aumento significativo na deposi¢do das microfibrilas de MAGP-1
(WT LOS —21% e HO LOS - 71,5%) e Tropoelastina (WT LOS — 18% e HO LOS — 68,5%) na

cultura celular de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens (WT) e deficientes
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em fibrilina-1 (HO) apés o tratamento com 100 uMol/L do principio ativo losartan se comparado
ao seu controle sem a utilizagdo do tratamento. Nao se observou mudancgas significativas na
deposicao das microfibrilas de Fibrilina-1 dos fibroblastos selvagens (WT) e deficientes em
fibrilina-1 (HO) apés o mesmo tratamento. A Figura 12 ilustra o resultado das
imunofluorescéncias para MAGP-1, Tropoelastina e Fibrilina-1 apds o tratamento com o
principio ativo losartan (100 uMol/L) na cultura de fibroblastos de derme derivados de

camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1.
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Figura 12 — Aumento da deposicio das microfibrilas de MAGP-1 e Tropoelastina por
imunofluorescéncia apés o tratamento com principio ativo losartan. Imunofluorescéncia para
MAGP-1 em A, Tropoelastina em B e Fibrilina-1 em C. Cultura primaria de fibroblastos de derme
derivados de camundongos selvagens (WT) e deficientes em fibrilina-1 (HO), quatro dias pds-
confluéncia celular (1x10° células/mL) na auséncia ou presenca do principio ativo losartan
potassico 100 uMol/L. Anticorpo secundario conjugado com FITC. Grificos: Andlise gréafica das

fluorescéncias pixel/drea *p<0,05. Aumento 40x — Barra = 50 pum.
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A proposito de corroborar os dados encontrados na imunofluorescéncia apds o tratamento
com o principio ativo losartan, foi realizado o ensaio de western-blotting para as glicoproteinas
MAGP-1, Tropoelastina e Fibrilina-1 utilizando o mesmo procedimento. Para este ensaio, os
fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1 foram
cultivados por quatro dias pds-confluéncia celular na auséncia ou presenca do principio ativo
losartan (0,1,10 e 100uMol/L) para obtencdo do extrato proteico. Os dados obtidos corroboram
com os encontrados na imunofluorescéncia, sugerindo um aumento na expressdo das proteinas
MAGP-1 (WT LOS 100 - 25% e HO LOS 100 — 80%) e Tropoelastina (WT LOS 100 — 16,7% e
HO LOS 100 — 72%) na cultura celular de fibroblastos derivados de camundongos selvagens
(WT) e deficientes em fibrilina-1 (HO) apds o tratamento com 100 puMol/L do principio ativo
losartan se comparado ao seu controle sem o tratamento. Ndo se observou mudancgas
significativas na deposi¢do das microfibrilas de Fibrilina-1 dos fibroblastos selvagens (WT) e
deficientes em fibrilina-1 (HO) apds o mesmo tratamento. A Figura 13 ilustra o resultado dos
imunoblots para MAGP-1, Tropoelastina e Fibrilina-1 na auséncia e presenc¢a do tratamento com

losartan.
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Figura 13 — Aumento da expressao das proteinas MAGP-1 e Tropoelastina em cultura
celular de fibroblastos derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1 apés
o tratamento com o principio ativo losartan. Western-blotting das glicoproteina MAGP-1 em A
(WT e HO), Tropoelastina em B (WT e HO) e Fibrilina-1 em C (WT e HO) para os genétipos:
selvagens Fbn1** (WT) e homozigotos Fbn1™" ™ (HO). Extrato proteico celular de fibroblastos
de derme obtido em cultura de quatro dias pés-confluéncia celular na auséncia ou presenca do
principio ativo losartan (0,1,10 ou 100 uMol/L). Gréaficos: Analise grafica das bandas pixel/area

#p<0,05.

Dando seguimento a linha de pesquisa, realizamos um ensaio para averiguar a expressao
génica relativa de mRNA por Real-Time PCR das principais glicoproteinas em estudo, apds o

tratamento dos fibroblastos com o principio ativo losartan. Para este ensaio, as células foram

64



cultivadas por quatro dias pds-confluéncia celular na presenca de 100uMol/L do principio ativo
losartan e em seguida realizados os protocolos para extracdo de mRNA e execucdo do
experimento. Os dados sugerem uma reducdo substancial na expressdo génica relativa das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 na cultura dos fibroblastos de derme derivados de
camundongos deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) apds o tratamento com 100uMol/L do
principio ativo losartan. N@o se observou variagdes significativas na expressao génica relativa das
proteinas Fibrilina-1, Fibrilina-2, MAGP-1 e Tropoelastina apés o mesmo tratamento. A Figura
14 ilustra os resultados do ensaio de Real Time — PCR apds o tratamento com o principio ativo
losartan na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes

em fibrilina-1.
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Figura 14 — Reducio do niveis de expressdo relativa(mRNA) de MMP-2 e MMP-9
quantificados por Real-time PCR apés tratamento com o principio ativo losartan. Em A
Fibrilina-1, em B Fibrilina-2, em C MAGP-1, em D MMP-2, em E MMP-9 e em F Tropoelastina.
Cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1
quatro dias pés-confluéncia celular em auséncia ou presenga de 100uMol/LL do losartan.
Genétipos selvagens: Fbnl** (WT), heterozigotos: Fbn1™"" (HT) e homozigotos: Fbn1™" me*

