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Avaliacao da Funcao da MAGP-1 na Trombogénese Arterial

Resumo

MAGP1 (Microfibril-Associated GlycoProtein) é uma glicoproteina presente nas fibras
elasticas como componente das microfibrilas. Estudos tem demonstrado que sua
expressao € critica para o desenvolvimento vascular e estd associada com a diminui¢do
da interacdo integrina/matriz extracelular em peixes zebra. MAGP1 também interage com
fator von Willebrand e formas ativas de TGF-B e BMP (proteina morfogénica 6ssea). Em
camundongos deficientes em MAGP1 a formacgao de trombo encontra-se alterada, apesar
da coagulacdo sanguinea in vitro normal. As microfibrilas contendo MAGP podem
desempenhar um papel na hemostase e trombose. Neste trabalho nés avaliamos a fungao
da MAGPI e sua relacdo com o TGF-B no processo de trombose arterial. Para isso, foi
obtida forma mutada da MAGP1 (VG1) e sua participagdo no processo de trombose
arterial e interacdo com proteinas importantes para o processo de coagulacdo foi
verificado. O tempo de formacdo do trombo foi avaliado em animais selvagens e
deficientes em MAGP1. A mutacao na molécula de MAGP1 impediu que ela recuperasse
o tempo de formagdo de trombo. Entretanto, MAGP1 mutada continua interagindo com
vWF e fibronectina. A participacdo do TGF- neste processo foi avaliado pelo tratamento
com losartan e captopril. Além disso, avaliamos a atividade gelatinolitica na parede das
artérias. Losartan e Captopril sdo capazes de recuperar o tempo de formacgdo de trombo
sem alterar a pressao sanguinea dos animais, aPTT e TP, adesao plaquetaria, mas reduz a
atividade exacerbada das gelatinases estudadas. Nossos resultados sugerem que ambos os
tratamentos sdo efetivos na prevencao da matriz subendotelial, permitindo a formacgao

normal do trombo.



Evaluation of MAGP1 Function in arterial thrombogenesis

Abstract

MAGP-1 is a glycoprotein present in the elastic fibers, functioning as part of the
microfibrils components. Studies have shown that MAGP-1 expression is critical for
vascular development and is associated with decreased interaction between integrins and
the extracellular matrix in zebra fish. Also MAGP-1 interacts with von Willebrand factor
and the active form of TGF-3 and BMP. In mice lacking MAGP-1, thrombus formation
is delayed, increasing the occlusion time of carotid artery despite normal blood
coagulation in vitro. MAGP-containing microfibrils may play a role in hemostasis and
thrombosis. In this work, we evaluated the function of MAGP-1 and its relation to TGF-
B in the arterial thrombosis process. For this purpose, we obtained and analyzed a mutated
MAGPI1 (VG1) protein, its participation in the arterial thrombosis formation and its
interaction with important proteins in the coagulation process. We analyzed thrombus
formation time in wild type and MAGP-1-deficency mice. The potential participation of
TGF-B in this process was accessed when we treated both wild type and MAGP-17" mice
with losartan and captopril. Besides, we evaluated the gelatinolytic activity in the arterial
walls. The MAGP-1 mutation avoided its thrombus formation time recovery, although
the mutated MGP-1 still interacting with vVWF and fibronectin. Losartan and captopril
were able to recover the thrombus formation time without changing blood pressure, aPTT
and PT, platelet aggregation and adhesion, but increased gelatinases activity. Our results
suggest that both treatments are effective in the prevention of the sub-endothelial ECM

degradation, allowing the recovery of normal thrombus formation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1: Eletromicrografia de tecido em desenvolvimento. .........c...cccceeeveenienueennne. 18
Figura 1.2. Sequéncia de aminodcidos da proteina MAGP1 .........cccooiiiiiiiiniiinnne. 21
Figura 1.3: Esquema da delecdo da MAGP.......ccccoiiiiiiiiiiiieeeee e 22
Figura 1.4: Esquema da inibi¢do do receptor AT1 por losartan. ...........cccoceeevvveenneeennne. 27
Figura 1.5: Distribuicao topoldgica de MMPS .........coocviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecee e 30
Figura 1.6: Colageno e Tf associado a parede do vaso promovem uma barreira
REMOSTALICA. ...ttt 33
Figura 3.1: Inducdo fotoquimica do trombo...........ccceeiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 43
Figura 4.1: Sequenciamento de DNA correspondentes ao vetor MAGP-1 oriundas do
ANIMAl SEIVAZEIM ...ttt 51
Figura 4.2: Gel de poliacrilamida 10%0..........coceeiiiiiiiiiiiiiiiee e 52
Figura 4.3: Tempo de formacdo do trombo a partir de indu¢@o fotoquimica................. 53
Figura 4.4: Caracterizagao das interagcdes da MAGP1 (selvagem e mutante) com
proteinas importantes para a trombOZENESE.........ccvreerureeriueeeriieerreeerieeerreesrireenns 54
Figura 4.5: Tratamento com losartan resgata o tempo normal de formacao do trombo..55
Figura 4.6: O tratamento com captopril diminui o tempo de formacdo do trombeo........ 56
Figura 4.7: Aferi¢do da pressao arterial dos camundongos por pletismografia ............. 57
Figura 4.8: Aferi¢do da pressao arterial dos camundongos, sob anestesia..................... 58
Figura 4.9: Agregacao plaquetaria induzida por agonistas ..........cceceeeeeereeeveeneeeneennne. 60
Figura 4.10: Anélise morfoldgica das plaquetas por meio de microscopia eletronica de
TFANSINISSAO. ..evviiiiiiiieiiete ettt ettt ettt et st et e sb e e s sa e e 61
Figura 4.11: Anélise morfoldgica de trombos na artéria carétida direita por meio de
MICTOSCOPIA A€ TUZ ..ottt e 62
Figura 4.12: Andlise TGF-B1 total, no plasma sanguingo.........c..ccccceveeveevvenecneenuennenn 62
Figura 4.13: Andlise TGF-B1 ativo, no plasma sanguineo ..........ccccceceeveervereeneeneennenn 63
Figura 4.14: Zimografia 1N SIU. .......ccoceeiiiriiiiiienieeececeeeee e 64
Figura 4.15: Analise semiquantitativa da atividade gelatinolitica.............cccceevveeneenne. 64

Figura 4.16. Via de sinalizacdo envolvendo as vias candnica e ndo candnica do TGF-f,
NFK-B, EROS € ZElatiNases. ......c.ceevrurieriuiieniieeniieeniieerieeenieeesieesireesieeesaneesneees 77



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS: (2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt)
ACE: Enzima Conversora de Angiotensina

ADAMTS: do inglés (a Desintegrin and Metalloproteinase with Trombospondin Motifs)
ADP: Adenosina difosfato

ATT1: Receptor 1 de Angiotensina II

BMP: Proteina Morfogenética Ossea

BSA: Albumina de Soro Bovino

CAP: Captopril

cm: Centimetro

C-terminal: Regido Carboxi-terminal

DNA: Acido DesoxirriboNucleico

ECM: Matriz Extra Celular

ELISA: do inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FeCls: Cloreto Férrico

FN: Fibronectina

h: Hora

HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid



IPTG: Isopropyl B-D-Thiogalactopyranoside
kDa: quilo Dalton

KO: do inglés Knockout

LAP: Peptideo associado a laténcia

LOS: Losartan

LTBP: Proteina de Ligacdo ao TGF-3 Latente
M: Molar ou moles por litro

MAGP: Glicoproteina associada as microfibrilas (Microfibril-Associated GlycoProtein)
MAGP17: Camundongo deficiente em MAGP1
MAGP1**: Camundongo selvagem

mg/kg/dia: miligrama por quilograma por dia
Min: Minuto

MMP: Metaloproteinases

mW: mili Watts

Neo: Neomicina

NF-«B: Fator Nuclear Kappa B

NTA-Niquel: Acido Nitrilo Tri-Acético
N-terminal: Regiao amino terminal

°C: Grau Celsius



OCT: do inglés Optimal Cutting Temperature

PAR-1: Receptor ativado por proteinase-1

PBS: Tampao salina-fosfato

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

pH: Potencial Hidrogenidnico

PLA: Placebo

PPP: Plasma Pobre em Plaqueta

PRP: Plasma Rico em Plaqueta

EROs: Espécies Reativas de Oxigénio

Rpm: Rotagdes por Minuto

SDS: Dodecil Sulfato de Sédio

SDS-PAGE: Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sodio

SMC: Células Musculares Lisas

Tf: Fator Tecidual

TGEF-B: Fator de Crescimento Transformante Beta (Transforming Growth Factor-3)

TP: Tempo de Protrombina

TSP: Trombospondina

TTPA: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado

VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular



VSMC: Célula Muscular Lisa Vascular

vWF: Fator von Willebrand

WT: Wild-Type ou camundongos selvagens

B-bloqueador: Bloqueador beta-adrenérgico

pg/ml: micrograma por mililitro

pl: microlitro

pmol: Micro mol



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ..ottt XVi
LISTA DE FIGURAS ...ttt s XVi
RESUIMO ...t Xvi
ADSETACT. .ttt ettt et e b e st eee XVi
L. INEEOAUGAO .. eeeeiiieeeiie et ettt ettt ettt e st e st e e st e e sabeeesabeeesaneeenns 18
2. ODJEUIVOS. .eteitieeitieeitee et ee ettt e ettt e sttt e st e e s bt e e st e e e sabe e ettt e e bt e e e bt e e e bt e e e bteesabeeenabeeena 37
3. Materiais € MELOAOS .....coueeuiiriiiiiiiieeieeeee ettt e 39
Bl ADIMIALS coeeeiieeiieeieee ettt ettt et st ettt 39
3.2 Mutagénese Sitio DIirigida .......cooviiieiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeee e 39
3.3  Ensaio de ligacdo em fase sélida (Solid Phase Binding Assay) .........ccceuueenne.e. 41
3.4  Tratamento COM fAIMACO ....cccuutiiiiiiiiiiiiieiiee ettt 42
3.5  Afericao da pressdo arterial oS animais .........coevueeerieieeniiieiniiieeniiieeniee e 42
3.6  Inducido fotoquimica do trombo...........ceeviiiiiiiiiiiiinieceee e 42
3.7 Andlise morfolégica da cardtida direita apés a indugdo fotoquimica do
trombo em animais selvagens e deficientes em MAGP1 por meio de microscopia de
UZ. et ettt ettt b e st e re e 43
3.8 Determinacdo de TGF- no plasma........cccecuevievierieniinienienieieneeceeeeeene 43
39 Andlise morfologica das plaquetas por meio de microscopia eletronica de
ELANSIIISSAO .uvveeutieiteeiiteeite et et eb ettt et e st e et e e sbt e e bt e sbt e e bt e sate et e e sseesabeesbbeenbeenbeesaneens 44
3.10 Tempo de Protrombina............c.coeeieiiiiiieniiiieniieeiee e 45
3.11 Tempo de tromboplastina parcial ativada ..........cccceeevveeeriieniieeniieenieeeen 45
3.12 Ensaio de agregacao plaquetaria .........ccceecveeerieeeiiieeiiieeieeeiieeeiee e 46
3.13 Ensaio de adesdo de plaquetas ndo ativadas ..........cceccveeevveenniieeniieeenneeennennn 46
3.14 ZimMOETafia 1N STHU ....eeeiiiiiiiie ettt e e see e e e sabeeesaaee s 47
4. ReESUIAAOS. ...eoeiiiiiieiieeee ettt 50
5. DISCUSSAO ...ttt ettt sttt st ea 67
6. CONCIUSAO ..ttt ettt st ettt sab e e sbe e st e sbeesabeenaeeeas 80
7. Referéncias BibIOGIrAfiCas.......ccceeviiiiiiiiiiiiiieiie ettt 82
B ADEXOS .ttt ettt e s bt e et e e st e e e bt e e e bt e e bt eeeataeeaa 94



INTRODUCAO

17




18

1. Introducao

1.1 Fibras elasticas

As fibras eldsticas estdo presentes em tecidos que estdo sob constante estresse
mecanico, como pele, pulmdo e grandes vasos. Elas sdo responsdveis pela distensio
reversivel do tecido conjuntivo, uma vez que exibem deformacio eldstica e sdo capazes
de armazenar energia para restaurar o tecido deformado na sua configuracdo original
(Charbonneau et al., 2003). Elas atuam, também, na sustentagcao de tecidos, como artéria
aorta, intestino, pele, dentre outros e apresentam dois componentes distintos, elastina e
microfibrila, quando analisadas por microscopia eletronica (Figura 1.1) (Davis, 1994). A
rede de microfibrila é a primeira a ser desenvolvida, em seguida, infiltrada por
tropoelastina, que origina a elastina, a qual resulta na fibra eldstica madura (Fahrenbach

et al., 1996).

