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“(...) Como chegar a outro chao, outros lugares,
conhecer novas paisagens, inteirar-se de novos cultivos,
deleitar-se com outras cores e formas de terras,
espelhar-se e moldar-se, se se recusa a ir?

Para longe ou perto, para proximo ou muito distante,
para onde se possa estiar a propria bandeira e dizer:

Neste territorio eu pisei.”

Fanny Abramovich
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Avaliacao da Funcao da MAGP-1 na Formacao de Neointima

RESUMO

As fibras elasticas sdo responsaveis por darem sustentagdo a tecidos, como artéria aorta,
pele, pulmao. Sao compostas por dois componentes distintos, elastina e microfibrila,
quando analisadas por microscopia eletronica. Anteriormente, os pesquisadores
acreditavam que a principal fun¢do da rede de microfibrila, composta principalmente de
fibrilinas e MAGPs, era na formagao das fibras elasticas. Mas, sabe-se hoje, que a rede de
microfibrila também ¢ essencial na sinalizagdo molecular. As MAGPs sdo proteinas
aparentemente importantes para a fungdo estrutural das microfibrilas e seu
desenvolvimento. Embora sua fun¢do bioldgica ainda ndo seja conhecida, muitos estudos
tém demonstrado sua interacdo com varias moléculas in vitro, como as fibrilinas 1 ¢ 2,
tropoelastina, biglican, decorina e coldgeno VI. At¢é o momento nenhuma patologia foi
relacionada a deficiéncia ou mutagdes no gene da MAGP1. Entretanto, dados preliminares
demonstram que camundongos deficientes em MAGP1, quando submetidos a angioplastia,
desenvolvem mais neointima quando comparados com animais selvagens. O procedimento
de angioplastia resulta muitas vezes no remodelamento vascular, levando a reestenose ou
formag¢dao de neointima. Muitos estudos tém relacionado o TGF-f com o processo de
reestenose apds angioplastia, justamente pelo fato desse fator de crescimento ser capaz de
modular o desenvolvimento ¢ remodelamento vascular. Levando em considera¢do dados
recentes que demonstram que a MAGP1 tem a capacidade de interagir com o TGF- ativo,
foi de nosso interesse tratar os camundongos deficientes em MAGP1 e selvagens com
losartan (antagonista de TGF-B) para verificar a funcdo da MAGP1 e a possivel
participagdo de TGF-f na formagdo de neointima. Os animais foram tratados com losartan
ou placebo por 4 semanas e entdo submetidos ao ensaio de angioplastia, afericdo da pressao
sanguinea e dosagem de TGF-B plasmatico. Observou-se que todos os animais sao
normotensos €, que o tratamento com losartan resultou em uma reducdo na formagdo de
neointima em comparacdo com os animais nao tratados e que ndo houve diferenca na
formacdo de neointima entre os animais deficientes em MAGP1 comparados com
selvagens. Nao houve alteracdo dos niveis de TGF-B total. Os dados sugerem que a
MAGP1 parece ndo ser importante no processo de formacdo de neointima e que o
tratamento com losartan ¢ eficaz na reducdo da formacdo da neointima, sem alterar a
pressdo sanguinea e os niveis de TGF-f.

Palavras-chave: Glicoproteina associada a microfibrila-1; TGF-fB; Losartan; Neointima.
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Evaluation of MAGP1’s Function in Neointima Formation

ABSTRACT

Elastic fibers are responsible for providing support to tissues such as aorta, skin and lung.
They are composed of two distinct components, elastin and microfibrils, when analyzed by
electron microscopy. Previously, researchers believed that the main function of the
microfibrils network, mainly composed of fibrilin and MAGPs, was the formation of the
elastic fiber. But, today, we know that the microfibril network is essential for molecular
signaling also. The MAGPs are proteins apparently important for the structural functions of
the microfibrils and development. Although its biological function is not known yet, many
studies have demonstrated its interaction with various molecules in vitro, such as fibrilin 1
and 2, tropoelastin, biglycan, decorin and type VI collagen. So far no pathology was related
to MAGPI1 deficiency or mutations. However, preliminary data show that MAGPI
deficient mice when assayed using angioplasty model they developed more neointima than
wild-type animals. The angioplasty procedure often results in vascular remodeling, leading
to restenosis. Many studies have shown that TGF-f is related to this process mainly
because this growth factor is able to modulate the development and vascular remodeling.
Take into account recent data showing that MAGP1 has the ability to interact with active
TGF-B, it was our interest to treat the MAGP1 deficient and wild-type mice with losartan
(antagonist of TGF-P) to verify the MAGP1 function and possible involvement of TGF-f in
the neointima formation. Mice were treated with losartan or placebo for 4 weeks and then
tested on angioplasty, blood pressure measurement and serum TGF-B. It was observed that
all animals are normotensive, and that losartan treatment resulted in a neointima reduction
compared with untreated animals. No difference in neointima formation was observed
between the MAGP1 deficient and wild-type mice. There was no change in total serum
TGF-B levels. Data suggest that MAGPI1, apparently is not important in neointima
formation and the losartan treatment is effective in reducing neointima formation without
affecting blood pressure and levels of TGF-f.

Keywords: Microfibril-associated glycoprotein-1; Transforming growth factor beta;
Losartan; Neointima.
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1. Introducio

As fibras elasticas sdo responsaveis por dar sustentacdo aos tecidos, como artéria
aorta, intestino, pele, dentre outros (Kielty et al., 2002). Elas sdo compostas por dois
componentes distintos, elastina e microfibrila, quando analisadas por microscopia
eletronica. A rede de microfibrila € a primeira a ser desenvolvida, em seguida, infiltrada por
tropoelastina, que origina a elastina, a qual resulta na fibra elastica madura (Fahrenbach et
al., 1996). Anteriormente, os pesquisadores acreditavam que a principal fun¢do dessa rede
de microfibrila — composta principalmente por duas glicoproteinas: fibrilinas e MAGPs
(Microfibril-Associated GlycoProtein) — era na formagao das fibras elasticas, onde ocorre a
deposicdo de tropoelastina por agdo das enzimas lisil oxidases, que promovem as reagdes
cruzadas (de “cross-linking”) entre estes monomeros, para formagdo do polimero insoluvel
e amorfo de elastina. Mas, sabe-se, hoje, que a rede de microfibrila ¢ essencial para
sinaliza¢do molecular.