(HO). #p<00,5.
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Utilizando o conceito do principio ativo losartan como um inibidor de receptor AT1 e
consequente geracdo de acumulo de angiotensina II, foi realizado testes para averiguar a
deposicdo das proteinas MAGP-1 e Tropoelastina na matriz extracelular de cultura de
fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1 frente a
utilizacdo do principio ativo captopril e os peptideos de angiotensina I e angiotensina II, como
tratamento. Para realizacdo dos testes foi desenvolvida a técnica de Western-blotting. Para o
principio ativo captopril foram utilizadas as concentragdes-testes: 0, 100, 500 e 1000 pMol/L;
para a Angiotensina I e II foram utilizadas as concentracdes: O nMol/L ; 1 nMol/L ; 10 nMol/L e
1 uMol/L.

Os dados sugerem que o tanto o principio ativo captopril como os peptideos de
angiotensina I e Il ndo alteraram de forma significativa a expressdo das proteinas MAGP-1 e
Tropoelastina na cultura celular dos fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens
(WT) e deficientes em fibrilina-1 (HT e HO) ap6s o tratamento. A Figura 15 ilustra os resultados
dos immunoblottings das culturas de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens
e deficientes em fibrilina-1 para o tratamento com o principio ativo captopril, angiotensina I e

angiotensina II.
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Figura 15 — Nio alteracio da expressio das proteinas MAGP-1 e Tropoelastina em cultura
celular de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em
fibrilina-1 apoés o tratamento com o principio ativo captopril, angiotensina I e II. Western-
blotting das Proteinas MAGP-1 em B, D e F; Tropoelastina em A, C e E. Para os tratamentos:
Captopril (0, 100, 500 e 1000 pMol/L) ; Angiotensina I e II (0, 1 e 10 nMol/L e 1 uMol/L).
Extrato proteico celular de fibroblastos de derme, com quatro dias de tratamento apds confluéncia
celular. GenGtipos: selvagem FbnI** (WT), heterozigoto FbnI™*" (HT) e homozigotos

FbnI™"™* (Ho). Gréficos: Anilise grafica das bandas pixel/drea p<0,05.

Ao constatarmos a influéncia indireta do principio ativo losartan no perfil elastogénico
dos fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrillina-1,

iniciamos um estudo sobre as possiveis vias de sinalizagdo atuante do farmaco. Sendo assim,
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realizamos em um primeiro momento o ensaio de semi-quantificacio de TGF-beta na cultura
celular. Para este estudo utilizamos o ensaio de ELISA conforme descritos em material e
métodos. Através dos dados obtidos, observamos um aumento significativo na atividade da
citocina ativa de TGF-beta na cultura celular dos fibroblastos de derme derivados de
camundongos deficientes em fibrilina-1 (HO) se comprado ao seu controle selvagem (WT).
Verificamos também a reducdo na atividade desta citocina apds o tratamento com 100uMol/L do
principio ativo losartan. A Figura 16 ilustra o resultado da semi-quantificacio de TGF-beta total e

ativo por ELISA na auséncia ou presenca do principio ativo losartan (100uMol/L).
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Figura 16 — Aumento dos niveis de TGF ativo semi-quantificado por ELISA. Em (A) TGF-
beta total e em (B) TGF-beta ativo em cultura de fibroblastos de derme derivados de
camundongos selvagens - Fbn1**(WT) e deficientes em Fibrilina-1 - Fon1™" ™*HO), quatro

dias pos-confluéncia celular na auséncia ou presencga de 100uMol/L do losartan.*p<0,05.

Ap6s a andlise da semi-quantificacdo de TGF-beta por ELISA e segundo a linha de
estudo, investigamos a atividade da via de sinaliza¢do candnica de atuagdo de TGF-beta segundo

a literatura cientifica.
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Para tal, realizamos ensaios de imunohistoquimica e western-blotting para SMAD-2 (via
candnica de atuacdo de TGF-beta). Neste ensaio, os fibroblastos de derme derivados de
camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1 foram cultivados por quatro dias poés-
confluéncia celular na auséncia ou presenca do principio ativo losartan (100uMol/L). Os dados
obtidos nestes ensaios mostraram um aumento da expressio de SMAD-2 em fibroblastos de
derme derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1 (HO) se comparado ao seu controle
selvagem (WT). Apds o tratamento destas células com o principio ativo losartan, observou-se
uma reducdo da expressio de SMAD-2. A Figura 17 ilustra o resultado dos ensaios de
imunohistoquimica e western-blotting para SMAD-2 na auséncia ou presenca do principio ativo
losartan na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes

em fibrilina-1.
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Figura 17 — Aumento da expressdo de SMAD-2 em cultura celular de fibroblastos de derme
derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1. Imunohistoquimica (A) e
Western-blotting (B) de SMAD-2 para os gendtipos: selvagens Fbnl™ (WT) e homozigotos
Fbn1™¢" ™ (HO). Cultura celular de fibroblastos de derme quatro dias pés-confluéncia celular na
presenga ou auséncia do principio ativo losartan (100uMol/L). Gréficos: Andlise gréifica das

bandas pixel/drea e coloracdo por DAB.*p<0,05.

Em seguida, realizamos ensaios para investigar a atividade da via de sinalizacdo nao
canoOnica de atuacdo de TGF-beta. Assim, realizamos ensaios de western-blotting para ERK1/2 e
JNK-1. Os fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-
1 foram cultivados por quatro dias pés-confluéncia celular na presenga ou auséncia do losartan
(100uMol/L). Neste ensaio, os dados mostraram um aumento da expressdo de ERK1/2 e JNK-1
na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1 (HO) se
comparado ao seu controle selvagem (WT). Apds o tratamento com o principio ativo losartan
observou-se nestas mesmas células uma reducdo da expressao de ERK1/2 e JNK-1. A Figura 18

ilustra os resultados do ensaio de western-blotting para ERK1/2 e INK-1 na auséncia ou presenca
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de 100uMol/L do principio ativo losartan na cultura de fibroblastos de derme derivados de

camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1.
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Figura 18 — Aumento da expressao de ERK1/2 e JNK-1 em cultura celular de fibroblastos de

derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1. Western-blotting de

ERK1/2 (A) e INK-1 (B) para os genétipos: selvagens Fbn1*"* (WT) e homozigotos Fbn1™" ™"

(HO). Cultura celular de fibroblastos de derme quatro dias pds-confluéncia celular na presenca ou

auséncia do losartan (100uMol/L). Graficos: Anélise grafica das bandas pixel/drea.*p<0,05.
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A fim de verificar uma possivel alteracdo no processo metabdlico dos fibroblastos de
derme deficientes em fibrilina-1, investigamos também os niveis de producio de espécies reativas
de oxigénio (EROs), utilizando uma sonda 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA)
in vivo através do ensaio de imunofluorescéncia em cultura de fibroblastos de derme derivados
de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1. Os dados sugerem um aumento nos
niveis de espécies reativas de oxigénio na cultura de fibroblastos de derme derivados de
camundongos deficientes em fibrilina-1 (HO) se comparado ao seu controle selvagem (WT). A
Figura 19 ilustra o resultado do ensaio de imunofluorescéncia para espécies reativas de oxigénio
(EROs) na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes

em fibrilina-1.
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Figura 19 — Aumento nos niveis de producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
em cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e
deficientes em fibrilina-1. Fluorescéncia para espécies reativas de oxigénio (EROs) utilizando
uma sonda HyDCFDA. Cultura primdria de fibroblastos de derme derivados de camundongos

selvagens (WT) e deficientes em fibrilina-1 (HO). Gréficos: Andlise grifica das fluorescéncia

pixel/area.*p<0,05. Filtro FITC.



Ap6s andlise dos resultados dos ensaios de EROs, verificamos a atividade da via de
sinalizacdo NFk-B, responsdvel indiretamente pelo aumento de EROs, através de uma ensaio de
western-blotting. Os dados deste ensaio sugerem uma diminuicdo na expressdo de NFk-B na
cultura dos fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 (HO) se comparado ao seu controle
selvagem (WT). Apds o tratamento destas células com o principio ativo losartan (100uMol/L)
observou aumento na sua respectiva expressdo. A Figura 20 ilustra o resultado do ensaio de
western-blotting em cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e

deficientes em fibrilina-1 na auséncia ou presenga do principio ativo losartan (100uMol/L).
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Figura 20 — Reducao da expressio de NFk-B em cultura de fibroblastos de derme
derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1. Western-blotting de
NFk-B para os gendtipos: selvagens Fbnl** (WT) e homozigotos Fbn1™" ™* (HO). Cultura
celular de fibroblastos de derme quatro dias pds-confluéncia celular na auséncia ou presenca do

principio ativo losartan (100uMol/L). Graficos: Andlise grafica das bandas pixel/area.*p<0,05.

Por fim, verificamos também a atividade das enzimas metaloproteinases da matriz
extracelular na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e

deficientes em fibrilina-1, envolvidas no processo de remodelamento e degradacdo das fibras
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eldsticas. Para este ensaio, utilizamos a técnica de zimografia in sifu, descrita em material e
métodos. Os resultados foram obtidos por fluorescéncia.