Figura 1.1: Eletromicrografia de tecido em desenvolvimento, rico em fibra eldstica (aorta). A -
Visdo geral do tecido. B e C — Presenca de uma regidao mais eletrondensa (elastina) e da rede de
microfibrila. B — Corte longitudinal. C — Corte transversal (Davis, 1994).
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Os pesquisadores acreditam que a principal fun¢do da rede de microfibrila € atuar
como um molde para a formacdo das fibras elésticas. Dessa forma, ocorre a deposicao de
tropoelastina e, consequentemente, a formacgdo da fibra eldstica madura. Isso se deve a
acdo das enzimas lisil oxidases que promovem as reagdes cruzadas (de “cross-linking”)
entre estes mondmeros, levando a formacdo do polimero insolivel e amorfo de elastina.
As microfibrilas possuem uma composi¢do muito complexa onde podemos destacar as
glicoproteinas: fibrilinas e MAGPs (Microfibril-Associated GlycoProtein) (Reinhardt et

al., 1996).

As fibrilinas s@o moléculas de alta massa molecular, aproximadamente 350 kDa,
e em humanos sdo codificadas por trés genes (FBN-1, -2 e -3) e apenas dois genes
funcionais em camundongos (Fbn-1, -2). Em camundongos, a deficiéncia combinada de
Fibrilina-1 e -2 resulta em morte no periodo embriondrio, demonstrando que as
microfibrilas sdo necessdrias para o desenvolvimento normal e sobrevivéncia (Carta et

al., 2006).

Mutagdes no gene da Fibrilina-1 estdo relacionadas a Sindrome de Marfan, uma
doenca genética autossomica dominante, cujo portador, frequentemente, apresenta
anomalias nas estruturas esquelética, pulmonar, cardiaca, ocular, vasos sanguineos entre
outras. Os sinais clinicos observados na Sindrome de Marfan em humanos e em modelos
de camundongos estdo sendo associados a uma excessiva ativa¢ao do TGF-f3. Em ensaios
utilizando camundongos como modelo de sindrome de Marfan, o tratamento com
losartan, que atua diminuindo a expressao e ativagao de TGF-J3, leva a inibicdo destes
sinais clinicos quando comparados a animais ndo tratados ou tratados com outros
medicamentos anti-hipertensivos como beta bloqueadores (Brooke et al., 2008; Habashi

et al., 2006; Holm et al., 2011).
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Por outro lado, mutagdes no gene da fibrilina-2 levam a aracnodactilia contratural
congénita, uma doenca autossdmica dominante, que apresenta algumas caracteristicas em
comum com a Sindrome de Marfan (Gupta et al., 2002; Lee et al., 1991). Ja a fibrilina-3,
0o mais novo membro dessa familia, ndo foi associada a nenhuma patologia até o

momento.

1.2 MAGPs (Microfibril-Associated GlycoProtein)

As MAGPs formam outro grupo de proteinas aparentemente importante para a
fungdo estrutural das microfibrilas e seu desenvolvimento, muito embora, atualmente,
saiba-se da ocorréncia de isoformas intracelulares que podem desempenhar importante
fun¢do na sinalizacdo celular. Os dois membros da familia das MAGPs (MAGPI1 e 2)
apresentam como principal caracteristica uma sequéncia de 60 aminoécidos na regido C-
terminal que foi identificada como sendo o dominio de ligacdo com a matriz extracelular

(Segade et al., 2002).

O gene da MAGP1 (MFAP?2), localizado na regido cromossomica 4qD3 murina,
possui aproximadamente 1037 pares de bases divididos em 9 éxons (Y. Chen et al., 1993).
A proteina MAGP1 € formada por 183 aminodcidos (Gibson et al., 1991), e possui dois
dominios distintos (figura 1.2): aregido N-terminal (exon 3-6), com caracteristicas acidas,
¢ rica em prolina e contém um segmento rico em residuos de glutamina, e a regidao C-
terminal (exon 7-9), que apresenta todos os 13 residuos de cisteina presentes na molécula
e carga total liquida positiva em pH fisioldgico. Esta regido é muito importante na
determinag@o da estrutura tercidria e na interacdo dessa proteina com outras moléculas

presentes nas fibras eldsticas, através da formacdo de pontes bissulfeto (Brown-

Augsburger et al., 1994).
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1 10 20 30
MRAASLFLLFLPAFLLAQGQYDLDPLPPYPDHVQYTH

40 50 60 70
YSEQIENPDYYDYPEMTPRPPEEQFQFQSQQQVQQEYV

80 90 100 110
IPAPTLEPGTVETEPTEPGPLDCREEQYPCTRLYSIHK

120 130 140
PCKQCLNEVCFYSLRRVYVVNKEICVRTVCAQEELLR

150 160 170 180
ADLCRDKFSKCGVLASSGLCQSVAAACARSCGGC

Figura 1.2. Sequéncia de aminodcidos da proteina MAGP1. Regido C-terminal estd sublinhada.
GenBank: AAG49554.1

Embora o significado biol6gico ndo seja conhecido, muitos estudos bioquimicos
tém demonstrado a interacdo da MAGP1 com vérias moléculas in vitro, dentre elas,
fibrilinas 1 e 2, tropoelastina, biglican, decorina, coldgeno tipo VI, TGF-, BMPs
(proteina morfogénica do 0sso), entre outras (Finnis & Gibson, 1997; Jensen et al., 2001;
Trask et al., 2000; Weinbaum et al., 2008; Werneck et al., 2004). Até o momento,

nenhuma patologia foi relacionada a deficiéncia ou mutacdes no gene da MAGP1.

Estudos comparativos das sequéncias de MAGP1 mostram que € uma proteina
altamente conservada, ndo somente entre os mamiferos, mas também entre vertebrados
inferiores (65% de homologia se considerada a molécula toda € 96% se considerada a
regido C-terminal da proteina de mamifero comparada a do peixe zebra). Nenhum gene
homdlogo a MAGPI1 foi encontrado em banco de dados de levedura, mosca ou vermes,
sugerindo que MAGPI € um gene relativamente novo na escala evolutiva. Na verdade, o

aparecimento da MAGP1 coincide com o aparecimento do gene da elastina (Sage & Gray,
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1981; Segade et al., 2002), sugerindo que estas proteinas estdo relacionadas

evolutivamente.

Estudos com o peixe zebra mostraram que a MAGP1 desempenha um papel
importante na formacdo de microfibrilas durante a embriogé€nese e que sua expressao €
critica para o desenvolvimento vascular. AlteracOes vasculares estdo associadas com a
diminui¢do da interagdo integrina/matriz extracelular (E. Chen et al., 2006), evidenciando
a importancia da MAGP1 como proteina capaz de mediar a interacao das células com o

ambiente externo.

Para o entendimento da fun¢do da MAGPI1 foram desenvolvidos animais com
mutacio no gene da MAGP1, cuja estratégia foi a substituicdo dos éxons 3-6 pelo cassete
que confere resisténcia a neomicina (neo) (figura 1.3). Essa modifica¢do resultou em
animais denominados deficientes em MAGPI. Eles apresentam um aumento de peso e de

tecido adiposo mas nao possuem nenhuma patologia, sdo saudaveis (Weinbaum et al.,

2008).
A X [ Probe , 456 TRO X
— - P — - W
MMAGP  TMAGP
X | 2 X TR X
— i —r _——H-H—— 0

Figura 1.3: Esquema da delecdo da MAGP1. WT: animal selvagem; KO: deficiente em MAGP1
(Weinbaum et al., 2008).

Weinbaum e colaboradores (2008) avaliaram a importancia biol6gica da MAGP1
utilizando os camundongos deficientes em MAGP1. Foi observado que, muito embora os
tecidos eldsticos ricos em microfibrilas fossem normais e funcionais, quando em
background genético misto, anormalidades O&sseas, comprometimento do sistema
cardiovascular, alteracdes no metabolismo energético e problemas de cicatrizacdao

estavam presentes. Fen6tipos associados com mutacgdes nas proteinas microfibrilares tém
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sido atribuidos a uma inabilidade da proteina mutada ligar-se e sequestrar fatores de
crescimento, particularmente membros da familia TGF-f. Neste trabalho foi visto que
essa proteina pode se ligar as formas ativas de BMP-7 (proteina morfogénica do 0sso) e
de TGF-p, sugerindo que as alteracdes encontradas podem estar relacionadas a esses

fatores de crescimento.

Um fenétipo que mostra completa penetrancia em camundongos deficientes em
MAGPI1 € o aumento da adiposidade. Esta caracteristica € particularmente importante em
estudos que associam tracos de obesidade em humanos com um locus no cromossomo

1p36 que inclui o gene para MAGP1 (MFAP2) (Craft et al., 2014).

Além disso, Craft e colaboradores (2014) verificaram que a expressao de MAGP1
estava significativamente alterada em humanos obesos e observaram também que a
inativacao do gene da MAGP1 em camundongos resulta em hipertrofia dos adipdcitos e
predisposicao a disfungdo metabdlica, além do fato desses animais apresentarem aumento
da atividade de TGF-B no tecido adiposo. O tratamento com anticorpo que neutraliza
TGEF- previne o aumento do fendtipo de adiposidade, sugerindo que a regulagdo do TGF-
B pela MAGP1 protege contra o efeito do estresse metabolico e a predisposicao a

disfuncio metabdlica.

O fenétipo esquelético encontrado em camundongos mutantes para fibrilina-1 e
MAGPI1 sugere que ambas proteinas contribuem para um mecanismo comum de
regulacdo de células dsseas. Assim como a fibrilina, a MAGP1 pode interagir com o TGF-
B mas difere da fibrilina por se ligar a forma ativa desse fator de crescimento. Dessa
forma, o sitio de ligacio da MAGP1 na fibrilina tem sido mapeado como sendo a regidao
de ligacao de fatores de crescimento a fibrilina e a presengca de MAGP1 pode interferir na

interacdo da fibrilina com o TGF- latente (Massam-Wu et al., 2010). Sendo assim, nas
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microfibrilas, a muta¢do de uma proteina pode afetar as propriedades bioldgicas da outra

(Craft et al., 2012).

Além disso, animais deficientes em MAGP1 apresentaram o dobro do tempo de
um animal selvagem para formar um trombo (quando submetidos a um ensaio de
trombose arterial). Técnicas bioquimicas demonstraram que a MAGP1 € capaz de se ligar
ao fibrinogénio e fator von Willebrand sugerindo um possivel mecanismo de acao através
da interacdo com essas moléculas. E, ainda, a injecio de MAGP1 recombinante (nos
animais knockouts), antes do ensaio de trombose arterial, recupera o tempo normal de
formacdo de trombo. Por imunolocaliza¢do foi demonstrado que a MAGP1 injetada se
encontrava na interface do trombo com a parede do vaso e ainda, com menor intensidade,
nas outras regides do trombo, sugerindo que a MAGP1 estd sendo incorporada na

estrutura do trombo (Werneck et al., 2008).

Dessa forma, consideravel aten¢do tem sido dada para determinar qual o possivel
dominio da proteina MAGP1 tem importancia na trombogénese. Os resultados obtidos
por Machado (2010) (dados ndo publicados) demonstraram que a regido C-terminal da
MAGP1 possui atividade pro-trombotica. Ensaios de trombose realizados apos injecao de
MAGPI recombinante mutada em residuos de cisteina (CG3 ou CG9) sugerem, mais uma
vez, a importancia da regido C-terminal para a acdo trombdtica. Provavelmente a acao
pro-trombotica da MAGP1 estd relacionada com a sua deposicdo na matriz € sua
capacidade de intera¢do com outras moléculas, fator de von Willebrand por exemplo, e

essas mutacdes provavelmente abolem essas interacoes.

Por outro lado, a injecao de um peptideo com homologia a uma sequéncia da
trombospondina-1 (peptideo 4N1K), foi capaz de resgatar o tempo de oclusdo normal.

Esse peptideo da trombospondina-1, in vitro, tem capacidade de ativar plaquetas
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aumentando sua adesdo e formando agregados (Chung et al., 1999). Tanto o peptideo da
MAGPI quanto o da trombospondina-1 foram efetivos em diminuir o tempo de formacao
de trombo in vivo. Considerando esses dados mais a auséncia de atividade da forma
mutada da MAGP1 em um dos residuos de cisteina, foi sugerido que esta mutagdo poderia
impedir a deposicdo da proteina na matriz extracelular, como visto por Segade e
colaboradores (acho que Segade et al., 2002) fazendo com que a sequéncia responsavel

por esta atividade, o peptideo trombospondina-/ike, ndo seja exposta (Machado, 2010).

Além disso, Machado (2010) sugeriu que a cisteina livre, j4 que a MAGP1
apresenta nimero impar de residuos (13 residuos), é importante no processo de deposi¢ao
da proteina na matriz extracelular, e que ela pode ser o ponto de interacdo com outra
proteina neste processo de hemostasia. Ou ainda que a mutacdo de uma cisteina faz com
que a estrutura tercidria da proteina se altere de tal forma impedindo sua deposi¢cao na

matriz e consequentemente, sua atividade.

TGF-B (Transforming Growth Factor)

O TGEF-P ¢ constituido por uma grande familia de proteinas e estd presente sob
trés isoformas — TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3 (ten Dijke & Arthur, 2007). Ele promove
diferentes respostas bioldgicas ligando-se a um par de receptores de membrana dos tipos
I e II, que juntos ativam uma sinalizacao intracelular mediada pelas proteinas SMADs,
que uma vez fosforiladas, sdo levadas ao nicleo, onde ativam ou reprimem a transcri¢ao
de diferentes genes alvos (Feng & Derynck, 2005; Massagué & Gomis, 2006; Kang et al.,

2009).