As MAGPs sio proteinas aparentemente importantes para a fung¢do estrutural das
microfibrilas e seu desenvolvimento. Muito embora, a fungdo bioldégica da MAGPI1 nio
seja conhecida, muitos estudos bioquimicos tém demonstrado sua interacdo com varias
moléculas in vitro, dentre elas, fibrilinas 1 e 2, tropoelastina, biglican, decorina e colageno
tipo VI (Jensen et al., 2001; Finnis & Gibson, 1997; Werneck et al., 2004; Trask et al.,
2000). Até o momento, nenhuma patologia foi relacionada a deficiéncia ou mutagdes no
gene da MAGP1.

De acordo com dados da literatura, a MAGP1 desempenha um papel importante na
formagdo de microfibrilas durante a embriogénese e sua expressdo € critica para o

desenvolvimento vascular quando analisada em peixe zebra. Estas alteragdes vasculares



aparentemente estdo associadas com a diminui¢do da interagdo integrina/matriz extracelular
(Chen et al., 2006), evidenciando a importancia da MAGP1 como proteina capaz de mediar
a interagdo das células com o ambiente externo. Porém, em mamiferos essas alteragdes nio
estdo presentes, sendo que os camundongos deficientes em MAGP1 apresentam expectativa
de vida e prole normais, sugerindo que a MAGPI1, pelo menos no que se refere ao
desenvolvimento, ndo desempenha papel fundamental. Mas, pode ser importante na
homeostase dos tecidos em que faz parte (Werneck et al., 2008; Weinbaum et al., 2008).

Dados preliminares demonstraram que camundongos deficientes em MAGPI,
quando submetidos a um modelo de angioplastia, desenvolvem mais neointima quando
comparados com animais selvagens (79,9% e 52,7%, respectivamente). O procedimento de
angioplastia resulta, muitas vezes, na hiperplasia da intima e no remodelamento vascular.
Os mecanismos que passam a atuar sdo complexos e multifatoriais, onde ocorre a ativagdo
das células musculares lisas com sua alteracdo fenotipica, migragdo para a camada intima,
proliferagdo e producdo de matriz extracelular, que contribui para a reducdo do limen
arterial e limitacdo do fluxo sanguineo, levando a reestenose (Forrester et al. 1991; da Luz
& Solimene, 1997).

Muitos estudos tém relacionado o fator de crescimento transformante-p (TGF-
) com a reestenose apds angioplastia, justamente pelo fato desse fator de crescimento ser
capaz de modular o desenvolvimento e o remodelamento vascular (Ramirez & Dietz, 2007;
Yamamoto et al., 200).

Levando em consideragdo dados recentes que demonstram que a MAGPI tem a
capacidade de interagir com o TGF-f ativo, sugerindo que esta proteina poderia estar

envolvida na regulacdo da agdo deste fator de crescimento (Weinbaum et al., 2008), foi de



nosso interesse tratar os camundongos deficientes em MAGP1 e os selvagens com o
farmaco losartan (inibidor de receptor AT1 de angiotensina II), que resulta em diminuig¢do
nos niveis de TGF-B, a fim de comparar se a inibi¢do do receptor AT1, provocada pelo
losartan, pode mediar a inibi¢do da resposta excessiva do TGF-, a qual desencadeia um

aumento na neointima apo6s a cirurgia de angioplastia.
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2. Revisao da Literatura

2.1.Fibras elasticas

As fibras elasticas sdo importantes componentes da matriz extracelular de estruturas
ou 6rgdos que sdo submetidos a constante estresse mecanico, tais como pulmao, pele e
grandes vasos. Por meio da analise ultra-estrutural, é possivel identificar dois componentes
bem distintos: uma rede de microfibrilas com didmetro de aproximadamente 12nm
entremeada por uma substancia mais elétron-densa e amorfa formada pela elastina (figura
2.1). As microfibrilas sdo constituidas por varios componentes dos quais se destacam as
fibrilinas, que sd@o os componentes majoritarios, e outras moléculas como as MAGPs
(“Microfibril-Associated GlycoProtein™), fibulinas, entre outras (Kielty et al., 2005; Kielty
etal.,2002).

Andlise ultra-estrutural revela que as microfibrilas t€ém aparéncia semelhante a um
“colar de contas”. Uma das principais fung¢des das microfibrilas € participar na formagao
das fibras elasticas. Durante o desenvolvimento, a rede de microfibrila funciona como um
molde para a deposicdo apropriada de tropoelastina, para a posterior agdo das enzimas lisil
oxidases, promovendo as reagdes de “cross-linking” entre estes mondmeros, formando,
entdo, o polimero insoluvel e amorfo de elastina. As fungdes especificas de cada um dos
componentes na formag¢do das microfibrilas e das fibras eldsticas ainda ndo sdo totalmente
conhecidas. Mutagdes no gene da fibrilina 1 estdo relacionadas com a Sindrome de Marfan
e resulta em anormalidades no esqueleto 6sseo e na formagdo das paredes dos vasos
sanguineos, que ficam sujeitos a ocorréncia de aneurismas e rupturas (Reinhardt et al.,

1996). Mutacdes no gene da fibrilina 2 leva a aracnodactilia contratural congénita, uma



doenga autossomica de carater dominante, que apresenta algumas caracteristicas em
comum com a Sindrome de Marfan (Lee ef al., 1991; Gupta et al., 2002). Fibrilina-3 € o
mais novo membro desta familia de glicoproteinas e até o momento, nenhuma patologia foi

caracterizada como estando associada a esta molécula.

Figura 2.1. Eletromicrografia de tecido rico em fibra elastica (aorta) em desenvolvimento. A —
Visdo geral do tecido rico em fibra eldstica. B e C — Presenca de uma regifo mais eletrodensa, a
elastina, e a rede de microfibrila. B — Corte longitudinal e C — Corte transversal (Davis, 1994).

2.2. MAGPs

As MAGPs formam outro grupo de proteinas aparentemente importante para a
funcdo estrutural das microfibrilas e seu desenvolvimento, muito embora, atualmente,
saiba-se da ocorréncia de isoformas intracelulares que podem desempenhar importante
funcdo na sinaliza¢do celular. Os dois membros da familia das MAGPs, MAGP1 e 2,
apresentam como principal caracteristica, uma seqiiéncia de 60 aminoacidos na regido C-

terminal que foi identificada como sendo o dominio de ligagdo com a matriz extracelular



(Segade et al., 2002). Ao contrario das fibrilinas, que sdo glicoproteinas de alta massa
molecular, as MAGPs apresentam baixa massa molecular (aproximadamente 20 kDa).