Os dados demonstram um aumento na atividade das metaloproteinases de matriz
extracelular na cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos deficientes em
fibrilina-1 (HO) se comparado ao seu controle selvagem (WT). Podemos observar também uma
reducdo da atividade das metaloproteinases apds o tratamento destas células com o principio
ativo losartan (100uMol/L). A Figura 21 ilustra o resultado do ensaio de zimografia in situ para
fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens e deficientes em fibrilina-1,
cultivados por quatro dias pds-confluéncia celular na auséncia ou presenca do principio ativo

losartan (100uMol/L).
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Figura 21 - Aumento da atividade de enzimas metaloproteinases de matriz
extracelular em cultura de fibroblastos de derme derivados de camundongos
selvagens e deficientes em fibrilina-1. Fluorescéncia para metaloproteinases de matiz
extracelular em cultura priméria de fibroblastos de derme derivados de camundongos selvagens
(WT) e deficientes em fibrilina-1 (HO), quatro dias pés-confluéncia celular (1)(105 células/mL) na
auséncia ou presenca do principio ativo losartan 100 uMol/L. Gréficos: Andlise gréfica das

fluorescéncia pixel/area *p<0,05. Aumento 20x — Barra = 100 pm.
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7. Discussao

Um dos principais desafios no estudo das fibras elasticas € encontrar um modelo ideal para
desenvolvimento da pesquisa. Dentre os modelos usuais, o de cultura de células tem sido bastante util
no sentido de ajudar a conhecer e compreender os possiveis reguladores e os seus mecanismos de
regulacdo, muito embora, em cultura, uma das principais razdes para o aparecimento das fibras
eldsticas na escala evolutiva ndo esteja presente: o estresse mecanico. O estabelecimento das culturas
primdrias de fibroblastos de derme foi o nosso primeiro desafio. As células foram estabelecidas,
cultivadas e capazes de manter a expressdo dos componentes das fibras eldsticas, objetos do nosso
estudo. A determinacdo dos gendtipos de cada cultura celular foi realizada por PCR assim como
estabelecido em nosso laboratdrio para a identificacdo genotipica dos camundongos. Através deste
método foram caracterizados os genétipos dos camundongos recém-nascidos bem como os das
células extraidas a partir de cada animal, onde foram obtidas células de animais que apresentavam a

1mgA/+

mutacio no gene da fibrilina-1 [heterozigotos (Fbn ) e homozigotos (anlmgN mgA)] e de animais

selvagens (Fbnl™"

) que expressavam a fibrilina-1 normalmente (Figura 5). Estudos posteriores
permitiram estabelecer o quarto dia de pds-confluéncia da cultura celular como o periodo de
crescimento adequado para avaliar a capacidade das células em depositar matriz extracelular e ainda
verificar o efeito do tratamento do losartan na sintese e deposicio de MAGP-1, tropoelastina e
fibrilina-1 (Figura 7).

O conjunto dos resultados obtidos com emprego de microscopios de luz e eletronicos de
transmissdo e de varredura na caracterizacdo do fendtipo de células isoladas a partir da derme de

animais de gendtipos selvagem (Fbn1**) e deficientes em fibrilina-1 [heterozigotos (Fbn1™") e

homozigotos (Fbn1™#/™*)] mantiveram, in vitro, caracteristicas de células semelhantes a fibroblastos
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mantendo a capacidade de sintetizar componentes da matriz extracelular e também depositd-los em
forma de rede microfibrilar na matriz extracelular (MEC) (Figura 9). A partir disto, foi possivel
verificar que o tratamento com losartan interfere na capacidade das células depositarem a trama
microfibrilar na MEC, ao longo dos experimentos.

A manutengdo de caracteristicas fenotipicas € aspecto relevante, notado na formacio dindmica
de fibras elasticas in vitro por células semelhantes a fibroblastos, que expressam proteinas e que
compdem estas fibras, particularmente aquelas que fazem parte da trama microfibrilar, que contem
fibrilina a qual se agregam a tropoelastina, que progressivamente coalesce em agregados maiores para
eventualmente formar fibras elasticas funcionais (Czirok et al., 2006; Kozel et al., 2006).

As fibras eldsticas sd3o uma importante classe de fibras da matriz extracelular e estruturas
presentes em diversos 6rgdos, desempenhando papel fundamental na manutencdo estrutural dos
tecidos (Kielty, 2006). A pele, ligamento, pulmdo e vasos estdo intimamente ligados as
funcionalidades das fibras eldsticas e sdo estruturas que exercem papéis dinamicos (Ramirez e
Sakai, 2009). Alteracdes nas estruturas componentes das fibras eldsticas, principalmente das
microfibrilas, ocasionam diversos problemas, sendo o mais comum, e de nosso interesse a
sindrome de Marfan (Frydman, 2008).