Esse fator de crescimento, além de se envolver em diferentes respostas bioldgicas,
como o controle da proliferacdo e diferenciacdo celular, desempenha um papel importante

durante a organogénese do coragdo, rim, 0sso, figado, trato gastrointestinal e vascular.
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Além disso, promove a inibicdo da proliferacdo de células do tecido conjuntivo,
diminuicdo da degradagdo de coldgeno e mantem a homeostasia no adulto, com fungdes
autdcrinas, pardcrinas e, em alguns casos, enddcrinas. O desbalanceamento do TGF-f
estd relacionado a muitas patologias, dentre elas o cancer, fibrose, doenca auto-imune e

vascular (ten Dijke & Arthur, 2007; Zeisberg et al., 2003).

A superfamilia TGF-f ¢ composta por varias citocinas multifuncionais, incluindo
TGEF-B, BMPs, ativinas, inibinas e micostatinas. Essas citocinas participam de uma gama
de processos que incluem, dentre outras, diferenciacdo tecidual durante o
desenvolvimento através da regulacdo da funcdo de células imunes e mesenquimais
(Bobik, 2006). TGF-B ¢ BMPs tém sido implicados em desordens vasculares, tais como
aterosclerose, hipertensdo pulmonar e re-estenose ap6ds angioplastia (Fahrenbach et al.,
1996) . TGF-B2 e 3, e BMP-4, -5, -6 e -7 s@o expressos por células na parede dos vasos e
sdo capazes de modular o desenvolvimento e remodelamento vascular por alterarem a
diferencia¢do, proliferacdo, migracdo, produ¢do de matriz extracelular e atividade das

células imunes (Ramirez & Dietz, 2007; Yamamoto et al., 2000).

O TGF-B inicia sua sinalizacao por ligacdo ao receptor de TGF-, composto por
duas subunidades (TBRI e TBRII), que pode transmitir sinal por uma via candnica
(dependente de SMAD) ou ndo candnica MAPK (proteina quinase ativada por mitogeno)

e ERK (quinase reguladora de sinal extracelular) (Doyle et al., 2012).

Uma das vias de modulacdo do TGF-f3 ocorre pelo vasoconstritor angiotensina II
(Angll), indutor da expressdo de trombospondina 1, um potente ativador de TGF-
(Murphy-Ullrich & Poczatek, 2000). Na parede dos vasos, a sinaliza¢do via receptor de
angiotensina II, AT1, estimula a proliferacio de VSMCs (células musculares lisas

vasculares) e fibrose da parede vascular.
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1.6 Losartan

O losartan € atualmente utilizado no tratamento clinico da hipertensdo e prevencao
de acidente vascular encefélico em adultos e criangas. Estudos demonstraram a utiliza¢ao
do farmaco losartan como bloqueador do receptor AT1 de Angll, diminuindo ativagdo de

TGF-p (figura 1.4). (Habashi et al., 2006; Gallo et al., 2014).

Angiotensina |

Uf Captopril

Angiotensina Il
Losartan
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Figura 1.4: Esquema da inibi¢ao do receptor AT1 por losartan (adaptado de Brooke et al.,
2008).

Além disso, Habashi et al. (2006) demonstraram uma melhora na arquitetura das
fibras elasticas quando trataram camundongos transgénicos, que apresentavam sinais
clinicos da Sindrome de Marfan, com anticorpo anti-TGF- e, conforme aumentaram as
doses do anticorpo, a melhora foi ainda mais significativa. Somado a isso, os animais
também foram tratados com os farmacos propranolol (B-bloqueador) e losartan, onde foi
visto uma melhora significativa nas estruturas das fibras eldsticas quando utilizado o

losartan.
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Em relacdo aos efeitos do losartan, estudos com portadores da Sindrome de
Marfan tratados com esse firmaco mostraram que esses pacientes apresentaram melhora
significativa dos sinais e sintomas devido ao fato do losartan ser capaz de diminuir os
niveis de TGF-B apos bloqueio do receptor AT1 (Robinson et al., 2006; Brooke et al.,

2008; Chiu et al., 2013; Groeninck et al., 2013).

1.5 Captopril

Outra classe de farmacos anti-hipertensivos, utilizados no tratamento da Sindrome
de Marfan, s3o os inibidores da enzima conversora de angiotensina II (ACE) - captopril.
Eles atuam no sistema renina-angiotensina inibindo a conversido da angiotensina I em
angiotensina II. Nos pacientes portadores da Sindrome, esses medicamentos sdo
indicados no tratamento da hipertensao e na prevencao do aneurisma aortico. O aneurisma
adrtico é causado por uma fragmentacdo e desorganizacdo das fibras eldsticas, com
consequente enfraquecimento e ruptura da parede da aorta (Ahimastos et al., 2007;

Habashi et al., 2011).

Drogas anti-hipertensivas podem reduzir a rigidez arterial por meio da redugdo da
pressao arterial (Wojakowski et al., 2001). Acredita-se que esses resultados poderiam

estar relacionados com os niveis de TGF-§ e MMPs (Ahimastos et al., 2007).

1.6 Metaloproteinases de Matriz

As MMPs (MetaloProteinases de Matriz) compdem um grupo de 28
endopeptidases dependentes de zinco conhecidas por degradar vérios componentes da
matriz extracelular (ECM) e sdo importantes em muitos processos vasculares, sejam eles
patoldgicos ou fisiolégicos, por serem capazes de degradarem todos os componentes da
ECM (Birkedal-Hansen et al., 1993; Castro & Tanus-Santos, 2013). Essas enzimas sao

secretadas na sua forma latente (pré-enzima) e precisam ser ativadas para degradarem
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ECM. A ativacdo acontece apds clivagem proteolitica de um dominio pré-peptideo na
regido N-terminal da molécula, catalisado por enzimas proteoliticas incluindo outras

MMPs (Fridman et al., 1995; Khan et al., 2012).

As MMPs sao subdivididas de acordo com sua especificidade ao substrato. Sendo
assim, as MMP-1, -8 e -13 sdo conhecidas como colagenases (Austin et al., 2013). Elas
sdo capazes de degradar coldgeno tipo fibrilar a partir da clivagem de um sitio de ligacdo
na regido N-terminal. Como o coldgeno € a proteina mais abundante no corpo humano,
as colagenases representam uma classe de enzimas essenciais no desenvolvimento normal

e reparo tecidual (Shoulders & Raines, 2009).

As MMP-2 e -9 compdem a classe das gelatinases, capazes de degradar produtos
gelatinosos da degradacdo do coldgeno (Newby, 2012). Uma outra subfamilia conhecida
€ das estromelisinas, cujos membros sao MMP-3, -7, -10 e -11. Essas MMPs degradam
laminina, fibronectina, elastina entre outras (Jones et al., 2003). Ja a MMP-12 é conhecida
como uma metaloelastase, remotamente relatada. Pode ser encontrada em macréfagos e
degrada elastina (Nagase et al., 2006). A ultima classe das MMPs € composta pelas MMP-
14, -15, -16, -17, -24 e -25, classificadas como MMPs trans-membrana (Austin et al.,

2013).

As MMPs ndo somente clivam a matriz para liberar fragmentos bioativos, como
também possuem agOes adicionais como ativar ou liberar fatores de crescimento
sequestrados, ativacdo de outras MMPs e proteases. A MMP-9, por exemplo, é capaz de
liberar fragmentos da matriz que influenciam na angiogénese, crescimento tumoral e
liberam os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) e TGF- (Mott & Werb,
2004; Newby, 2005). Esses fatores de crescimentos sao normalmente estocados na ECM

e podem ser liberados apds protedlise realizada por MMP (Mott & Werb, 2004). Além
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disso, a MMP-9 degrada citocinas inflamatérias (Interleucina-1f) e promove producao de
interleucina-10 além de atuar no aumento da vascularizacio e ossificagdo (Thomas &
Newby, 2010). Um estudo de modelo de trombose in vivo demonstrou que a MMP-2 ativa
pode amplificar a agregacdo plaquetdria em resposta a estimulos fracos, sugerindo um

risco aumentado de eventos tromboéticos (Ketelhuth & Bick, 2011).

O aumento dos niveis de MMP-1, -2, -3, -7, -9, -10, -11 e -12 tem sido descrito
em vasos ateroscleréticos em comparag¢do com vasos humanos sadios, e sua distribuicdao

celular estd ilustrada na figura 1.5 (Ketelhuth & Bick, 2011).
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Figura 1.5: Distribuicdo topolégica de MMPs (metaloproteinases) na lesdo aterosclerdtica
humana, com grandes fontes celulares para as respectivas enzimas. SMC: Célula muscular lisa
(Ketelhuth & Bick, 2011).

O VEGF ¢é um fator importante no processo de angiogénese por aumentar a
permeabilidade vascular e promover o crescimento de novos vasos. A protedlise da ECM
libera VEGF associado a ela, aumentando a sua biodisponibilidade. Alguns estudos
sugerem que a MMP-9, e possivelmente outras MMPs, sdo importantes para a

mobilizacdo de VEGF da ECM (Mott & Werb, 2004).
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As MMPs também sao capazes de mobilizar e ativar TGF-3, que ¢ uma citocina
multifuncional importante para a manuten¢do da homeostase tecidual. O TGF-f ¢
secretado e mantido na ECM na sua forma latente, ligado ao peptideo associado a laténcia
(LAP). O complexo latente de TGF-f3 ¢ sequestrado da ECM por ligacdo covalente entre
o LAP e a proteina de ligacdo ao TGF-B latente (LTBP), um membro da familia das
fibrilinas. O controle da atividade do TGF-B ¢ regulado por liberacdo proteolitica do
grande complexo latente da ECM e por dissociacao entre o LAP e o TGF-B (Annes et al.,
2003). As MMP-2, -9, -13 e -14, ativam diretamente o TGF-f via clivagem do LAP, ou
indiretamente, a partir da liberacdo do grande complexo latente da ECM. A liberacdo do
complexo latente pode ocorrer por protedlise do LTBP ou por protedlise de moléculas da
ECM ligadas ao LTBP (Mott & Werb, 2004). A desregulacdo da atividade de TGF-f3 pode
ter consequéncias severas como por exemplo a Sindrome de Marfan (Neptune et al.,

2003).

1.7 Trombose

Além da func¢do estrutural na formacdo das fibras eldsticas e da regulacdo de
fatores de crescimento como o TGF-f, as microfibrilas ddo importante suporte para
adesdo e agregacao de plaquetas, demonstrando ter fung¢do trombogénica em condicdes

dinamicas in vitro, o que sugere sua participacdo na hemostase (Ross et al., 1998).

A hemostase é o processo que mantém a integridade de um sistema circulatdrio
fechado apds injuria vascular. A lesdo na parede do vaso e o extravasamento de sangue
da circulacdo rapidamente iniciam eventos na parede do vaso e no sangue (Furie & Furie,
2008). A formacdo do codgulo hemostético estd localizada na parede do vaso e nao
prejudica muito o fluxo sanguineo (Owens & Mackman, 2010). Desse modo, a

coagulacdo sanguinea, iniciada pelo fator tecidual (Tf) culmina na formag¢ao de trombina
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e fibrina. Hoje sabe-se que esses eventos ocorrem concomitantemente (Furie & Furie,

2008).

Quando os processos patoldgicos sobrecarregam os mecanismos de regulacao da
hemostasia formam-se quantidades excessivas de trombina, iniciando a trombose. O que
resulta em alteracdes significativas do fluxo sanguineo e até mesmo a oclusao completa
do vaso (Owens & Mackman, 2010). Sendo assim, a trombose é um evento critico na
doenca arterial associada ao infarto do miocéardio e mal subito e distirbios trombo-
emboliticos venosos representam considerdavel morbidade e mortalidade (Furie & Furie,
2008). Virios fatores de risco podem aumentar a incidéncia de trombose arterial como o

cigarro, a hipertensao, hiperlipidemia e diabetes mellitus (Owens & Mackman, 2010).

A parede do vaso, com seu revestimento interno, € crucial para a manutencao de
uma vasculatura potente. O endotélio contem trés trombo-reguladores — oxido nitrico
(Palmer et al., 1987), prostaciclina (Marcus et al., 2002) e a ectonucleotidase CD39
(Marcus et al., 2005) — que juntos promovem a defesa contra a formagdo de trombo. O
coldgeno na matriz subendotelial e o Tf facilitam a manuten¢do de um sistema circulatério
fechado. Quando ocorre ruptura da parede do vaso ou lesdo endotelial, colageno e Tf
ficam expostos ao fluxo sanguineo iniciando entdo a formag¢do do trombo (Furie & Furie,

2008). (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Colageno e Tf associado a parede do vaso promovem uma barreira hemostatica. O
colageno (setas amarelas), localizado na matriz subendotelial ndo é exposto ao fluxo sanguineo
sob condi¢des normais. O fator tecidual (setas azuis), localizado nas camadas média e adventicia
da parede do vaso, entra em contato com o fluxo sanguineo quando o vaso € rompido. Tanto o
colageno quanto a fibrina iniciam a formagao de trombo. O coldgeno € a primeira linha de defesa
e o Tf a segunda (Furie & Furie, 2008).