MAGPI1, que € o principal foco deste estudo, possui dois dominios distintos: a
regido N-terminal, com caracteristicas acidas, € rica em prolina e contém um segmento rico
em residuos de glutamina, e a regido C-terminal, que apresenta todos os 13 residuos de
cisteina presentes na molécula e carga liquida total positiva, em pH fisioldgico. Esta regido
¢ muito importante na determinacdo da estrutura terciaria e na intera¢do da proteina com
outras moléculas presentes nas fibras elasticas, através da formacdo de pontes bissulfeto
(Prosser et al., 1984).

Embora o significado biolégico ndo seja conhecido, muitos estudos bioquimicos
tém demonstrado que a MAGP1 interage com varias moléculas in vitro, dentre elas,
fibrilinas 1 e 2, tropoelastina, biglican, decorina e colageno tipo VI (Jensen et al., 2001,
Finnis & Gibson, 1997; Werneck et al., 2004; trask et al., 2000). At¢ o momento, nenhuma
patologia foi relacionada a deficiéncia ou mutagdes no gene da MAGPI. Estudos
comparativos das seqiiéncias 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 e 96% se considerada a regido C-
terminal da proteina de mamifero comparada a do peixe zebra). Nenhum gene homoélogo a
MAGP1 foi encontrado em banco de dados de levedura, mosca ou vermes, sugerindo que
MAGP1 ¢ um gene relativamente novo na escala evolutiva. Na verdade, o aparecimento da
MAGP1 coincide com o aparecimento do gene da elastina (Segade et al., 2002; Sage &
Gray, 1981), sugerindo que estas proteinas estdo relacionadas.

Estudos com o peixe zebra mostraram que MAGP1 desempenha um papel

importante na formacdo de microfibrilas durante a embriogénese e que a expressdo de



MAGP1 ¢ critica para o desenvolvimento vascular. Alteragcdes vasculares estdo associadas
com a diminuicdo da interacdo integrina/matriz extracelular (Chen et al, 2006),
evidenciando a importancia da MAGP1 como proteina capaz de mediar a interagdo das
células com o ambiente externo.

Para o entendimento da funcdo da MAGPI, foram desenvolvidos animais com
mutagdo no gene da MAGP, cuja estratégia foi a substituicdo dos éxons 3 a 6 pelo cassete
que confere resisténcia a neomicina (neo) (figura 2.2). Esta modificacdo resultou em
animais denominados deficientes em MAGP1 que apresentam um aumento de peso e de

tecido adiposo, mas ndo possuem nenhuma patologia, sdo animais saudaveis (Weinbaum et

al., 2008).
A | Pobe 5 3456 789 X
— } I L L
MAGP  MAGP
X 1 3 X 789 X
— ; 1 KO
NeoJF

Figura 2.2. Esquema da delecdo da MAGP1. WT: animal selvagem; KO: deficiente em MAGP1
(Weinbaum et al., 2008).

Recentemente, dados obtidos por nosso grupo sugerem a importancia desta
molécula na formagdo de trombos na artéria cardtida de camundongos. Utilizando o modelo
fotoquimico de inducdo de trombos em camundongos selvagens e deficientes em MAGPI,
estes ultimos necessitaram de quase o dobro do tempo para formar um trombo que levasse a
oclusdo do vaso em estudo (57 min e 99 min, respectivamente). Os dados mostram que a
MAGPI interage com importantes moléculas do processo de formacgdo do trombo como o
Fator de von Willebrand e Fibrinogénio (Werneck et al., 2008).

Weinbaum e colaboradores (2008) avaliaram a importancia bioldégica da MAGP1

utilizando os camundongos deficientes em MAGPI. Foi observado, que muito embora os



tecidos elasticos ricos em microfibrilas fossem normais e funcionais, quando em
background genético misto, anormalidades Osseas, comprometimento do sistema
cardiovascular, alteragcdes no metabolismo energético e problemas de cicatrizagdo estavam
presentes. Fenotipos associados com mutagdes nas proteinas microfibrilares tém sido
atribuidos a uma inabilidade de a proteina mutada ligar-se e seqiiestrar fatores de
crescimento, particularmente membros da familia TGF-f (Fator de crescimento
transformante ). Neste trabalho foi visto que essa proteina pode se ligar as formas ativas
de BMP-7 (proteina morfogénica do osso) e de TGF-B, sugerindo que as alteragdes

encontradas poderiam estar relacionadas a estes fatores de crescimento.

2.3. Importancia da matriz extracelular

Ha algum tempo, muitos pesquisadores tem demonstrado a importancia de
moléculas da matriz extracelular (EMC) ndo s6 como parte de um arcaboucgo estrutural,
mas também na determinacdo do destino das células circunvizinhas através da regulagdo da
acdo de fatores que influenciam os mais diferentes processos celulares, desde a
diferenciagdo até a proliferacdo. Com as moléculas que compdem as microfibrilas ndo tem
sido diferente. Por exemplo, pacientes portadores da Sindrome de Marfan apresentam
mutagdes no gene da fibrilina-1. Esta doenca se caracteriza por um grande
comprometimento do desenvolvimento do esqueleto 6sseo, dos pulmdes e na formagéo dos
grandes vasos como a artéria aorta. Dados recentes da literatura demonstram que estas
anomalias estdo relacionadas a uma desregulagdo da atividade do TGF-f devido a
diminui¢do de Fibrilina-1 na matriz extracelular. O tratamento com Losartan, anti-

hipertensivo que atua como um bloqueador do receptor AT1 de angiotensina II (Angll), que
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dentre outras atividades, diminui a expressdo de TGF-f3, leva a reversdo dos sinais clinicos

caracteristicos de Marfan em camundongos transgénicos (Habashi ef al., 2006).