Ao iniciarmos nossos estudos, nos deparamos que os resultados semi-quantitativos
obtidos no estudo imunoquimico evidenciaram uma diminuicdo conjunta da deposi¢ao das
proteinas MAGP-1 e tropoelastina e esta diminui¢do € maior para as células obtidas dos animais
homozigotos para a mutacdo (Figura 8 e 10). A manutencdo da capacidade de sintese de
componentes das fibras eldsticas pelos fibroblastos, particularmente de MAGP-1 e fibrilina-2

propiciam base para deposicdo de tropoelastina, a exemplo do que foi observado em fibroblastos,
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mantidos em cultura, extraidos de tecidos conjuntivos de bovinos, humanos e de ratos (Mecham,
et al 1981, Tsuruga, Yajima et al. 2005 Sugawara, Sawada et al. 2010).

A diminui¢do conjunta da deposi¢do de proteinas na matriz extracelular de cultura de
fibroblastos deficientes em fibrilina-1 € uma caracteristica ainda nao muito bem descrita e poucos
trabalhos existem sobre esse tema, porém, muitos ressaltam a importancia da fibrilina-1 na
correta formagdo do sistema microfibrilar.

Em 1990, estudos realizados com pacientes portadores da sindrome de Marfan
demonstraram a existéncia de uma aparente deficiéncia de um elemento do tecido conjuntivo
pertencente ao sistema microfibrilar, através de imunohistologia (Hollister et al., 1990). Durante
a formacdo das fibras eldsticas maduras, Kielty e al (2005) relataram a importancia da Fibrilina-
1 em conduzir a correta deposi¢do de tropoelastina na formacdo da fibra eldstica. Em outro
estudo, foi sugerido que ambeas, fibrilina-1 e fibrilina-2 sdo essenciais para a formacdo das tramas
microfibrilares na zonas ciliares e que suas supressdes acarretam uma diminui¢cdo das espessuras
das mesmas (Mclaughlin et al., 2006; Yamanouchi et al., 2011). Estudos realizados por vérios
grupos tem demonstrado a essencialidade de outras moléculas para a formagao da fibra eldstica in
vivo, tais como fibulina-5 e fibulina-4 enquanto outras moléculas aparentemente ndo sao tao
importantes durante o desenvolvimento da fibra, mas sim na manutencdo desta, como a MAGP-1
e fibulina-2 (Nakamura et al., 2002; Yanagisawa et al., 2002; Orringer et al., 2004; Mclaughlin et
al., 2006; Sicot et al., 2008; Weinbaum et al., 2008; Werneck et al., 2008).

Os resultados obtidos na caracterizacdo morfoldgica e imunoquimica de fibroblastos de

++ mgA/+) e

camundongos selvagens (Fbnl™") e deficientes em fibrilina-1 [heterozigotos (Fbnl

mgA/mgA)]

homozigotos (Fbnl corroboram com os resultados descritos na literatura e sugerem que a

perda do contetido proteico de alguns componentes das fibras eldsticas, resulta em desarranjo da
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trama microfibrilar que ndo se agrega de modo adequado na MEC, podendo levar ao aumento da
degradacdo destes componentes pela maior exposi¢do a proteases devido a ndo formacao das
estruturas corretas. Wipff et al (2010) demonstraram que fibroblastos obtidos de portadores de
esclerose sistémica (SSc) ndo apresentaram alteracdes nem nas expressdes génica de fibrilina-1,
avaliada por imunoquimica e PCR, nem na producao, secre¢ao e organiza¢do das microfibrilas, in
vitro. De acordo com estes autores, o comportamento dos fibroblastos na SSc difere do modelo
de sindrome de Marfan onde se observa que a deficiéncia na expressdes génica de fibrilina-1,
interfere drasticamente na producdo, secrecdo e organizacdo das microfibrilas in vitro assim
como nds demonstramos em nossos estudos.

A fibrilina-1 tem um essencial papel na formagdo das fibras eldsticas, bem como na
homeostase do tecido elastico. A deficiéncia de fibrilina-1 parece estar intrinsicamente ligada as
alteracdes na sintese/degradacdo/deposi¢io dos componentes da fibra eldstica (Wang et al.,
2009). Nossos dados demonstram que hd uma diminuicio dos componentes analisados nas
culturas com deficiéncia em fibrilina-1, podendo esta diminui¢do ser resultado de alteracdo na
expressdo génica destes componentes ou na sua deposicdo ou ainda, no aumento da sua
degradacdo. Para verificar alteracdes nos niveis de expressdo génica, realizamos PCR
quantitativo das principais proteinas constituintes das microfibrilas ou que participam da
regulacdo e formacao das fibras eldsticas (Figura 11).