A trombose arterial € o resultado final de mdultiplos e complexos processos
integrados iniciados por danos a parede vascular (Mackman, 2008; Wisler & Becker,
2014). A ruptura da integridade vascular, imediatamente reconhecida como uma ameaca
a homeostase (e sobrevivéncia), é caracterizada por exposi¢ao de proteinas subendoteliais
tais como o coldgeno, Tf e coldgeno associado ao fator von Willebrand, para a circulacio
(Furie & Furie, 2008; Hoffman & Monroe, 2001). A exposi¢do de coldgeno desencadeia
adesdo e ativacdo de plaquetas através da glicoproteina VI (plaquetdria) e expde o

coldgeno ligado ao fator von Willebrand por interacdes com outra glicoproteina

plaquetdria, Ib-V-IX (Dubois et al., 2006; Fahrenbach et al., 1996; Morrissey et al., 1993).

O coldgeno medeia a adesdo plaquetaria quando proteinas da matriz extracelular

subendotelial sdo expostas ao sangue, podendo assim, desempenhar um papel na
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aterotrombose (Dubois et al., 2006). A ativacdo plaquetéria iniciada por coldgeno €

independente de trombina (Wisler & Becker, 2014).

A exposicao de Tf (extravascular) facilita a geragdo de trombina ja que o proprio
Tf é um potente ativador de trombina (Furie & Furie, 2008). Tf forma um complexo com
fator VIla e esse complexo, por sua vez, ativa os fatores IX e X, iniciando uma cascata
proteolitica e gerac@o de trombina (Morrissey et al., 1993). A trombina cliva os receptores
ativadores de proteases-1 e -4 (Parl e 4) na superficie das plaquetas com subsequente
ativacdo de plaquetas e liberacao de adenosina difosfato (ADP), serotonina e tromboxano
Ao. A liberagdo desses agonistas recruta e ativa outras plaquetas e amplificam o sinal para

a formacgao de trombo (Furie & Furie, 2008; Vu et al., 1991; Wisler & Becker, 2014).

A compreensdo da base molecular e celular da formagdo de trombo avancgou
significativamente através da utilizacdo de novas técnicas para o estudo de modelos de
trombose em camundongos (Furie & Furie, 2008). Desse modo, o modelo de injdria por
laser e rosa de bengala (modelo fotoquimico) foi utilizado ao longo desse trabalho (Owens

& Mackman, 2010).

O modelo fotoquimico induz a formacgao de trombo a partir de geracao de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Utiliza reacdo fotoquimica para causar injuria endotelial
localizada por formagdao de EROs. O corante rosa de bengala € injetado no sangue (veia
lateral caudal) provocando uma lesdo de dentro para fora. A exposicao do rosa de bengala
ao laser induz a formacdo de radicais de oxigénio singlete. A formacdo do trombo é
monitorada por uma sonda que mede o fluxo sanguineo determinando o tempo de oclusao

do vaso, quando esse fluxo zera (Ambrosio et al., 1997; Owens & Mackman, 2010).

Os métodos de estudo de modelo de trombose sdo, naturalmente, artificiais, e s6

sdo uteis para o desenvolvimento de trombo experimental. Sua relacdo com a formacao
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de trombo de ocorréncia natural em seres humanos ainda é desconhecida, mas eles
oferecem um modelo para o estudo de trombos que sdo espacial e temporalmente

definidos (Furie & Furie, 2008).

Nosso laboratério tem se dedicado ao estudo da possivel participacdo das
moléculas que compdem a rede de microfibrilas na formacdo de trombo. Para isso temos
trabalhado no mapeamento de moléculas, como a MAGP1, com o intuito de verificar qual

dominio teria maior atividade na trombose arterial.

Além disso, utilizamos o modelo de injuria arterial por rosa de bengala (He et al.,
2002) em camundongos deficientes em MAGP1 (Werneck et al., 2008) e fibrilina-1. Os
animais deficientes em fibrilina-1, assim como os deficientes em MAGP1 apresentaram
um tempo de formacao de trombo aumentado em relagdo aos animais selvagens (dados
nio publicados). E sabido que animais deficientes em fibrilina-1 quando tratados com

losartan apresentam recuperacao dos sinais clinicos da Sindrome de Marfan.

Levando em consideracdo a importancia do TGF- em processos de cicatrizagao
e manutencdo dos tecidos e o fato de a MAGP1 se ligar a forma ativa desse fator de
crescimento, o presente trabalho teve como objetivo verificar o papel da MAGPI na
trombose arterial e a relacao do TGF-[3 nesse processo, através do tratamento com losartan

e captopril.
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2. Objetivos

e Avaliar a importancia biolégica da MAGP1 na trombogénese arterial a partir de
mutagdes sitio dirigidas na regido C-terminal da molécula;

e Avaliar a capacidade de interacdo da forma mutante da MAGP1 (VG1) com
moléculas importantes para coagulacdo sanguinea, como Fator von Willebrand e
fibronectina;

e Verificar a possivel influéncia do TGF-f a partir do tratamento com Losartan e

Captopril.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Para os experimentos, foram utilizados camundongos deficientes em MAGP1 que
foram cedidos pelo Dr Robert P. Mecham, Washington University School of Medicine
(WUSW), EUA. J4 para o controle, foram utilizados camundongos selvagens da linhagem
C57BL/6J, com idade entre 7-10 semanas, provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica (CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas, SP. Os
camundongos foram mantidos em temperatura de 22+ 1 °C em ciclo de claro-escuro de
12h, com livre acesso a dgua e a racdo (Nuvilab CR1®). Os protocolos experimentais
foram previamente submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal (CEEA/IB/Unicamp).

3.2 Mutagénese Sitio Dirigida

Ap6s selecdo dos vetores apropriados para mutacao sitio dirigida, os vetores de
expressao (Qiagen, Valencia, CA) disponiveis em estoques foram utilizados na
transformacdo de células M15[pREP4]. A partir da coldnia selecionada foi realizada a
cultura na presenca de antibidtico (ampicilina 100 pg/ml e kanamicina 25 pg/ml) e a
inducdo da proteina de interesse através do uso de isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG, concentracdo final 5 mM). As bactérias foram centrifugadas (3000 xg por 30
minutos) e o precipitado foi lisado com tampao de lise (NaH2PO4 100 mM + Tris-HCl 10
mM + uréia 8M pH 8,0) em agitador durante duas horas em temperatura ambiente. As
amostras foram entdo submetidas a centrifugacdo por 30 minutos a 15000 xg e o

sobrenadante foi reservado para andlise.

Foi realizado, entdo, eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e a expressao da

proteina em questdo avaliada em comparacdo ao perfil de expressado proteica das bactérias
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nao induzidas com IPTG. Selecionou-se as amostras com maiores niveis de expressao

para que fossem empregadas no processo de mutagénese.

Em posse do DNA plasmidial analisado em gel de agarose 0.7% e isolado das
amostras com atividade de expressdo mais significativa, procedeu-se com a mutacao sitio-
dirigida da regidao C-terminal. O produto do processo de PCR (Polymerase Chain
Reaction) foi transformado em células supercompetentes Max Efficiency ™ DHS5o™
(Invitrogen) e plaqueado em meio sélido; Isolou-se seis colOnias para posterior

sequenciamento e confirmagdo da efetividade do procedimento.

As colOnias submetidas a reacdo de sequenciamento cujo resultado mostrou-se
positivo para a mutacdo de interesse foram utilizadas na transformacdo de células
M15[pREP4] (Qiagen), com subsequente cultura em presenca de antibioticos seletivos
(ampicilina 100 pg/ml e kanamicina 25 pg/ml) e inducdo de expressio com IPTG
(concentragdo final SmM). Os produtos desse processo foram analisados em gel de

poliacrilamida 10%.

O processo de purificacdo em coluna utilizando resina de NTA-Niquel (4cido
nitrilo tri-acético) foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante (Qiagen,

Valencia, CA).

Dessa forma, foram feitas mutacdes na molécula de MAGP1 que foram usadas no
modelo de trombose arterial. Foram realizados dois processos de mutagénese na MAGPI.
O processo de mutagénese inicial consistiu na substituicdo de um aminoacido alvo
(Valina) por outro aminoécido (Glicina), sem que houvesse outras alteragdes no restante
da sequéncia geral da molécula. O segundo processo baseou-se na alteragdo da molécula
mutante onde houve uma segunda mutacdo pontual (troca de outra Valina por outra

Glicina). A substituicdo de duas Valinas por duas Glicinas (MAGP1-VG1) foi realizada
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em func¢do da grande similaridade entre a sequéncia C-terminal da MAGP1 e um peptideo

derivado da trombospondina-1 (Chung et al., 1999).

Primers utilizados (IDT — Integrated DNA Technologies, USA):

VGISTF- TCCGCCGCGTCTACGGCGGCAATAAGGAGAT
VGIRev- ATCTCCTTATTGCCGCCGTAGACGCGGCGGA
VG2STF- GCCGCGTCTACGTCGGCAATAAGGAGATCTG

VG2Rev- CAGATCTCCTTATTGCCGACGTAGACGCGGC

3.3 Ensaio de ligacdo em fase s6lida (Solid Phase Binding Assay)

A proteina fibronectina, tropoelastina ou fator von Willebrand (10 pg/ml em
tampao 0.2 M fosfato de sédio, pH 6.5) foi incubada em uma placa de 96 wells por 16 h
a4 °C (100 pl/well). Sitios de ligacdo nao especificos foram bloqueados com tampao de
bloqueio (10% de soro fetal bovino em solu¢dao PBS) por 1 hora a temperatura ambiente.
Diluicdes seriais das proteinas MAGP1 e MAGP1-VG1 (1:3, com concentracio inicial
de 100 pg/ml) foram preparadas em tampao de ligacdo (PBS, 10% de SFB, 2 mM de
CaCly) e incubadas com as proteinas imobilizadas durante 2h, a temperatura ambiente. A
ligacdo entre as proteinas foi detectada por incubag@o com anticorpo primdrio policlonal
anti-MAGP (proporcdo 1/500 em tampao de ligacdo) por 1h a temperatura ambiente
seguida de deteccdo por anticorpo secunddrio (1/800) por 1h a temperatura ambiente
(Peroxidase conjugated goat anti-rabbit — HRP, Dako). Os pog¢os foram lavados 3 vezes
com PBS 0.05% Tween-20 ap6s cada etapa de incubagdo. Solucdo de ABTS (Component
Microwell Peroxidase Substrate, KPL) foi utilizada para o desenvolvimento de cor e a
reacdo interrompida com solu¢@o de SDS 1%. A leitura da placa foi realizada a 405 nm

(Gen5™ Data Analysis Software — Bio Tek).
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3.4 Tratamento com farmaco
Os camundongos selvagens e deficientes em MAGP1, com 4 semanas de idade,
foram tratados por quatro semanas com losartan (15 mg/kg/dia), captopril (30 mg/kg/dia),

ou placebo (dgua filtrada/kg/dia), os quais foram administrados via gavagem didria.

3.5 Afericao da pressao arterial dos animais

Ao término da quarta semana de tratamento, os animais foram posicionados (quatro
por vez) no aparelho de pletismografia (Kent Scientific), em seguida, suas caudas foram
colocadas em um manguito, a fim de aferir a pressdo sanguinea durante uma semana, um
método ndo invasivo. Para afericao foram utilizados seis animais por grupo. Além disso,
os camundongos também foram anestesiados com os cloretos de ketamina (10% - 100
mg/kg de peso) e de xilazina (2% -16 mg/kg de peso) e, em seguida, foi novamente aferida
a pressdo. Para cada grupo foram utilizados seis animais (Krege, Hodgin, Hagaman, &

Smithies, 1995).

3.6 Inducao fotoquimica do trombo

Este procedimento foi realizado conforme descrito por He et al. (2002), porém
com algumas modifica¢cdes. Os animais (n=8) foram anestesiados com os cloretos de
ketamina (10% - 100 mg/kg de peso) e de xilazina (2% - 16 mg/kg de peso) injetado de
forma intramuscular e foram colocados na posi¢ao supina. Em seguida, foi realizada uma
incisdo na média cervical do lado direito, a fim de isolar a artéria carétida ou veia jugular,
e posicionada a sonda (Transonic Flow probe MAO SPSB). Na veia lateral caudal do
animal, foi injetada uma solu¢do de rosa de bengala (Sigma Aldrich, St Louis-USA) com
volume de 120 pl e concentragdo de 50 mg/kg com auxilio de uma agulha de 29-gauge.
Apo6s tal procedimento, foi aplicado um laser verde a 1.5 mW com 540 nm (Melles Griot

25LGR), posicionado a uma distancia de 6 cm da incis@o. O laser permaneceu ligado até
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a formacdo do trombo, onde o fluxo foi monitorado por uma sonda de ultra-som
(Transonic System Inc TS420). O processo de trombose apds a injecdo de rosa de bengala

estd relacionado com a formacao de espécies reativas de oxigénio a partir da estimulacdo

do corante pela luz do laser, que levam a lesao do endotélio (Figura 3.1).

Figura 3.1: Inducdo fotoquimica do trombo na artéria cardtida direita de camundongo. A)
Isolamento do vaso; B) Posicionamento da sonda de ultrassom e C) Aplicagdo do laser 540nm.
As setas indicam a artéria cardtida.

3.7 Analise morfologica da cardtida direita apos a inducdo fotoquimica do
trombo em animais selvagens e deficientes em MAGP1 por meio de
microscopia de luz.