2.4. TGF-p

O TGF-P, constituido por uma grande familia de proteinas, estd presente sob trés
isoformas — TGFB-1, TGFB-2 e TGFB-3 (ten Dijke & Arthur, 2007). Ele promove
diferentes respostas biologicas ligando-se a um par de receptores de membranas dos tipos I
e II, que juntos ativam uma sinalizacdo intracelular mediada pelas proteinas SMADs, que,
uma vez fosforiladas, sdo levadas ao ntcleo, onde ativam ou reprimem a transcri¢do de
diferentes genes alvos (Massague & Gomis, 2006; Feng & Derynck, 2005). Esse fator,
além de envolver-se em diferentes respostas biologicas, como no controle da proliferacdo e
da diferenciacdo celular, desempenha papel importante durante a hematopoiese e a
organogénese do coragdo, rim, osso, figado, trato gastrointestinal e vascular. Promove
ainda inibi¢do da proliferacdo de células do tecido conjuntivo, diminui¢do da degradacdo
do colageno e mantém a homeostasia no adulto, com fun¢des autocrina, pardcrina e, em
alguns casos, endocrina. O desbalanceamento do TGF-f estad relacionado a muitas
patologias, dentre elas cancer, fibrose, doenga auto-imune e vascular (Zeisberg et al., 2003;
ten Dijke & Arthur, 2007).

A superfamilia TGF-B é composta por varias citocinas multifuncionais, incluindo
TGF-B, BMPs, ativinas, inibinas e micostatina. Eles participam de uma gama de processos
que incluem, dentre outras, diferencia¢do tecidual durante o desenvolvimento através da
regulagdo da fungdo de células imunes e mesenquimais (Bobik, 2006). TGF-3 e BMPs tém

sido implicados em desordens vasculares, tais como aterosclerose, hipertensdo pulmonar e
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re-estenose apds angioplastia (figura 2.3). TGF-f 2 e 3 e BMP-4, 5, 6 e 7 sdo expressos por
células na parede dos vasos e sdo capazes de modular o desenvolvimento e remodelamento
vascular por alterarem a diferenciagdo, proliferacdo, migra¢do, producdo de matriz
extracelular e atividade das células imunes (Ramirez & Dietz, 2007; Yamamoto et al.,
2000).

Uma via de modulacdo do TGF-B ocorre pelo vasoconstritor angiotensina II, indutor
da expressdo de trombospondina 1, um potente ativador de TGF-B (Murphy-Ullrich &
Poczatek, 2000). Na parede dos vasos, a sinalizacdo via AT1 estimula a proliferacdo de
VSMC:s e fibrose da parede vascular. Estudos demonstram a utilizacdo do fArmaco losartan
como antagonista de TGF-f, devido a um bloqueio no receptor AT1 de Angll e diminuindo
os niveis de TGF-fB. O Losartan € atualmente utilizado no tratamento clinico da hipertensado
e prevencdo de Acidente Vascular encefalico em adultos e criangas (Habashi ef al., 2006).

O excesso de sinalizagdo de TGF- na parede da aorta de pacientes com sindromes
de aneurisma aodrtico, incluindo a sindrome Loyes-Dietz (causada por mutagdo em TGF
BR1 ou TGF BR2) e sindrome da tortuosidade arterial (causada por mutagdes em
GLUTI10) sugere que Losartan pode ser de grande relevancia no tratamento das

vasculopatias humanas (Habashi et al., 2006).
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Figura 2.3. Participagdo de TGF-B em doengas. TGF-f participa de varias doengas humanas,

incluindo cancer, doencas autoimune, bem como doengas cardiovasculares (Ruiz-Ortega et al.,
2007).

2.5. SMADs

A agdo do TGF-B se inicia com a ligacdo a uma combinagdo de receptores de
membrana especificos dos tipos I e II com atividade serina-treonina quinase. TGF-f liga-se
ao seu receptor tipo II especifico, TbRII, o qual fosforila e ativa o receptor tipo I, TbRI. O
receptor tipo I propaga a sinalizagdo por meio da ativacdo e fosforilagdo de proteinas
citoplasmaticas da familia de SMADs, conhecidas como receptor-regulated SMADs (R-
SMADs), SMAD2 e SMAD3. A fosforilagdo de R-SMADs permite a sua interagdo com
common-mediator SMAD (co-SMAD), SMAD4, formando um complexo capaz de atingir
o nucleo, onde irdo modular a transcri¢do de genes-alvos (figura 2.4) (Massague, 1998). A

sinalizacdo SMAD ¢ atenuada por SMAD7, uma SMAD inibitéria (I-Smad) que previne a
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fosforilagdo de R-SMAD e interfere na formag¢do do complexo R-SMAD com Co-SMAD
(Heldin et al., 1997). BMP, outro membro da superfamilia de TGF-B, é bem conhecido
pelos seus efeitos na formagdo 6ssea. De modo similar a sinalizagdo de TGF-f e ativina,
BMP atua através de seus receptores especificos e induz sinalizagdo intracelular via R-
SMADs, SMADI, SMADS e SMADS, as quais se associam a co-SMAD, SMADA4. Esse
complexo se move ao nicleo para modular a transcri¢do de genes-alvos de BMP. SMADG6 é
a SMAD inibitéria para sinalizagio de BMP. Assim, SMAD4 além de participar da
sinalizacdo TGF-B, ¢ uma mediadora comum para outros membros da superfamilia de
TGF-B. Por outro lado, SMAD2 e SMAD3 sdo exclusivas da sinalizagdo de TGF-f
(Massague, 1998).

Vale ressaltar que a ativagdo de TGF-f e das SMADs pode ser efetuada de forma
independente pela angitensina II, ou seja, as SMADs podem ser ativadas sem que ocorra a

sinalizacdo de TGF-f (Ruiz-Ortega et al., 2007).
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Figura 2.4. Transdugfo da sinalizacdo de TGF-} pelas SMADs (Ruiz-Ortega et al., 2007).

2.6. Doenca cardiovascular

As doengas cardiovasculares exercem um papel preponderante na morbimortalidade
mundial. No Brasil, constituem-se na principal causa de mortalidade e tém impacto
relevante na carga de doenca total do pais. Por outro lado, trata-se de uma area com grande
disponibilidade de ensaios clinicos e experimentacdo animal, na qual tem havido,
internacionalmente, grandes esfor¢os para o desenvolvimento de diretrizes baseadas em
evidéncia cientifica (Leite et al. 2007; Oliveira et al., 2006).