Os resultados obtidos no ensaio de Real Time-PCR demonstram que n@o houve variagdes
significativas nos niveis de expressao dos genes das proteinas LOX-1, Fibrilina-2, Fibulina-5,
MAGP-1, MAGP-2 e tropoelastina entre os genétipos selvagens e deficientes em fibrilina-1. No

entanto ficou evidente o aumento nos niveis de expressdo das metaloproteinases MMP-2 e MMP-
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9 nas células dos animais deficientes em fibrilina-1. O aumento da atividade destas enzimas
também foi confirmado pelos resultados da zimografia in situ (Figura 21).

Este aumento da expressio de MMP-2 e MMP-9 nos animais deficientes em fibrilina-1,
muito embora seja pequeno, pode ser um indicio de que estas metaloproteinases possam estar
atuando na degradacdo das microfibrilas e fibras eldsticas in vitro. As metaloproteinases sao
enzimas capazes de clivar e degradar componentes da matriz extracelular e com isso alterar o
perfil de deposicdo das proteinas. O aumento nos niveis das MMPs pode estar contribuindo para
diminuicdo das proteinas MAGP-1 e tropoelastina como nossos dados sugerem, seja pela
degradacao das moléculas ja depositadas, seja pela degradacdo antes da deposic¢ao.

Pratt, B. et al (2010) relataram em seus estudos, que o aumento na regulacio da MMPs
em particular a MMP-9, estd diretamente ligado aos danos ocorridos na matriz extracelular na
sindrome de marfan (Kang et al., 2003). Em outro estudo foi verificado que o aumento da
metaloproteinase MMP-2 estd diretamente ligado ao processo de degradacdo da fibrilina na
matriz extracelular de cultura fibroblastos de ligamento periodontal (Tsuruga et al., 2007). Em
estudos envolvendo aneurismas da aorta na sindrome de marfan, varios autores descreveram a
importancia da superatividade das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 na perda da integridade
das fibras elasticas (Chung et al., 2007; Ikonomidis et al., 2006; Yasmin et al., 2005).

Assim, 0 aumento nos niveis de expressao e atividade das metaloproteinases MMP-2 e
MMP-9 em fibroblastos derivados de animais deficientes em fibrilina-1 (modelos para Sindrome
de Marfan) e as caracteristicas morfoldgicas dos agregados fibrilares na MEC sdo sugestivos de
que possa haver atuacdo enzimadtica dessas metaloproteases sobre as fibras eldsticas ou
componentes microfibrilares depositados principalmente pelos fibroblastos derivados de animais

homozigotos. Nossos resultados dos ensaios realizados para medir a atividade destas enzimas
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reforcam sua grande importincia no papel regulador da deposicdo de fibras eldsticas na matriz
extracelular bem como torna mais clara a possivel funcdo destas enzimas neste processo.

A sindrome de marfan, caracterizada por uma desordem no sistema de tecidos conjuntivos
tém como principais manifestacdes clinicas aneurismas na aorta proximal, deslocamento do
cristalino e crescimento exacerbado dos ossos. Os diversos sinais e sintomas apresentados pelos
pacientes portadores dessa sindrome sdo atribuidos a desregulacdo e super-ativacao de TGF-beta
(Neptune et al., 2003; Baldwin et al., 2013).

Vehvilainen et al (2009) relataram a importancia da fibrilina-1 na interacdo com as
proteinas LTBP’s (proteinas de ligacdo ao fator latente de TGF-beta) (Vehvilainen et al., 2009).
Em 2009, Ono R. N. et al, demonstraram a importancia da fibrilina-1 na apropriada interacdao
com as LTBP’s. Os estudos mostraram que, diferentemente de outras proteinas também presentes
na matriz extracelular, a fibrilina-1 € a dnica requerida (Ono et al., 2009).

A utilizagdo do losartan, um anti-hipertensivo bloqueador do receptor ATI1 de
angiotensina II e inibidor da expressao e ativacao de TGF-beta, tem sido a estratégia utilizada nos
tratamentos dos portadores de sindrome de marfan (Habashi et al., 2006; Jimenez e Rosenbloom,
2008). Muito embora este possa ser o mecanismo pelo qual o losartan possa estar atuando, outras
vias ndo podem ser descartadas ja que o uso de captopril, inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ACE), ndo teve o mesmo efeito em nosso estudo (Figura 15).

Utilizando o modelo de cultura de células, foi possivel visualizar o aumento significativo
do contetddo proteico de Tropoelastina e MAGP-1 ap6s o tratamento com o losartan nos ensaios
de immunoblotting e imunofluorescéncia. Esses dados corroboram com Radonic er al (2010);
Yang et al (2009); Jimenez et al (2008); Kalluri et al (2008); Habashi et al (2006); (Jimenez e

Rosenbloom, 2008); (Habashi et al., 2006); (Mates et al., 2004); (Radonic et al., 2010), em
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estudos com o losartan na sindrome de Marfan. O tratamento com losartan também aumentou a
quantidade de fibras formadas pelos fibroblastos como evidenciado pelos estudos
imunocitoquimicos (Figuras 12 e 13).