A artéria cardtida direita (n=3-4) foi fixada com paraformaldeido 4% e 0,5% de
glutaraldeido (Merck, Darmstadt, Alemanha) em PBS 0,1 M (pH 7,4) durante 24 horas a
4°C. Em seguida, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool,
embutidas em historesina (Leica Microsystems Heidelberg, Alemanha) e seccionadas
transversalmente com uma largura de 2 um. Logo, as secOes resultantes de série foram
montadas em laminas e coradas com Giemsa. As secdes foram examinadas pela Nikon

Eclipse E800 microscopio de luz (ampliagdo original 60x).

3.8 Determinacao de TGF-f3 no plasma
O sangue foi coletado pela veia cava com auxilio de uma seringa com solucao de
EDTA (10%) com a propor¢do de 1:9 (volume/volume). Logo apds, foi submetido a

centrifugacao a 1000 xg por 20 minutos, o plasma obtido foi centrifugado a 10000 xg por
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10 minutos e congelado a -20 °C. A andlise foi realizada a partir do kit Quantikine

Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis-USA).

Uma aliquota de 40ul do plasma foi ativada com 10 ul de HCI IN por 10 minutos,
em seguida, foi neutralizada com 8ul da solu¢dao de NaOH 1,2 N/HEPES 0,5 M, e diluida
em diluente de calibracdo na concentracdo de 1:60. A placa de ELISA foi sensibilizada
com anticorpo primdrio, na qual foi adicionado 50 pl do diluente RD1-73 e 50 ul do
padrdo, controle ou amostra ativada, em cada pogo. Posteriormente, a placa foi coberta e
incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Apds a incubagdo, a placa foi lavada com
auxilio de um aparelho automético (Multiwash II, Tricontinent scientific - USA) com
tampao de lavagem por 4 vezes, e 100 ul do TGF-f conjugado foi adicionado a cada pogo
e, novamente, incubada por 2 horas. Em seguida, a placa foi lavada por 4 vezes com
tampdo de lavagem. Foi adicionado 100 ul de solugdo de substrato, protegida da luz e
incubada por 30 minutos. Finalmente, foi adicionado 100 pl de solu¢do Stop em cada
poco e realizada a leitura no comprimento de onda de 450nm (com correcdo fixada em

540 nm ou 570 nm) (Synergy 2, Biotek, Winooski - USA).

3.9 Analise morfolégica das plaquetas por meio de microscopia eletronica de
transmissao

Esta andlise foi realizada conforme descrito por James G. White (White, 2002),

porém com algumas modificacdes. O sangue foi coletado em seringa com citrato (3,2%)

por meio da veia cava e centrifugado a 2300 xg por 10 segundos a 25 °C para obter o

plasma rico em plaquetas (PRP), em seguida, o PRP foi coletado e centrifugado por 1

minuto a 25 °C a fim de obter o plasma pobre em plaquetas (PPP). O PPP foi fixado com

glutaraldeido 0,5% por 10 minutos a 37 °C. Depois, foi centrifugado a 800xg por 1minuto

e o sobrenadante foi descartado, o pellet obtido foi fixado com glutaraldeido 3% por 2

horas em temperatura ambiente. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi



45

lavado com tampao e pds-fixados em tetréxido de 6smio 1%, por 1 h a 4 °C. Em seguida,
foram desidratados com élcool etilico em concentragdes crescentes e pré-embebidos em
mistura de 6xido de propileno e em resina Epon na propor¢do de 1:1, 3:1, durante 2 h e,
depois, embebidos em resina Epon 100% overnight. As amostras foram incluidas em
resina € mantidas em estufa a 57 °C, durante 72h. Posteriormente, foram feitos cortes
semi-finos (1 um) do material e corados, a quente, com solu¢do de 0,5% de Azul de
Toluidina. Além disso, foram feitos cortes ultrafinos (70 mm), a fim de estudar a
morfologia da drea de interesse. Estes cortes foram fotografados em microscépio
eletronico de transmissdao (LEO 906-Zeiss) (ampliacao original 27800x), no Laboratério

de Microscopia Eletronica (LME) do Instituto de Biologia — Unicamp.

3.10 Tempo de Protrombina
O tempo de coagulacio do plasma citratado (3,2%) foi analisado apds o sangue
ser retirado da veia cava e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 25 °C. Logo, uma
aliquota de 50 ul de plasma foi pré aquecida a 37 °C por 2 minutos e, em seguida, em um
tubo limpo, foi acrescentado 100 ul do reagente TP CLOT e foi incubado por 4 minutos
a 37 °C. Para finalizar, foi adicionado 50 ul de plasma, disparando a reacdo. Tal

experimento foi realizado em duplicata, por meio do Kit TP CLOT da BIOS diagndstico.

3.11 Tempo de tromboplastina parcial ativada
O tempo de coagulagdo do plasma citratado (3,2%) foi determinado apds o sangue
ser retirado da veia cava e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 25 °C. Em seguida,
uma aliquota de 50 ul de plasma foi pré aquecida a 37 °C por 2 minutos e, depois foi
adicionado 50 pl de reagente TTPA CLOT e incubado a 37°C por 2 minutos. Finalmente,
a reacdo foi disparada assim que foi adicionado 50 ul de cloreto de célcio. Esta andlise

foi realizada em duplicata, por meio do Kit TTPA CLOT da BIOS diagndstico.
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3.12 Ensaio de agregacao plaquetaria

O sangue foi coletado pela veia cava com seringa contendo citrato (3,2%) com a
proporcdo de 1:9 (volume/volume) e centrifugado 100 xg por 15 minutos, a fim de se
obter o plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, o PRP foi coletado e adicionado
ImL de tampdo de lavagem (NaCL 140 mM; KCI 0,5 mM; citrato trissédico 12 mM;
glicose 10 mM; sacarose 12,5 mM, pH 6) e centrifugado 800 xg por 12 minutos. O
sobrenadante foi descartado, o pellet obtido foi ressuspendido com solu¢do de Krebs
(NaCl 118 mM; NaHCOs3 25 mM; KH>PO4 1,2 mM; MgSO4 1,7 mM; glicose 5,6 mM,
pH 7,4). O nimero de plaquetas foi ajustado para 1,2x10® plaquetas/mL na presenca de
CaCl> 1 mM. Em seguida, 400 pL de suspensao de plaquetas foram adicionadas na cubeta
e elas foram desafiadas com dois agonistas ADP 50 pmol/mL e trombina 0,1 U/mL. A
leitura foi realizada no aparelho Chrono-log, Kordia Life Sciences, Leiden e utilizou o

programa Aggrolink Software (Chrono-log).

3.13 Ensaio de adesao de plaquetas nao ativadas

O sangue foi coletado pela veia cava com seringa citratada (3,2%) com a
proporcdo de 1:9 (volume/volume) e centrifugado 100 xg por 15 minutos, a fim de se
obter o plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, o PRP foi coletado e adicionado
ImL de tampao de lavagem (NaCl 140 mM; KCI 0,5mM; trisodium citrate 12mM; glicose
10mM; sacarose 12,5 mM, pH 6) e centrifugado 800 xg por 12 minutos. O sobrenadante
foi descartado, o pellet obtido foi ressuspendido com solucdo de Krebs (NaCl 118 mM;
NaHCOs3 25mM; KH2PO4 1,2 mM; MgSO4 1,7 mM; glicose 5,6 mM, pH 7,4). O nimero

de plaquetas foi ajustado para 1,2x10® plaquetas/mL na presenca de CaCl, 1 mM.

Para o ensaio de adesdo plaquetaria, uma placa de 96 pocos foi incubada com 50

uL de fibrinogénio humano (50 mg/mL) durante 12 horas a 4 °C. Em seguida, a placa foi
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lavada com solu¢do de Krebs por duas vezes e bloqueada com 1% de BSA por 1 hora a
37 °C. Depois, foi novamente lavada com solu¢do de Krebs e permaneceu em temperatura
ambiente durante 30 minutos a fim de secar. Em seguida, 50 uL da suspensdo de plaquetas
foi adicionada nos pocos 30 minutos a 37 °C. Logo, a placa foi lavada por duas vezes com
200 pL de solug¢do de Krebs a fim de remover qualquer plaqueta que nao aderiu. A
mensuragdo da adesdo plaquetdria foi realizada mediante a atividade da fosfatase dcida.
Por fim, 150 pL de solugdo de substrato de fosfatase dcida foi adicionada nos pogos
(tampao de citrato 0,1 M, pH 5,4; p-nitrofenil fosfato 5 mM e Triton X-100 0,1%) e
permaneceu incubada por 1 hora a temperatura ambiente. Depois, a reagdo foi finalizada
pela adicao 100 pL. de NaOH 2 M, que resultou na coloracao da placa e, em seguida, foi
realizada a leitura no comprimento de onda de 405 nm. A leitura foi realizada no aparelho

Synergy™ H1 Hybrid Reader, Biotek, USA) e analisada no software: Gen5™.

3.14 Zimografia in situ

Artéria aorta foi coletada e embebida em O.C.T. (Tissue-Tek Optimal Cutting
temperature Compound) e armazenada no biofreezer a -80 °C. Em seguida, foram feitos
cortes longitudinais de 8 pum de espessura em criostato. Foi preparado 1mg/mL de DQ-
gelatina com solugdo tampao de reacdo de gelatinase (NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM, NaN3
0,2 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,6). A concentracdo final da solucao de DQ-gelatina foi
ajustada para 20 mg/mL e, 250 ul DQ-gelatina foi adicionado na 1amina e incubada a 37
°C em camara escura umida por 3 horas. Posteriormente, os cortes foram lavados 3 vezes
com PBS e, em seguida, os cortes foram fixados em solucao de 90% de glicerol com PBS
que continha 10 mg/mL 3,4,5 — hidroxibenzoato de propilo e agente anti descoloragdo.
Em paralelo foi feito o controle negativo, onde nao foi adicionado DQ-gelatina com o
tampao de reacdo de gelatinase. Para quantificacdo da atividade gelatinolitica foi

mensurado mediante a média da intensidade de pixel pelo Software ImageJ.
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Analise estatistica
Os valores foram expressos como média + DP. As diferencas entre médias foram
analisadas pelo teste Anova, seguido de Tukey, por meio do programa Prisma 5.0, como

critério de significancia p< 0.05.
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4. Resultados
Para verificar a acdo pro-trombética da MAGP1 e mapear qual regido € importante
para esta atividade, foi obtida através de mutacdo sitio dirigida, a MAGP1-mutante,

MAGPI1-VGI.

Primeiramente, foram realizados dois processos de mutagénese na MAGP1 e na
regido de homologia a trombospondina-1, conforme demonstrado na figura 4.1. Os
processos de mutagénese consistiram na substitui¢do duas Valinas por duas Glicinas, sem

que houvesse outras alteracdes detectaveis no restante da sequéncia geral da molécula.

A substitui¢do de duas valinas por duas glicinas foi realizada em funcdo da grande
similaridade entre uma sequéncia C-terminal da MAGP1 e um peptideo derivado da
trombospondina-1 com aparente importancia na ativagdo e agregac¢ao plaquetaria (Chung
et al.,, 1999). As sequéncias correspondentes as moléculas assim como suas formas
mutantes podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de aminodcidos correspondentes a uma regido de homologia compartilhada

pela trombospondina-1 e MAGP-1. Em destaque, as formas mutantes do peptideo 4N1K, com a
substituicdo de duas valinas, e da MAGP-1 com alteracdo semelhante.

Proteina Denominacdes | Sequéncia (aminodcidos)
adotadas

Trombospondina-1 4N1K KRFYVVMWKK

Trombospondina-1 ANGG KRFYGGMWKK

mutante

MAGPI MAGP-1 RRVYVVNK

MAGP1 mutante VGI1 RRVYGGNK
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A B C
CGTCTACGTCGTC CEGTCTACGTCGGC CGTECTACGGCGGC
val val Val Gli Gli Gli

Figura 4.1: Sequenciamento de DNA correspondentes ao vetor MAGP-1 oriundas do animal
selvagem. (A) ao vetor MAGP-1 submetido ao primeiro processo de mutagé€nese sitio dirigida
(B) e ao vetor MAGP-1 ostentando a dupla mutacdo pontual (C). Em destaque, nota-se a alteragdo
dos nucleotideos alvo resultando na substituicao inicial de um aminodcido em VG2 (mutag¢ao na
segunda valina) (B) seguido de uma dupla substituicio em VG1 (mutacdo na primeira e segunda
valina) (C).

A producdo de uma proteina mutante, mesmo que por meio de métodos de
mutagénese sitio dirigida, pode levar a substitui¢cdes nao desejadas que afetam a formagao
da molécula de interesse. Portanto, a obten¢do de bandas significativas e de peso
molecular semelhante ao da proteina MAGP-1 original (oriunda de vetor com sequéncia
selvagem) foi utilizada como paradmetro para confirmar a obtencdo de uma mutagdo

pontual.