Em fungdo da grande incidéncia de doencgas cardiovasculares, estudos relacionados
ao uso de stents intracoronarios tem aumentado, principalmente associados ao tratamento

da aterosclerose. Em muitos casos, a hiperplasia de células musculares lisas vasculares
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(VSMC) e deposi¢do de matriz extracelular, levam a forma¢do de neointima, o que pode
levar a reestenose do vaso em questdo, constituindo assim, um grande problema apos este
procedimento (Yao et al., 2009). Alguns estudos tém indicado que TGF-B1 desempenha um
papel importante na patogénese da reestenose, por ser um grande indutor da sintese de
proteinas de matriz (Bobik, 2006; Yao ef al., 2009;Ruiz-Ortega et al., 2007).

Estudando a apoptose celular vascular apds uma lesdo, Pollman e colaboradores
relataram um efeito bifuncional modulador do TGF-B1, onde essa citocina induz a morte de
células endoteliais e previne a morte de VSMC. A superexpressdo transitoria de TGF-B1
induz o crescimento da lesdo vascular seguido por apoptose de células vasculares durante a

retirada de TGF-B1 e regressdo da lesdo (Pollman et al., 1999).

2.7. Angioplastia

A angioplastia €, na atualidade, um dos métodos mais importantes para o tratamento
das lesdes obstrutivas coronarias. O procedimento usa um cateter com um baldo minusculo
no interior das artérias corondrias obstruidas, para dilata-las e restaurar o fluxo de sangue
sem necessidade de cirurgia de pontes de safena. Mas logo se descobriu que as artérias se
obstruiam novamente, em até metade dos pacientes dentro de seis meses apds o
procedimento. Sendo assim, os médicos comegaram a introduzir bobinas minudsculas de fio
metalico chamado stents, para manter as artérias abertas, como se fosse um arcabougo de
sustentagdo (da Luz & Solimene, 1997).

Mas, a reoclusdo dos vasos - ou reestenose - ocorre em aproximadamente 20% dos
pacientes submetidos a este tipo de procedimento. Esta reestenose é causada por processos

fisiologicos, que levam ao crescimento de células em direcdo a luz do vaso, e ¢ o maior
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fator limitante da técnica de revasculariza¢do corondria percutanea, por cateterismo (da Luz
& Solimene, 1997).

No que se refere ao modelo de angioplastia em ratos wistar, Yao e colaboradores
(2009), pesquisaram o uso de um PI poliamida (Pyrrole-imidazole polyamide) contra TGF-
B1. Os pesquisadores verificaram que as VSMC da intima apresentaram um fenotipo
sintético, ap6s indug¢do por PDGF (Platelet-derived growth factor), produzindo niveis
elevados de varias citocinas e fatores de crescimento incluindo TGF-B, que estdo
envolvidos na formagdo neointima. Portanto, TGF-B1 induz forma¢do de neointima por
estimulagdo da proliferacido de VSMC da camada intima e, pela deposi¢do de matriz
extracelular, assim suprimindo a endotelizagdo apds uso de Stents. Sendo assim, esses
pesquisadores utilizaram o PI poliamida como inibidor do RNAm para TGF-B1 na artéria
cardtida dos ratos, apds injdria, e como resultado a esse tratamento, obtiveram uma rapida

regeneragdo de células endoteliais, contribuindo para supressdo da hiperplasia da intima.

2.8. Reestenose

No processo da reestenose existe uma seqiiéncia de eventos celulares, que podem
ser divididos em trés fases, embora essas fases possam ndo ser completamente
individualizadas (Forrester et al. 1991). Na fase 1, a lesdo vascular causa denudagio
endotelial, rompimento da neointima, ruptura da lamina elastica interna, lesdo das células
musculares lisas da camada média e fratura e compressdo da placa. Pela progressdo do
estiramento, pode ocorrer dissec¢do da camada média e dilatagdo da média e adventicia. Ha
interagdo de plaquetas e trombina com a parede lesada e liberacdo de substancias

vasoativas, tais como tromboxano e serotonina; sdo liberados, também, fatores de



17

crescimento derivados de plaquetas (PDGF — Platelet-Derived Growth Factor), fator de
crescimento epidérmico (EGF — Epidermal Growth Factor), fator de crescimento
fibroblastico (FGF — Fibroblast growth Factor) e TGF-f. Na fase 2, ha ativagdo e replicagdo
das células musculares lisas e sua migracdo da camada média para a intima. Na fase 3,
ocorre auto-replicacdo das células musculares lisas agora presentes na camada interna.
Essas células sofrem uma mudanga fenotipica: passam de células contrateis para células
sintéticas. Quando elas perdem a capacidade de se replicar, passam a produzir
proteoglicanos, sulfato de condroitina, dermatan-sulfato e heparan-sulfato, e ha a
modula¢do da matriz extracelular e remodelamento do vaso. Acontece formacdo de
colageno oriundo de fibroblastos e células musculares lisas, e de fibras de elastina. A fase 1
dura de minutos a horas, e a fase 2 pode demorar dias ou semanas; a neointima se
desenvolve de 30 a 60 dias apds a lesdo e pode continuar a crescer durante meses. A
remodelagdo do vaso depende da modulacdo da matriz; na fase 3, ocorre a reendotelizacio
do vaso lesado. A magnitude da neointima pode atingir valores considerdveis quando
comparada a espessura da camada média arterial. De uma estrutura praticamente linear
situada logo abaixo do endotélio, a regido da intima pode atingir 4-5 vezes a espessura da
camada muscular lisa, como demonstrado em coelhos normais submetidos a angioplastia
(Janiszewski et al., 1996).

A figura 2.5 apresenta um corte transversal de uma artéria, onde ¢ possivel
identificar suas camadas intima (que ¢ lesionada durante angioplastia), média e adventicia,

assim como as laminas elasticas interna e externas (Kielty ez al., 2007).
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Figura 2.5. Corte transversal de uma artéria. Sdo mostradas as camadas intima, média e adventicia,
lamina elastica interna (IEL), lamina elastica externa (EEL) e, na parte inferior, uma micrografia
elétrica de transmissdo da parede arterial. EC — Célula endotelial; SMC — Célula muscular lisa
(Kielty et al., 2007).