Os dados obtidos sugerem que o tratamento com o losartan tem a capacidade de resgatar
de forma parcial o conteido proteico normal de MAGP-1 e tropoelastina nas microfibrilas da
matriz extracelular de cultura de fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1. Considerando
que o losartan, como um agente anti-hipertensivo, atua inibindo o receptor AT1 de angiotensina
II, bloqueando a sinalizag@o por angiotensina II como descrito acima, foram realizados ensaios de
immunoblotting para as proteinas MAGP-1 e tropoelastina, utilizando culturas de fibroblastos de
derme tratados com o farmaco captopril, um agente anti-hipertensivo inibidor de ACE (enzima
conversora de angiotensina I) e os peptideos de angiotensina 1 e II, buscando averiguar e
mimetizar uma possivel similaridade com a via de atuag¢do do losartan no tratamento da sindrome
de Marfan (Figura 15).

De acordo com os dados apresentados, ndo ocorreram alteragdes significativas no
conteddo proteico de MAGP-1 e tropoelastina utilizando tais tratamentos, sugerindo que o
losartan atua de maneira unica e que o funcionamento do sistema renina-angiotensina, pelo
menos in vitro, nao parece ser importante neste processo.

O papel do losartan como uma espécie antagonica da ativagdo de TGF-B na MEC nos
induziu a realizar experimentos que comprovassem a sua super-ativacdo na cultura de
fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 (Ono et al., 2009). Foram realizados ensaios de
ELISA que comprovaram o aumento da atividade desta citocina na matriz extracelular da cultura

dos fibroblastos (Figura 16).
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Sendo assim, iniciamos entdo, uma busca pela possivel via de atuacdo do losartan como
agente de tratamento das células deficientes em fibrilina-1. A atividade de TGF-f para regular as
inimeras fungdes celulares pode se dar em uma multiplicidade de vias de sinalizacdo
intracelulares diferentes da via convencional de SMADs ou também conhecida como via de
sinalizacdo candnica de TGF-P. Estas vias de sinaliza¢des alternativas, ditas ndo-Smads, sdo
também conhecida como via de sinaliza¢do ndo-canonica de TGF-$ (Vivar et al., 2013) Zhang
2009).

As vias ndo-candnicas de TGF-p sdo acionadas diretamente por seus receptores ativos
para reforgar, atenuar ou modular de diferentes formas as respostas celulares ao estimulo. Estas
vias ndo-Smads incluem vdarios ramos das vias MAP quinase, Rho-GTPase e as vias de
fosfatidilinositol-3-quinase/AKT (Zhang, 2009).

Holm et al., (2011) utilizando modelos para sindrome de marfan analisou a progressao do
aneurisma adrtico nestes animais em funcdo das atividade da via ndo candnica de TGF-B
sinalizada por ERK 1/2 e JNK-1, onde ambas se mostraram ativas no desenvolvimento do
aneurisma e quando tratados com agentes especificos de inibicdo de TGF-f contribuiram
amenizando o seu crescimento.

Assim, realizamos ensaios de imunoblots e imunohistoquimica buscando todas as
possiveis formas de sinalizacdo de TGF-B, canonica e ndo candnica (Figuras 17 e 18). Os
resultados mostraram que ambas as vias candnicas e ndo-candnicas estavam ativas sugerindo que
o aumento na super atividade de TGF-f poderia estar sendo “compensada” por diferentes ramos
da sinalizagao intracelular de TGF-f simultaneamente. Em seguida em outro ensaio, ocorreu uma
reducdo da atividade canonica (SMAD-2) e ndo-candnica (ERK1/2 e JNK-1) apds o tratamentos

dos fibroblastos de derme derivados de camundongos deficientes em Fibrilina-1 com o losartan,
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mimetizando os dados encontrados no estudo utilizando inibidores especificos de TGF-f (Holm
etal.,2011).

Estudos demostram que o aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio das células
pode estar relacionado ao aumento da atividade de ERK1/2 e JNK-1 (Zhang et al., 2013)
(Nakano et al., 2006). Baseando-se neste contexto, realizamos ensaios para averiguar os niveis de
espécies reativas de oxigénio dos fibroblastos de derme derivados de camundongos deficientes
em fibrilina-1, utilizando microscopia de imunofluorescéncia (Figura 19). Nossos resultados,
demostraram um aumento significativo na pesquisa de espécies reativas de oxigénio (EROs)
corroborando com os dados encontrados na literatura cientifica.