Em ambos os géis apresentados na figura 4.2, é possivel visualizar bandas
correspondentes as proteinas de massa molecular aparente de 32kDa. Apesar de distinta
dos 20kDa previstos a partir da sequéncia de aminodcidos da molécula, esse padrao

diferenciado de migracdo eletroforética também € observado na forma selvagem da

proteina.
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37kDa

37kDa

a b c d e f g h

Figura 4.2: Gel de poliacrilamida 10%. A) MAGP bovina com mutag¢do VG2 apds transformagao
em células M15[pREP4] e inducdo de expressdo protéica. Amostras submetidas a indu¢do com
IPTG (5mM) evidenciadas por bandas escuras com aproximadamente 37kDa (a, c, e, g), enquanto
amostras ndo induzidas (b, d, f) ndo apresentam banda significante. (B) MAGP bovina com
mutagdo dupla VG1. Apds indugdo (a, c, e, g) é evidenciada atividade significativa de somente
uma colonia, correspondente a banda e.

Ap6s as mutagdes e com as moléculas devidamente prontas e testadas, elas foram
utilizadas no modelo de trombose arterial. Sendo assim, nds utilizamos animais com 8
semanas de idade, fase na qual os camundongos tém aproximadamente 25+2¢g de peso
corporal, tamanho essencial para o tipo de sonda de ultrassom usada na medi¢ao do fluxo

sanguineo, bem como para a quantidade e tipo de anestésico utilizado.

Em seguida, os animais selvagens (MAGP1**) e deficientes em MAGP1
(MAGP17) foram submetidos ao ensaio de indugio fotoquimica do trombo na presenca

ou na auséncia da proteina mutada (MAGP1-VG1). Logo, verificamos que niao houve
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nenhuma alteracdo quando injetado 50pg/mL de MAGP1-VGI1 nos animais selvagens
(MAGP1**PLA = 58+7,2; MAGP1**VGI1 = 55+11,18 minutos), conforme demonstrado
na figura 4.3. Tal efeito, também foi observado com animais deficientes em MAGP1
(MAGP”PLA = 99+16,99; MAGP”"VGI1 = 130+45,26 minutos), onde nio houve uma
recupera¢do no tempo. Enquanto que, quando injetado a proteina MAGP1 selvagem foi
possivel verificar a recuperacio do tempo de formacio do trombo (MAGPI**

MAGP1:72+18,16; MAGP1”- MAGP1:62+12,85 minutos).
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Figura 4.3: Tempo de formagdo do trombo a partir de inducdo fotoquimica. MAGP1**:
Selvagem; MAGP1”: knockout para MAGP1; PLA: placebo; MAGP1** MAGP1: MAGPI
selvagem injetada em animal selvagem; MAGP1”~ MAGP1: MAGPI1 selvagem injetada em
animal deficiente em MAGP1; Animal selvagem VG1: MAGP1 mutada.

MAGPI1 e MAGPI1-VGI foram testadas a fim de verificar se a mutacdo induzida
na sequéncia selvagem modifica de alguma forma suas interacdes com proteinas
importantes para o processo de coagulacdo sanguinea e adesdo plaquetdria. Realizou-se

o teste de ligacdo com 3 proteinas (fator de Von Willebrand, fibronectina e tropoelastina)
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na presenca de diferentes concentracdes dos ligantes MAGP1 e MAGP1-VGI1, como

pode-se observar na Figura 4.4.
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Figura 4.4: Caracterizacdo das interacdes da MAGP1 (selvagem e mutante) com proteinas
importantes para a trombogénese. As proteinas fator de Von Willebrand (vWF), fibronectina (FN)
e TE (tropoelastina) foram imobilizadas em placa de 96 wells (2ug/well) e incubadas com
concentracdes varidveis de MAGP1 e VGI1 durante 2h. Como controle, realizou-se a incubacao
na auséncia de cobertura das placas. Os dados representam a média de duplicatas.

Foi possivel verificar que a proteina MAGP1-VG1 continua interagindo com o
fator von Willebrand e a fibronectina assim como com o controle positivo (tropoelastina),

semelhante ao encontrado para proteina MAGPI.

Uma vez descrito na literatura que a MAGP1 € capaz de interagir com forma ativa
de TGF-f, foi de nosso interesse verificar se estes dados estavam relacionados com a
diminuicdo dos niveis de TGF-3 nestes animais e se essa atividade também poderia estar

influenciando o maior tempo de oclusdo nos camundongos deficientes em MAGPI.

Sendo assim, animais selvagens e deficientes em MAGP1 foram tratados com losartan, a
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fim de caracterizar o papel da MAGPI e deste fator de crescimento na trombogénese

arterial.

Para isso, os camundongos selvagens e deficientes em MAGPI1 foram divididos
em grupos e tratados por 4 semanas com losartan por meio de diferentes doses didrias de
3, 15 e 30 mg/kg/dia via gavagem e, em seguida, foram submetidos ao ensaio de indu¢do
fotoquimica do trombo, com o intuito de verificar qual seria a melhor dose para esses
animais. Conforme visto na figura 4.5, a dose de 15mg/kg/dia foi a dose que conseguiu
resgatar o tempo de oclusdo a valores semelhantes ao encontrado nos animais selvagens.
Além disso, foi possivel verificar que a a¢do do losartan € dose dependente para estes

animais.

1501

Tempo de oclusao (min)

Figura 4.5: Tratamento com losartan resgata o tempo normal de formacdo do trombo.
MAGP1**: Selvagem; MAGP17: knockout para MAGP1; PLA: placebo; LOS: losartan 3, 15 ou
30mg/kg/dia.

A partir dos resultados obtidos, todos os experimentos foram realizados com

losartan 15mg/kg/dia. A atividade farmacoldgica conhecida do losartan € a de inibir os
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receptores AT1 de angiotensina II. Uma das consequéncias desta inibi¢do € a diminui¢ao
da expressdo de TGF-f e de trombospondina 1, molécula responsavel por ativar TGF-3

dos complexos latentes (Cohn et al., 2007; Habashi et al., 2006; Uchida et al., 2008).

Para verificar se uma diminuicao nos niveis de angiotensina Il levaria aos mesmos
resultados em relacdo a formacdo de trombos, os animais foram tratados com captopril
na dose de 30mg/kg/dia, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ACE). Como
pode ser observado na figura 4.6, a diminui¢do do tempo de formagio de tombos também
foi obtida com este tratamento, onde novamente, o efeito foi mais evidente nos animais
deficientes em MAGPl (MAGPIY*CAP =51+15,6minutos; MAGP1"CAP=
59+18,94minutos), sugerindo que uma diminui¢ao nos niveis de angiotensina II promove

o mesmo resultado que a inibi¢cdo dos receptores AT1, ocasionada pelo losartan.
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Figura 4.6: O tratamento com captopril diminui o tempo de formagdo do trombo. MAGP1**:
Selvagem; MAGP1™: knockout para MAGP1; PLA: placebo; LOS: Losartan 15mg/kg/dia; CAP:
Captopril 30mg/kg/dia.

Uma outra possibilidade levada em consideracdo foi a de que, em fun¢do do

tratamento com as drogas anti-hipertensivas, a pressao arterial destes animais poderia ser
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alterada e, consequentemente, temos uma resposta a esta alteracdo, pois tais
medicamentos estdo relacionados a um efeito hipotensor. Para verificar isto, os animais
tiveram a pressdo arterial aferida e os dados obtidos foram apresentados na figura 4.7.
Como pode ser observado, todos os camundongos sdo normotensos, descartando esta
possibilidade, o que sugere que os resultados obtidos sd@o independentes da acdo anti-

hipertensiva desses farmacos.
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Figura 4.7: Afericdo da pressdo arterial dos camundongos por pletismografia. MAGP1**:

Selvagem; MAGP1™: knockout para MAGP1; PLA: placebo; LOS: Losartan 15mg/kg/dia; CAP:
Captopril 30mg/kg/dia.

Além disso, para descartar qualquer divida que possa existir entre o fato de o
losartan e o captopril serem medicamentos anti-hipertensivos, avaliamos os mesmos

parametros hemodinamicos dos animais dos grupos estudados, sob anestesia, uma vez
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que a cirurgia de inducdo fotoquimica € realizada com os animais sob anestesia. Logo,

observou-se que todos os animais s@0 normotensos, embora tenha havido bradicardia em

todos os grupos, conforme figura 4.8. Tal experimento foi realizado com os animais

anestesiados, pois a literatura relata que uma hipotensdo pode acarretar a ativacdo da

cascata de coagulacdo, mas este fato s foi constatado em vasos venosos (Kakar & Lip,

2007a).
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Figura 4.8: Afericdo da pressdo arterial dos camundongos, sob anestesia, por pletismografia.
MAGP1**: Selvagem; MAGP1”: knockout para MAGP1; PLA: placebo; LOS: Losartan
15mg/kg/dia; CAP: Captopril 30mg/kg/dia.
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Para verificar se os componentes da cascata de coagulacdo estdo funcionando de
forma apropriada, foram considerados os testes de tempo de tromboplastina parcial
(TTPA), que avalia a via intrinseca e comum, o tempo de protrombina (TP), que avalia a
via extrinseca e comum. Com relagdo ao tempo de protrombina (tabela 2), foi possivel
verificar que muito embora o tratamento com os farmacos tende a reduzir o tempo de
protrombina, esses valores continuam dentro da normalidade. O mesmo pode ser visto

em relacdo ao tempo de tromboplastina parcial ativada (tabela 2).

Tabela 2: Ensaio de coagulagdo sanguinea (TP e TTPa). Os valores se referem a média dos grupos
+ desvio padrio. *p<0,5. MAGP1**: Selvagem; MAGP1”: knockout para MAGP1; PLA:
placebo; LOS: losartan 15mg/kg/dia; CAP: captopril 30mg/kg/dia.

Grupos Tempo de Protrombina Tempo de Tromboplastina
(TP) Parcial ativada (TTPa)
MAGP1** PLA 19,87 + 1,54 39,11 £2,59
MAGP1** LOS 21,58 +1,76 41,53 £2,51
MAGP1** CAP 16,05 +0,98* 32,72 £2,67*%
MAGP1” PLA 20,28 +0,74 40,73 +4,56
MAGP1” LOS 15,99 +3.27* 3591 +£3,32
MAGP1" CAP 18,27 +£2.,83 37,66 +6,74

Uma vez que as vias da cascata de coagulacdo se encontram inalteradas
(comparando os grupos selvagem e deficiente em MAGP1), decidimos avaliar a fun¢ao
das plaquetas. Ensaios de agregacdo plaquetdria induzida por agonistas como trombina e
ADP (figura 4.9) e adesao de plaquetas ndo ativadas foram realizados. Em relagdo ao teste
de agregacao foi observado que quando estimuladas pelo agonista trombina, nao houve
diferenga entre os grupos de animais deficientes em MAGP1 e selvagens, nem mesmo

apo6s tratamento com losartan. Em contrapartida, o tratamento com captopril reduziu a
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agregacdo plaquetdria dos animais deficientes em MAGPI (figura 4.9). Quando
estimuladas pelo agonista ADP foi possivel verificar que os animais deficientes em
MAGPI1 apresentam uma agregacdo reduzida em relacdo aos animais selvagens e que o
tratamento com losartan e captopril sdo capazes de resgatar essa agregacdo a valores

préximos dos selvagens.
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Figura 4.9: Agregacdo plaquetdria induzida por agonistas. MAGP1**: Selvagem; MAGP17:
knockout para MAGP1; PLA: placebo; LOS: losartan 15mg/kg/dia; CAP: captopril 30mg/kg/dia;
T: trombina 100mU; A: ADP 50mU.

No ensaio de adesdo de plaquetas ndo ativadas foi possivel verificar que ndo ha
diferenca significativa entre os grupos selvagens (4,21%2,76 x10° plaquetas) e deficientes
em MAGP1 (7,13+1,24 x10° plaquetas), sem tratamento. Como a adesdo das plaquetas
desses grupos de animais estavam inalteradas ndo foi necessdrio realizar o experimento
com 0s outros grupos estudados.

Outro ponto analisado foi a morfologia das fibras eldsticas presentes na estrutura

da parede da cardtida (Figura 4.11), nas plaquetas (Figura 4.10) e nos trombos (Figura
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4.11), a fim de analisar se estes fatores interferem na dinamica da formacao de trombo
nos animais deficientes em MAGP1. Mas, de acordo com anélises iniciais das imagens
obtidas, ndo houve diferenca na morfologia plaquetdria nem na estrutura das fibras
eldsticas na parede da carétida e nos trombos dos grupos estudados. No ensaio da carétida
pode-se verificar a integridade da parede e o trombo propriamente dito. Aparentemente,

os trombos dos diferentes grupos apresentam-se semelhantes e a parede da cardtida ndo

apresenta nenhum tipo de fragmentacio ou alteragio.

Figura 4.10: Andlise morfoldgica das plaquetas por meio de microscopia eletronica de
transmissdo. A: MAGP1** Placebo; B: MAGP1** LOS; C: MAGP1** CAP; D: MAGP1”
Placebo; E: MAGP1” LOS; F: MAGP1”- CAP; MAGP1**: Selvagem; MAGP17: knockout para
MAGPI; PLA: placebo; LOS: losartan 15mg/kg/dia; CAP: captopril 30mg/kg/dia.
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ise morfoldgica de trombos na artéria carétida direita por meio de microscopia
de luz. A: MAGP1** Placebo; B: MAGP1** LOS; C: MAGP1** CAP; D: MAGP1” Placebo;
E: MAGP1™7 LOS; F: MAGP1”- CAP; MAGP1**: Selvagem; MAGP1": knockout para MAGP1;

PLA: placebo; LOS: losartan 15mg/kg/dia; CAP: captopril 30mg/kg/dia.