O mecanismo exato do remodelamento apos a angioplastia ndo estd determinado,
frequentemente ocorre a dissec¢do arterial que se estende pelas camadas da média e da
intima; admite-se que a dissec¢do possa enfraquecer segmentos da parede do vaso e causar
sua dilatagdo, como resposta ao estiramento resultante do crescimento da intima; por outro
lado, a resposta inflamatoria a lesdo pelo baldo poderia iniciar o remodelamento por meio
da liberacdo de enzimas proteoliticas (Currier et al., 1995). O papel do remodelamento
arterial apos arterectomia ou implante de stents ndo estd determinado. Na grande maioria
dos estudos, cujo objetivo foi a prevengdo da reestenose apds a angioplastia, foram
direcionados apenas a prevencdo da hiperplasia neointimal ou processos trombdticos ou
espasmo, € ndo procuraram intervir no processo de remodelamento. Talvez essa seja a
principal explicagdo para o fato de todas as intervengdes farmacoldgicas realizadas até o

momento nio terem sido bem sucedidas.
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Vale ressaltar que dados preliminares em nosso laboratério mostram que
camundongos deficientes em MAGP1, apresentam uma maior formac¢do de neointima (re-

estenose) no vaso apds o procedimento de angioplastia.

2.9. Farmaco — losartan

O farmaco losartan ¢ um inibidor do receptor AT1 de angiotensina II (ver figura
2.6). Seu efeito resulta em vasodilatagdo e diminuicdo na produgdo de aldosterona pelas
glandulas supra-renais, que leva a ndo retencdo de sddio e agua.

Em relacdo aos seus efeitos, estudos com portadores da sindrome de Marfan, os
quais apresentam desordem no tecido conjuntivo e frequentemente, anomalias nas
estruturas esquelética, pulmonar, cardiaca, ocular, vasos sanguineos entre outras, sio
tratados com o farmaco losartan, o qual melhora significativamente a redug¢do no
desenvolvimento do aneurisma, devido a um bloqueio no receptor (AT1) de angiotensina II
e diminui os niveis de TGF-B (Robinson et al., 2006). Adicionalmente, o trabalho de
Habashi et al. (2006) demonstrou uma melhora na arquitetura das fibras elésticas, quando
trataram camundongos transgénicos que apresentavam sinais clinicos de sindrome de
Marfan, com anticorpo anti-TGF-$ e, conforme aumentaram as doses de anticorpo, a
melhora foi mais significativa. Nesse mesmo trabalho, foram também tratados animais com
os farmacos propanolol e losartan, em que pdde ser verificado uma melhora significativa

nas estruturas das fibras elasticas quando este ultimo foi utilizado.
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3. Objetivo

3.1.0bjetivo geral

O objetivo geral deste projeto foi avaliar a fun¢gdo da MAGP1 no processo de

formagdo de neointima em camundongos.

3.2.0bjetivos especificos

3.2.1. Verificar a formag¢do de neointima em camundongos selvagens e deficientes em

MAGPI através de um modelo de angioplastia.

3.2.2. Verificar se o tratamento com losartan altera a formagdo de neointima em

camundongos selvagens e deficientes em MAGP1.

3.2.3. Quantificar TGF-f no plasma dos animais selvagens e deficientes em MAGP1
tratados e ndo tratados com losartan, bem como sua atividade nas amostras de vasos

(neointima) obtidas a partir da cirurgia.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

O anestésico cloreto de ketamina foi adquirido da Agener Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, SP, e cloreto de xilazina da Vetbrands Saide
Animal, Paulinia, SP. O farmaco Losartan foi obtido da Biolab Sanus Farmaceutical
LTDA, Sao Paulo. Os demais reagentes foram produtos analiticos de uso corrente

adquiridos no comércio local.

4.2. Animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos selvagens da
linhagem C57BL6 provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas, SP. J& os camundongos deficientes em
MAGP1™ foram cedidos pelo Dr Robert P. Mecham, Washington University School of
Medicine (WUSW), EUA. Os camundongos foram mantidos em temperatura de 22 + 1°C
em ciclo de claro e escuro de 12h, com livre acesso a dgua e ragdo. Os protocolos
experimentais utilizados com os animais foram previamente submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Experimenta¢do Animal (CEEA/IB/UNICAMP) protocolo niimero

1823-1. Além disso, para os roedores, foi utilizada dieta padrdo (Nuvilab CR1®).

4.3. Tratamento com farmaco

Os animais foram tratados por quatro semanas com o farmaco losartan

(15mg/kg/dia) ou placebo (dgua), via gavagem (introdugdo oral do medicamento) didria.
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4.4. Afericio da pressdo sanguinea por pletismografia

Grupos de quatro animais (23-25g) foram dispostos em uma plataforma aquecida a
37°C com quatro canais, em seguida suas caudas foram colocadas em um manguito, a fim
de obstruir o fluxo sanguineo, e imobilizado com fita adesiva. O fluxo sanguineo foi
avaliado fotoeletricamente através da amplitude de onda gerada quando ocorre a deflagdo
do manguito. Foram realizadas 10 medigdes preliminares, para determinar o padrdo de
estabilidade, e outras 25 medigdes, com intervalo de 25 segundos entre cada aferi¢do. Essas
medi¢des foram realizadas durante uma semana utilizando um total de seis animais para
cada grupo de tratamento, sendo que os dois primeiros dias da semana foram considerados
periodo de adaptacdo dos animais. O pletismdgrafago esta ligado a um computador onde
foram registrados dados como: Pressdo sanguinea Sistolica, Diastolica, Pulsa¢do cardiaca e

a Pressdo sanguinea Média (Krege ef al., 1995). Abaixo, na figura 4.1, estd demonstrado o

aparelho de plestismografia utilizado para aferi¢do da pressdo sanguinea.