Em contrapartida, o aumento de EROs via NFK-B por estar ligado diretamente ao
aumento da expressdo das enzimas metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 importantes na
regulacdo da sintese e degradacdo das fibras eldsticas (Zhang et al., 2013). Assim, realizamos
ensaios para verificar a atividade da via de sinalizacdo de NFK-B (Figura 20). Nossos dados
demostraram a inibicdo desta via em fibroblastos de derme derivados de camundongos
deficientes em fibrilina-1. Ao realizar o tratamento dos fibroblastos com o losartan, observamos o
aumento da atividade da via de sinalizacdo NFK-B. Nakano et al., (2006) conseguiu estabelecer
uma relacdo entre atividade da via de sinalizacdo NFK-B, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a via de sinalizacdo ndo candnica de TGF-B. Em seu estudo Nakano relata que o
aumento da atividade de JNK-1 (via ndo candnica de TGF-f) pode estar relacionado a inibi¢ao da
via de sinalizacdo NFK-B e dessa mesma forma ao aumento das espécies reativas de oxigé€nio
(EROs) como encontrado em nosso estudo (Papa et al., 2006; Ray et al., 2012; Zhang et al.,

2013).
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Portanto, de uma maneira geral, nossos dados sugerem um aumento da degradacdo de
moléculas componentes da fibra eldstica madura em cultura de fibroblastos de derme derivados
de camundongos deficientes em fibrilina-1 em funcdo do aumento na expressdo e atividade das
enzimas metaloproteinases MMP 2 e 9. Este aumento da degradacdo da matriz extracelular pode
ser resultado da menor presenca de fibrilina-1 na matriz produzida por estas células, super
ativando a sinaliza¢do candnica (SMAD-2) e ndo-candnica (ERK1/2 e JNK-1) de TGF-f, o que
reflete na ativacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequentemente a ativacdo das
proteases. O tratamento com o principio ativo losartan nas culturas dos fibroblastos de derme
deficientes em fibrilina-1 provavelmente faz o caminho inverso, reduzindo a super-ativacao da
cascata de sinalizacdo de TGF-B bem como a ativacdo das metaloproteinases, aumentando de
forma indireta a deposi¢cdo de MAGP-1 e tropoelastina na matriz extracelular destas células.

Para melhor compreender os resultados obtidos em nosso estudo, bem como, propor uma
possivel elucidagdo da via de atuacd@o do losartan no perfil elastogénico de fibroblastos de derme
derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1, apresentamos na sequéncia um esquema
ilustrativo do comportamento celular antes e apds seu tratamento com o principio ativo losartan
(Figura 22) (Kim et al., 2004; Habashi et al., 2006; Nakano et al., 2006; Papa et al., 2006; Holm et al.,

2011; Xiong et al., 2012; Baldwin et al., 2013; Zhang et al., 2013).
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Figura 22 - Esquema de atuacao do losartan no perfil elastogénico de fibroblastos de derme

derivados de camundongos deficientes em fibrilina-1.
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8. Conclusao

Sobre os dados apresentados nessa dissertacdo, podemos concluir que:

- A deficiéncia em fibrilina-1 ocasionou uma redu¢do conjunta da deposicio MAGP-1 e

tropoelastina na matriz extracelular em cultura de fibroblastos.

- Fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 t€ém niveis de expressdo e atividade das

enzimas metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 aumentados.

- Fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 t€ém niveis de TGF-p ativo aumentado.

- Fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1, ativam a via de sinalizacdo candnica

(SMAD-2) e nao-candnica (ERK1/2 e JNK-1) de TGF-f.

- Fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 tém niveis de espécies reativas de

oxigénio (EROs) aumentados.

- O farmaco Captopril ndo influencia na deposi¢cdo das proteinas MAGP-1 e tropoelastina

na matriz extracelular de cultura de fibroblastos de derme.

- Os peptideos de Angiotensina I e II ndo influenciam sobre a deposicio de MAGP-1 e

tropoelastina na matriz extracelular de cultura de fibroblastos de derme

- O tratamento dos fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 com o principio ativo

losartan aumenta a deposi¢cdo na matriz extracelular de MAGP-1 e tropoelastina.
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O tratamento dos fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 com o principio ativo

losartan inibe a via de sinaliza¢do candnica e nao candnica de TGF-f.

O tratamento dos fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1 com o principio ativo

losartan reduz a atividade das enzimas metaloproteinases na matriz extracelular.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliagdo dos mecanismos de acdao do

losartan_em cultura de fibroblastos de derme deficientes em fibrilina-1"

(protocolo n°® 3169-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Claudio Chrysostomo

Werneck / Guilherme Gambogi Braga, estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de

Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagéo vigente, LEI
N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 07 de outubro de
2013.

Campinag\07 de outubro de 2013.
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\/Profa. Dra. Ana hﬁa‘éa A. u-iuaraido Fatima Aleféo

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (18) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/iceea/
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Anexo II
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Avaliacdo dos mecanismos de agdo do losartan oem cultura de fibroblasios de dorme
dificientes am fibrilina-1.
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