» =T P s

Considerando que o tratamento com o losartan diminui os niveis de TGF-J3 ativo,
foi de nosso interesse analisar e quantificar os niveis de TGF-f totais e ativos (figura 4.12

e 4.13) nos plasmas dos camundongos tratados com placebo ou com as drogas.
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Figura 4.12: Andlise TGF-BI total, no plasma sanguineo. MAGP1**: Selvagem; MAGP1":
knockout para MAGP1; PLA: placebo; LOS: losartan 15mg/kg/dia; CAP: captopril 30mg/kg/dia.
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Figura 4.13: Andlise TGF-B1 ativo, no plasma sanguineo. MAGP1**: Selvagem; MAGP1™:
knockout para MAGP1; PLA: placebo; LOS: losartan 15mg/kg/dia; CAP: captopril 30mg/kg/dia.

Em relacdo aos niveis séricos de TGF-p total (figura 4.12), foi observado que nio
houve alteracdo nos grupos estudados. Em relacdo aos niveis séricos de TGF-f ativo, é
possivel verificar que ha um aumento no grupo dos animais deficientes em MAGPI,
entretanto, o tratamento com os farmacos nao reduz esses niveis no grupo citado. J4 no
grupo dos animais selvagens, € possivel verificar que o tratamento com o captopril é capaz
de reduzir os niveis desse fator de crescimento.

Os niveis aumentados de TGF- ativo (figura 4.13) nos levou a investigar qual via
de sinalizag@o poderia estar envolvida. Sendo assim, através da zimografia in situ, foi
possivel verificarmos a atividade de gelatinases, mais especificamente das gelatinases
MMP-2 e -9 (figura4.14 e 4.15). Uma vez que o aumento da atividade dessas gelatinases

tem sido relacionado a um aumento da sinaliza¢do de TGF-f (Xiong et al., 2012).
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Figura 4.14: Zimografia in situ da artéria carétida direita de animais selvagens e deficientes em
MAGP1. MAGP1%*: Selvagem; MAGP1”: deficiente em MAGP1; PLA: placebo; LOS: losartan
15mg/kg/dia; CAP: captopril 30mg/kg/dia.
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Figura 4.15: Andlise semiquantitativa da atividade gelatinolitica na artéria carétida direita de
animais selvagens e knockouts para MAGP1. PLA: placebo; LOS: losartan 15mg/kg/dia; CAP:
captopril 30mg/kg/dia: MAGP1**: Animais selvagens; MAGP1”: knockout para MAGP1.

Conforme visto no ensaio de zimografia in situ, € possivel verificar a atividade
gelatinolitica (figura 4.14). E a partir da analise semiquantitativa (figura 4.15) € possivel
avaliar o nivel de atividade dessas MMPs nos diferentes grupos estudados. Dessa forma,

verificamos que hd um aumento significativo da atividade dessas MMPs nos animais
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deficientes em MAGPI tratados com placebo, em relacido aos animais selvagens e, que o

tratamento com losartan é capaz de reduzir essa atividade.
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5. Discussao

Apo6s a lesdo na parede dos vasos sanguineos as plaquetas e os componentes da
via de coagulagdo interagem com a matriz extracelular subendotelial e formam a rede
hemostatica, que estanca o sangramento. As plaquetas desempenham importante papel na
formacdo do trombo, sua ativagdo se dd quando a regido subendotelial é exposta, o que
ocasiona um rearranjo do seu citoesqueleto e, em seguida, ocorre a liberacdo de varias
substancias de seus granulos. Dentre essas substincias destacam-se o fator de von
Willebrand, trombospondina-1 e ADP, sendo que o coldgeno e fator de von Willebrand
sdo responsdveis por mediar a adesdo e agregacdo plaquetdria (de Groot et al., 1988;

Wagner et al., 1984).

Werneck e colaboradores (2008) demonstraram que uma outra proteina
denominada MAGPI, pertencente a parede dos vasos, é capaz de interagir com fator de
von Willebrand. A MAGP1 € uma glicoproteina associada as fibrilinas na rede de
microfibrilas da matriz extracelular (Mecham & Davis, 1994). A principal fungdo das
microfibrilas € servir como um arcabougo para a deposi¢do de tropoelastina na montagem

das fibras elasticas (Segade et al., 2002).

A MAGPI1 interage também com proteinas como a tropoelastina (Brown-
Augsburger et al., 1994), fibrilinas 1 e 2 (Trask et al., 2000; Werneck et al., 2004),

coldgeno IV (Finnis & Gibson, 1997), decorina (Trask et al., 2000), entre outras.

Para melhor entender o funcionamento da MAGP1, Weinbaum e colaboradores
(2008) inativara, o gene alvo da MAGP1 (Mfap2) em camundongo. Como dito
anteriormente, estes camundongos necessitam de um tempo de formacdo de trombo maior
do que um animal selvagem, apesar de apresentarem coagulacdo sanguinea in vitro

normal. Sugerindo que as microfibrilas formadas por MAGP1 possuem importante
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funcdo na hemostasia e trombogénese. Outro ponto relevante neste estudo foi verificar
que a injecdo prévia com MAGPI1 recombinante bovina, nestes animais, resultou na
diminui¢do do tempo de oclusdo a valores proximos ao encontrado nos animais selvagens

(Werneck et al., 2008).

A fim de determinar o dominio da MAGP1 que tem importancia na trombogénese
foi visto que a regido C-terminal da MAGP1 possui atividade pré-trombdtica e que essa
atividade pode estar relacionada com a sua deposi¢do na matriz e sua capacidade de
interacdo com outras moléculas, fator de von Willebrand por exemplo, e essas mutacdes
provavelmente abolem essas interagdes (Machado, 2010). Além desses achados, existe o
fato de a MAGPI ser semelhante a trombospondina (TSP) na habilidade de se ligar a
proteinas e modular interagdes células-matriz, como € o caso dos animais knockouts para
TSP-1 e MAGP1 apresentarem embolizacdo do trombo causada por um defeito na
aderéncia do trombo a parede do vaso injuriado (Kyriakides et al., 1998; Werneck et al.,

2008).

Dessa forma, a identificagdo do dominio responsédvel por promover a associacao
da MAGPI1 com a matriz extracelular foi possibilitada pela andlise e modificagdo da
sequéncia codante original da molécula. A expressdo de proteinas a partir de sequéncias
truncadas nos éxons 7 e 8 resultou na formacdo de moléculas incapazes de se ligar
efetivamente a matriz extracelular, o que indicou que a regido C-terminal da molécula de

MAGPI ¢ critica para direcionar a deposicao dessa proteina (Segade et al., 2002).

A importancia funcional da por¢do C-terminal da MAGP1 na determinacgdo de sua
estrutura tercidria e na interacdo com outras moléculas das fibras eldsticas, possivelmente,
indica que pode haver alguma relacdo determinante entre essa regido e os papéis que a

proteina MAGP1 parece realizar na trombose, de acordo com os resultados preliminares
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anteriormente descritos. Logo, a indu¢do de mutacdes pontuais na regido permite a
producdo de uma molécula modificada que pode, mediante testes adequados, ser avaliada

em compara¢do com sua forma selvagem.

N

O mecanismo associado a oclusdo trombdtica anormal presente em animais
deficientes em MAGPI1 ainda nio € claro. Estudos anteriores (Werneck et al., 2008)
sugerem que esse efeito se relaciona ao papel estabilizador que essa molécula
desempenha por meio de interagdes entre componentes do trombo e da matriz da parede

vascular.

Sabendo que a MAGP1 se liga ao fator von Willebrand, nos propusemos a avaliar
a interacdo da sua forma mutada (tabela 1) com esse fator importante para o processo de
coagulacdo. Desta forma, a remocdo de por¢des aparentemente importantes para as
funcdes desempenhadas pela MAGP1 permite identificar as sequéncias minimas

necessdrias para suas fungdes bioldgicas.

Sendo assim, a troca de duas Valinas por duas glicinas (tabela 1) fez com que a
MAGPI1 mutada perdesse sua capacidade de recuperar o tempo de formacgao de trombo
como visto para MAGP1 selvagem (figura 4.3), sugerindo que esses aminodcidos sao

importantes para que a molécula possa desenvolver sua atividade normal.

A interacdo da MAGP1 com proteinas importantes para esse processo realmente
existe (figura 4.4), contudo, sua forma mutante (MAGP1-VG1) ndo aparenta possuir
reducdo de sua capacidade de ligagdo com as proteinas fibronectina, fator de Von
Willebrand e tropoelastina. Somente no ensaio com fibronectina a proteina VG1 aparenta
possuir menor capacidade de interacdo que a MAGP1. Isso sugere que o processo pelo

qual a MAGP1 medeia a interacao do trombo com a parede do vaso injuriado ndo depende
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somente da sua interagdo com tropoelastina, VWF ou fibronectina e que estudos mais

aprofundados sdo necessarios para elucidar esse processo.

Além disso, buscando entender melhor como a MAGP1 pode contribuir para o
processo de trombose arterial, foi de nosso interesse tratar animais selvagens e deficientes
em MAGP1 com bloqueador do receptor AT1 da angiotensina II (Losartan) e o inibidor
da enzima conversora de angiotensina (captopril) para avaliar possiveis mecanismos
pelos quais a MAGPI possa estar envolvida na formagdo do trombo, uma vez que a

MAGPI interage com TGF-f3 ativo (Weinbaum et al., 2008).

A trombose arterial € um processo dindmico e muito complexo no qual participam
multiplos fatores tais como: endotélio, plaquetas, coagulacdo plasmdtica e sistema
fibrinolitico (Kaminska et al., 2005). O mecanismo pelo qual a MAGP1 pode estar
envolvida na trombose arterial ¢ igualmente complicado. H4 uma variedade de fatores

que podem estar envolvidos.

Conforme figura 4.5, € possivel verificar que os dados apresentados neste trabalho
estdo em conformidade com os dados obtidos por Werneck e colaboradores (2008). A
resposta do losartan na recuperacdo do trombo € dose dependente. Além disso, foi
verificado durante os experimentos que os animais deficientes em MAGPI (tratados com
placebo) apresentam indmeras embolizacdes durante o ensaio, assim como Werneck e
colaboradores (2008).

Foi verificado também, que o tratamento com losartan e captopril foram eficazes
na recuperacdo da formacdo do trombo em animais deficientes em MAGPI1 a valores
préximo ao encontrado no grupo selvagem (figura 4.6).

Muito embora esses dados sejam divergentes dos encontrados na literatura, onde

o losartan € classificado como uma droga antitrombdtica, o modelo utilizado por eles é o
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de hipertensdo. A hipertensdo arterial ¢ um estado conhecidamente trombogénico. Por
isso, quando esses animais sdo tratados com drogas anti-hipertensivas eles passam a
apresentar um menor risco de desenvolver trombose, embora o mecanismo pelo qual isso
acontecga ainda ndo esteja muito esclarecido (Leu et al., 2004; Schwieler et al., 2013).

Além disso, Kaminska e colaboradores (2005) verificaram atividade pro-
trombdtica de angiotensina Il apds infusdo em ratos com hipertensdao induzida e
verificaram ainda que o losartan é capaz de reverter essa atividade da Ang II, confirmando
o papel do receptor AT no efeito pro-trombdtico desse peptideo. Vale ressaltar que o
efeito antitrombdético do losartan nesse estudo, € verificado apenas quando avaliado o
peso do trombo, uma vez que os autores ndo encontraram alteracdo significativa no que
diz respeito ao tempo de formagdo de trombo nos grupos que receberam infusdo de Ang
IT e/ou tratamento com losartan.

Um outro estudo que também relaciona antagonista de receptor AT, losartan, com
atividade antitrombdtica em ratos apds infusdo de Ang II (Kramkowski et al., 2010),
avalia apenas o peso do trombo e ndo o tempo de formacao de trombo como foi realizado
no presente trabalho.

Estes estudos diferem do presente trabalho pelo fato de utilizarem ratos com
hipertensdo induzida (Kaminska et al., 2005), avaliarem a trombose arterial por uma
forma diferente (por peso e nao por tempo de formacdo de trombo), além de realizarem
infusdo de Ang II provocando efeitos pro-trombéticos. Dessa forma, o presente trabalho
€ pioneiro no estudo de camundongos normotensos, naturalmente antitrombdéticos, o uso
de drogas anti-hipertensivas como losartan e captopril e sua relacdo com o processo de
trombose arterial.

Bavry e colaboradores (Bavry et al., 2000) compararam a eficécia de um inibidor

da ACE (quinapril) e um bloqueador de receptor AT (losartan) na formagao de trombo
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arterial em ratos e verificaram que houve aumento do tempo de formagdo de trombo
apenas no grupo tratado com quinapril. Esses dados sugerem que a inibi¢do da ACE, e
nao o bloqueio do receptor AT}, apresentou um modesto efeito antitrombotico.

Sendo o losartan e o captopril medicamentos comumente comercializados para o
tratamento da hipertensao, foi de nosso interesse avaliar se os resultados obtidos no ensaio
de inducao fotoquimica do trombo estdo relacionados com seu efeito hipotensor. Para
isso, os animais foram submetidos a um ensaio de afericdo da pressdao sanguinea por
pletismografia, um ensaio ndo invasivo (figura 4.7) onde foram avaliados os parametros
hemodinamicos como a pressdo sanguinea sistdlica, diastélica, a média entre elas e o
pulso dos animais.