Figura 4.1. Imagem do aparelho de pletismografia. A) plataforma de controle e em cima o notebook
com o software para aferi¢do da pressdo sanguinea e B) plataforma aquecida onde os camundongos
ficam posicionados com o esfignomandmetro preso na base caudal.
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4.5. Angioplastia

Foram utilizados camundongos selvagens e deficientes em MAGPI, tratados ou ndo
com losartan, com peso entre 23-25g anestesiados com 16 mg/kg de xilazina e 100 mg/kg
de ketamina. Foi utilizado um » de 18 animais para cada grupo. As artérias cardtidas
esquerda comum e interna foram firmadas com um grampo para a interrup¢do do fluxo
sanguineo e uma sonda metalica de 0,63 mm de didmetro foi introduzida na artéria cardtida
comum por meio da artéria carotida externa (esse procedimento foi repetido 3x).
Esta sonda provoca uma dilatagdo do vaso de aproximadamente 2,5x do seu tamanho,
que resulta em lesdo endotelial. A sonda foi retirada e a cardtida externa
ligada nos dois lados da arteriotomia, os grampos foram removidos e a pele suturada com
fio de Acido Poliglicélico 6.0 cor violeta (PGA-6015, Techsuture), conforme demonstrado
na figura 4.2. Em seguida, os camundongos ficaram em recuperacdo por 4 dias e, logo apds

foram novamente tratados com losartan 15mg por 21 dias ou placebo (Vicente et al., 2007).

Figura 4.2. Imagem da cirurgia de angioplastia. A- Isolamento da artéria cardtida esquerda e
interrupg¢do do fluxo sanguineo através de um clamp colocado na artéria cardtida comum e interna;
B- Inserc¢éo da sonda e C- Arteriotomia.

4.6. Analise dos Cortes Histologicos

Apds 21 dias da cirurgia, os camundongos foram anestesiados com 16 mg/kg de

xilazina e 100 mg/kg de ketamina e, em seguida, foi realizada uma incisdo no atrio direito.
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Logo, no ventriculo esquerdo foi posicionado um cateter e perfundido com soro fisiolégico
por 5 minutos a uma pressdo constante de 100 mmHg. A artéria carotida foi coletada e
embebida em O.C.T. (Tissue-Tek Optimal Cutting temperature Compound).
Posteriormente, foram feitos cortes de 8-um a partir do segmento lesionado, por meio de
um micrétomo (Microm HMS505E) e corado com hematoxilina e eosina. Foram montadas
25 laminas com 5 cortes em cada lamina. As imagens foram feitas em microscopio com
lente ocular 10x e objetiva 40x (Axio Observer.Z1, Zeiss) e fotografadas com camera
digital (AxioCam MRC). A area do corte transversal da lamina eldstica externa e lamina
elastica interna foi determinada por meio do software AxioVision Rel.4.8. A area da intima
foi calculada por subtracdo da area do lumen, a partir da area total englobada pela lamina
elastica interna. A drea da média foi calculada por subtracdo da area englobada pela lamina
elastica interna, a partir da lamina eldstica externa, como representado na figura 4.3

(Vicente et al., 2007).
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Figura 4.3. Corte transversal da artéria carétida comum esquerda de um animal deficiente em
MAGPI1 tratado com placebo, corado com Hematoxilina e Eosina. LEE — Lamina elastica externa;
LEI — Lamina elastica interna; N — Area de formacdo de neointima; L — Lumen do vaso

4.7. Quantificacao de TGF-$ no plasma por ELISA

Apds quatro semanas de tratamento, os animais selvagens e deficientes em MAGPI
tratados com losartan ou placebo foram anestesiados com os cloretos de ketamina e xilazina
e logo apos foi retirado o sangue pela veia cava inferior, utilizando como anticoagulante o
EDTA a uma concentragdo de 10%. O sangue foi mantido em gelo por um tempo maximo
de 30minutos. Logo apos, foi submetido a centrifugagdo de 1000xg por 20 minutos, o
plasma foi entdo transferido para um novo tubo e submetido a uma centrifugagdo de

10000xg por 10 minutos, apds a segunda centrifuga¢io o plasma foi congelado a -20°C.



29

A analise foi realizada a partir do kit ELISA (R&D Systems, Minneapolis-USA)
seguindo as instru¢des do fabricante. Onde, 40ul do plasma em questdo foi ativado com 10
pl de 1IN HCL por 10 minutos e posteriormente foi neutralizado com 8ul da solucdo de
1,2N NaOH/0,5M HEPES, e em seguida, diluido em diluente de calibragdo na concentracio
de 1:60.

Na placa de ELISA, sensibilizada com anticorpo primario, foi adicionado 50ul do
diluente RD1-73 e 50ul do padrio, controle ou amostra ativada, em cada pogo. A placa foi
coberta e incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Apds a incubagdo, a placa foi
lavada com auxilio de um lavador de placas (Multiwash II, Tricontinent scientific - USA)
com tampdo de lavagem por 4 vezes, e 100ul do TGF-P conjugado foi adicionado a cada
pogo e novamente incubada por 2 horas e, em seguida, lavada por 4 vezes com tampao de
lavagem. Foi adicionado 100ul de tampado de lavagem e a placa foi protegida da luz e
incubada por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado solucdo Stop em cada pogo. A leitura
foi realizada em um leitor de ELISA (Synergy 2, Biotek, Winooski - USA) a um

comprimento de onda de 450nm (com correc¢do fixada em 540nm ou 570nm).

4.8. Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média + DP. As diferengas entre médias foram
analisadas pelo teste Anova e Tukey, por meio do programa Prisma 5.0, como critério de

significancia p<0.05.
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5. Resultados

Como descrito em materiais ¢ métodos, os animais foram submetidos a angioplastia
e apds 21 dias de tratamento os animais foram novamente anestesiados e perfundidos com
soro fisiologico (conforme materiais e metddos). As artérias cardtidas esquerda e direita
(controle) foram coletadas e preparadas para o corte histoldgico. Os cortes foram corados
com hematoxilina e eosina, onde pode-se ver o nicleo das células musculares lisas e as
laminas elasticas do tecido estudado.

A figura 5.1 mostra as imagens das carotidas, esquerda e direita de animais
selvagens (MAGP1"") e deficientes em MAGP1 (MAGP17) tratados com losartan ou
placebo. E possivel identificar a lamina elastica interna (LEI), lamina elastica externa
(LEE), o limen do vaso (circundado pela LEI), a 4area de formagdo de neointima (células
musculares lisas que proliferaram em dire¢do ao limen do vaso), e a area da camada média
(entre as LEE e LEI). A partir das imagens das car6tidas dos animais foi possivel analisar a
formagdo de neointima e a eficacia do tratamento com losartan.