Foi verificado, entdo, que o tratamento com losartan e captopril ndo altera a
pressdo sanguinea dos animais estudados, sugerindo que os resultados obtidos sdo
independentes da acdo anti-hipertensiva desses farmacos.

Além disso, para descartar qualquer divida que possa existir entre o fato de o
losartan e o captopril serem medicamentos anti-hipertensivos, avaliamos os mesmos
parametros hemodinamicos dos animais dos grupos estudados, sob anestesia (figura 4.8),
uma vez que a cirurgia de inducdo fotoquimica € realizada com os animais anestesiados.

Como visto na literatura, dados sugerem que uma hipotensiao possa acarretar em
ativacdo da cascata de coagulacdo. Entretanto, este fato se d4d em trombose venosa (Kakar
& Lip, 2007b).

Sendo assim, como na andlise anterior, 0s animais apresentaram-se normotensos
em todos os grupos, sugerindo que nao hd interagdo entre a anestesia e o tratamento com
os medicamentos utilizados nesse estudo.

No que se refere a pressao sanguinea de ratos tratados com farmacos, Oliveira e

colaboradores (Oliveira, Sasaki, Ceréncio, Baraina, & Krieger, 2009), compararam o
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efeito do tratamento com os farmacos enalapril (60mg/kg/dia) e losartan (20mg/kg/dia).
O enalapril pertence a classe dos inibidores da ACE, assim como o captopril. Nesse
estudo foram utilizados ratos sedentarios em compara¢ao com animais que apresentavam
hipertrofia ventricular esquerda, induzida por treinamento de natagdo. Assim como 0s
resultados apresentados nessa tese, embora tenham utilizado uma dose maior dos
farmacos, os pesquisadores ndo encontraram reducdo da pressdo sanguinea nos grupos
tratados em relacdo aos nao tratados.

Além disso, foi de nosso interesse avaliar as vias intrinseca e extrinseca da
coagulacdo, a fim de verificar se o tratamento com os farmacos altera de alguma forma
os fatores de coagulacdo. Sendo assim, o tempo de protrombina e de tromboplastina
parcial ativada (tabela 2) foram avaliados.

Com relacdo ao tempo de protrombina, foi possivel verificar que muito embora o
tratamento com os farmacos tenda a reduzir o tempo de protrombina, esses valores
continuam dentro da normalidade (10-15 segundos para humanos). O mesmo pode ser
visto em relacdo ao tempo de tromboplastina parcial ativada (Valores de referéncia: 30-
45 segundos para humanos).

Uma vez que as vias da cascata de coagulacdo aparentemente se encontram
inalteradas, avaliamos entdo a fun¢do das plaquetas. Ensaios de agregacdo plaquetdria
induzida por agonistas como trombina e ADP (figura 4.9) foram realizados.

Com relagdo a agregacdo plaquetdria, foi visto que quando estimuladas pelo
agonista trombina, ndo houve diferenca entre os grupos de animais deficientes em
MAGPI e selvagens, nem mesmo apds tratamento com losartan. Em contrapartida, o
tratamento com captopril reduziu a agregacdo plaquetdria dos animais deficientes em
MAGPI (figura 4.9). Quando estimuladas pelo agonista ADP foi possivel verificar que

os animais deficientes em MAGP]1 apresentam uma agregacao reduzida em relacdo aos
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animais selvagens e que o tratamento com losartan e captopril sdo capazes de resgatar
essa agregacao a valores proximos dos selvagens.

No ensaio de adesdo de plaquetas lavadas foi possivel verificar que as plaquetas
de ambos os grupos (selvagens e deficientes em MAGP1) aderem de forma semelhante.

Estudos relacionados a funcdo plaquetéria, onde o sistema renina-angiotensina foi
bloqueado, sdo bastante conflitantes. Inibidores da ACE podem diminuir (Islim, Bareford,
& Beevers, 2001), aumentar (Hernandez-Hernandez et al., 1999) ou nao ter influéncia
(Gupta et al., 2002; Remkové et al., 2008) em varios indicies de atividade plaquetdria,
bem como agregacao e adesdao. Da mesma forma, estudos com bloqueadores do receptor
AT1 podem diminuir fun¢do das plaquetas (Guerra-Cuesta et al., 1999; Levy et al., 2000;
Murad et al. 2012; Yamada et al., 2007) ou permanecer inalterada (Li-Saw-Hee et al.,
2001; Pathansali et al., 2001; Remkova et al., 2008). Além disso, Schwieler e
colaboradores (Schwieler et al., 2013) ndo encontraram nenhum efeito antiplaquetério
ap6s 8 semanas de tratamento com enalapril (inibidor da ACE) e losartan em humanos.

As plaquetas sdo células anucleares derivadas de megacariocitos maduros e sdo
responsdveis pela manutencdo da hemostasia. A hemostasia € descrita como a habilidade
de um vaso sanguineo injuriado em sanar o dano sofrido utilizando a agregacdo de
plaquetas e mobilizagdo de uma rede de fibrinogénio para selar o local da lesdo e evitar
hemorragia desnecessaria (Borissoff et al. 2011) .

Sabendo dessa importante funcdo que as plaquetas desempenham na formacao do
trombo, foi de nosso interesse avaliar a morfologia das plaquetas dos animais dos
diferentes grupos (figura 4.10). Mais uma vez, nao houve diferenca, apds andlise inicial,
na morfologia, forma ou contetido das plaquetas.

Uma vez que o losartan e o captopril sdo capazes de recuperar o tempo de

formacdo de trombo nos grupos estudados, foi de nosso interesse verificar se esses
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farmacos alteram, de alguma forma, o trombo. Para isso, foi realizada uma andlise
morfoldgica inicial dos trombos obtidos pelo ensaio de inducdo fotoquimica (figura4.11).

Nesse ensaio € possivel verificar a integridade da parede da cardtida e o trombo
propriamente dito. Aparentemente, os trombos dos diferentes grupos apresentam-se
semelhantes e a parede da cardtida ndo apresenta nenhum tipo de fragmentacdo ou
alteracdo.

Esses dados, somados aos dados da cascata de coagulacdo e ainda aos dados de
adesdo plaquetdria, sugerem que a capacidade de formar trombo dos animais deficientes
em MAGPI permanece inalterada. Entretanto, o fato de sofrerem embolizacdes repetidas
vezes conduz ao aumento do tempo de formacdo de trombo oclusivo, o que pode estar
relacionado a uma redugdo dos sitios de ligacdo do trombo com a parede do vaso
ocasionada pela deficiéncia em MAGP1.

Conforme descrito por Weinbaum et al. (2008), a MAGP1 assim como a fibrilina-
1 € capaz de se ligar ao TGF-f. Sendo assim, foi de nosso interesse verificar se o fato do
camundongo deficiente em MAGP1 necessitar de quase o dobro do tempo de um animal
selvagem para formar um trombo que leve a oclusdo da artéria carétida, somado ao fato
do losartan, um antagonista de TGF-B conseguir recuperar o tempo de formagdao do
trombo nesses animais, estd relacionado com uma hiperativacdo desse fator de
crescimento, conforme relatado na literatura para os sinais clinicos da sindrome de
Marfan.

Para isso, os niveis séricos de TGF-p, total e ativo, foram dosados utilizando um
kit de dosagem por ELISA, seguindo instru¢des do fabricante (figura 4.12 e 4.13
respectivamente).

Analisando os resultados obtidos € possivel verificar que, em relacdo aos niveis

séricos de TGF-J total (figura 4.12), ndo houve alteracdo nos grupos estudados. Em
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relacdo aos niveis séricos de TGF- ativo (figura 4.13) € possivel verificar que ha um
aumento no grupo dos animais deficientes em MAGP1. Entretanto, o tratamento com 0s
farmacos ndo reduz esses niveis no grupo citado. J4 no grupo dos animais selvagens, é
possivel verificar que o tratamento com os fairmacos, mais especificamente o captopril, é
capaz de reduzir os niveis desse fator de crescimento.

Os niveis aumentados de TGF-f ativo nos levou a investigar qual via de
sinalizacdo poderia estar envolvida. Sendo assim, através da zimografia in situ, foi
possivel verificarmos a atividade das gelatinases MMP-2 e -9 (figura 4.14 e 4.15). Uma
vez que o aumento da atividade dessas gelatinases tem sido relacionado a um aumento da
sinalizacdo de TGF-B (Xiong et al., 2012).

Conforme visto no ensaio de zimografia in situ, € possivel verificar a atividade
gelatinolitica (figura 4.14). E a partir da anélise semiquantitativa (figura 4.15), € possivel
avaliar o nivel de atividade dessas enzimas nos diferentes grupos estudados (Wang et al.,
2006). Dessa forma, verificamos que hd um aumento significativo da atividade dessas
gelatinases nos animais deficientes em MAGPI tratados com placebo, em relagao aos
animais selvagens e, que o tratamento com losartan é capaz de reduzir essa atividade.

O envolvimento da MMP-2 na ativagdo de TGF-f tem sido descrito em varios
tipos celulares in vitro (Wang et al., 2006). Em osteoclastos, LAP ¢é clivado por MMP-2
para liberar TGF-B1 ativo (Karsdal et al., 2002). Similarmente, MMP-2 ativa TGF-1 em
células de carcinoma mamario murino (Yu & Stamenkovic, 2000).

Conforme visto por Zhang e colaboradores (2013), as células musculares lisas
vasculares aumentam a expressao de MMP-9 sob estimulacido de TGF-f. Além disso, foi
verificado que o TGF-B1 sozinho ¢ capaz de induzir a producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) como parte de sua via de transducdo de sinal, o que sugere a participacao

de EROs no processo pelo qual TGF-B1 induz a expressao de MMP-9. Em adicao, foi
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visto que o TGF-B1 induz diretamente a expressao de MMP-9 via ativacdo de ERK1/2,
dependente de EROs e do fator de transcricdo NF-kB nas células musculares lisas
vasculares.

Similar ao descrito por Zhang e colaboradores (2013), Braga (2015) descreveu
para fibroblastos de derme deficientes em Fibrilina-1 (figura 4.16). Onde é possivel
verificar que a hiperativacdo de TGF-B pode ativar tanto a via candnica quanto nao
candnica, culminando no aumento da producdo de EROs e aumento da atividade das
gelatinases MMP-2 e -9. Além disso, foi visto que o tratamento dessas células com
losartan faz o caminho inverso inibindo ambas as vias de sinalizacdo e consequentemente

a atividade das gelatinases.

Fibroblastos de derme deficientes em Fibrilina-1

1TGF-B
Via de sinalizacio candnica TGE-B \X Via de sinalizacdo ndo candnica TGF-B
v i 4 ERK 1/2
4d
JNK-1 .
- ratamentocom
smad2 ‘/L/+ l Losartan

NFK-B
+ = Ativa
L - = Inativa
Espeues reatlvas de oxigénio (ROS)
\V-

Athldadede MMP-2 e MMP-9

A A

Degradacdo MAGP-1, Elastlna e Deposicdo MAGP-1, Elastina e Fibrilin-2
Fibrilin-2

Figura 4.16. Via de sinalizacdo envolvendo as vias candnica e ndo candnica do TGF-f3, NFk-B,
EROs e gelatinases.
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Dessa forma, Como a MAGP1 € uma proteina das microfibrilas e interage com
TGF-B, assim como a Fibrilina-1, as vias de sinalizagdo desse fator de crescimento

precisam ser estudadas mais detalhadamente nos animais deficientes em MAGPI1.
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Conclusao

A proteina MAGP1 mutada (MAGP1-VG1) continua interagindo com moléculas
importantes para formagdo do trombo, como visto para vVWF e FN.

A proteina MAGP1 mutada (MAGP1-VG1) ndo é capaz de resgatar o tempo de
formacdo de trombo em animais deficientes em MAGP1.

Tratamento com losartan 15mg/kg/dia, assim como o captopril 30mg/kg/dia sdo
capazes de resgatar o tempo de oclusdo dos animais deficientes em MAGP1 a
valores proximos dos animais selvagens;

Animais deficientes em MAGP1 sdo normotensos e o tratamento com os farmacos
Captopril e losartan nao alteram a pressdo arterial dos animais;

A deficiéncia em MAGPI1 ndo altera a integridade da parede da artéria cardtida
nem a morfologia das plaquetas;

Em relagdo a cascata de coagulacdo, animais deficientes em MAGP1 nao
apresentam qualquer tipo de alteracdo nas vias intrinseca nem extrinseca;

A capacidade de agregacdo induzida por ADP estd reduzida nos animais
deficientes em MAGPI e € recuperada pds tratamento com losartan e captopril.
Com relagdo aos niveis séricos de TGF-B1, animais deficientes em MAGP1
apresentam um aumento dos niveis do TGF-B1 ativo e o tratamento com losartan
e captopril ndo alteram esse estado. Ja os niveis de TGF-B1 total estdo inalterados
em ambos os grupos estudados;

A atividade de gelatinases estdo aumentadas nas aortas dos animais deficientes
em MAGPI e o tratamento com o losartan e captopril sdo capazes de reverter esse

quadro.
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