Os cortes foram analisados por meio do software AxioVison Rel.4.8. onde a
porcentagem de neointima (figura 5.2) foi dada pela area de formacdo de neointima em
relagdo ao limen do vaso (4rea delimitada pela lamina eldstica interna). Na figura 5.3 foi

analisado a area real da formagdo de neointima.
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MAGP ** + Placebo MAGP**+ LOS 15mg MAGP - + Placebo MAGP -+ LOS 15mg

Figura 5.1. Corte histologico da artéria cardtida esquerda (E, F, G e H) e direita (A, B, C e D) de
animais selvagens e deficientes em MAGP1 em coloragdo hematoxilina e eosina, ambos 0s grupos
foram tratados com losartan ou placebo. LEE corresponde a lamina elastica externa e LEI ldmina

elastica interna. Aumento de 200x. n=125 cortes por animal por grupo.
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Figura 5.2. Comparagdo da porcentagem de neointima apds cirurgia de angioplastia na artéria
cardtida esquerda de camundongos selvagens e deficientes em MAGP1, ambos os grupos foram
tratados com losartan ou placebo. No grafico, * representa diferenca significativa, p< 0,05.
MAGP1"": selvagem; LOS: losartan 15mg; MAGP1”: animal deficiente em MAGP1; PLA:

placebo. n=18 animais por grupo.
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Figura 5.3. Area da formagio de neointima (u”). Comparagio da area de neointima apos cirurgia de
angioplastia na artéria carotida esquerda de camundongos selvagens e deficientes em MAGPI,
ambos os grupos foram tratados com losartan ou placebo. No grafico, * representa diferenga
significativa, p< 0,05. MAGP1"": selvagem; LOS: losartan 15mg; MAGP1": animal deficiente em
MAGP1; PLA: placebo. n=18 animais por grupo.

O espessamento da média foi calculado por subtragdo da area total englobada pela

lamina elastica interna, a partir da lamina elastica externa (figura 5.4).
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Figura 5.4. Analise do espessamento da média apos a cirurgia de angioplastia na artéria carotida
esquerda de camundongos selvagens e deficientes em MAGP1™, ambos os grupos foram tratados
com losartan ou placebo. MAGP1"": selvagem; PLA: placebo; LOS: losartan 15mg; MAGP1™"
animal deficiente em MAGP1. n=18 animais por grupo.
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Para verificar a possivel acdo do losartan na pressdo sanguinea, e conseqiientemente
na formagao de neointima, os animais foram submetidos a um ensaio de aferi¢ao da pressio
sanguinea. Foi utilizado um método ndo invasivo de aferi¢do, onde os animais foram
dispostos em um aparelho de pletismografia. O fluxo sanguineo foi avaliado através da
amplitude de ondas gerada, quando ocorre a deflagdo do manguito. A figura 5.5 mostra os
parametros hemodinamicos onde foi possivel avaliar a pressdo sanguinea sistolica (figura
5.5 A), em B, a diastolica, em C, a média entre a sistolica e a diastélica e, em D, a razdo

cardiaca ou pulso que é dado por batimentos/minuto.
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Figura 5.5. Parametros hemodindmicos. A — Press@o sanguinea sistolica; B — Pressdo Diastdlica, C
+,

— A média da pressdo sanguinea; D — Pulsagdo. MAGP1"": selvagem; PLA: placebo; LOS: losartan
15mg; MAGP1”: animal deficiente em MAGP1. n=6 animais por grupo.
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Como o TGF-B tem sido intimamente relacionado ao processo de reestenose na
literatura, e o losartan é considerado um antagonista desse fator de crescimento, foi de
nosso interesse analisar os niveis séricos de TGF-f nos animais estudados. A dosagem foi
realizada utilizando um kit ELISA especifico para TGF-f (Figura 5.6), conforme descrito

em materiais e métodos.
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Figura 5.6. Analise de TGF-B total no plasma. MAGP1"": selvagem; PLA: placebo; LOS: losartan
15mg; MAGP17”: animal deficiente em MAGP1.
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6. Discussiao

Até o momento ndo ha relatos de patologias relacionadas a auséncia ou a deficiéncia
de MAGP1, entretanto, dados preliminares, que deram origem a este trabalho, demonstram
que esta proteina pode estar relacionada com processo de reestenose e formagdo de trombo,
por aumentar a formacdo de neointima e o tempo necessario para se formar um trombo que
oclua a artéria cardtida, respectivamente (Weinbaum ef al., 2008). Sendo assim, sabendo da
possivel interagdo da MAGP1 com TGF-B ativo e da vasta descri¢do na literatura, onde
esse fator de crescimento estéd relacionado a formacao de neointima, foi de nosso interesse
tratar camundongos deficientes em MAGP1 com losartan (bloqueador de receptor AT1 de
Angll), a fim de comparar se a inibi¢do do receptor AT1, provocada pelo losartan, pode
atuar na inibigdo da resposta excessiva do TGF-f, a qual poderia estar desencadeando um
aumento na proliferagdo da neointima.

Foi observado no grupo dos animais deficientes em MAGP1, tratados com losartan
15mg (49,3% + 40,86), uma tendéncia a reducdo na porcentagem de neointima em
comparagdo com os animais placebo (76,35% + 26,82). J4 nos animais selvagens tratados
com losartan (29,98% + 40,14) houve uma reducdo significativa em comparagdo com o0s
animais tratados com placebo (68,22% + 34,99), conforme demonstrado nas figuras 5.2 e
5.3. Foi observado, embora sem diferenga estatistica, uma tendéncia ao aumento na
formacdo de neointima no grupo dos animais deficientes em MAGPI, tratados com
placebo, quando comparados com animais selvagens, também tratados com placebo.

Quando a formagdo de neointima foi analisada por area real da neointima (figura

5.3) e ndo porcentagem (figura 5.2), encontramos diferenga estatistica quando comparamos
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os animais ndo tratados com os animais tratados, de ambos os grupos estudados. Sugerindo
que o tratamento com losartan € eficaz na redugdo da formagdo de neointima em ambos os
modelos animais, e que ao contrario do que se pensava, a MAGPI, parece, ndo apresentar
nenhuma fun¢do na formagao de noeintima.

Os dados encontrados divergem dos dados preliminares que deram base a esse
estudo. Essa divergéncia pode ser explicada pelo fato dos dados iniciais terem sido
realizados no laboratério do Dr Robert P. Mecham, Washington University School of
Medicine (EUA), onde os camundongos da linhagem C57BL6 possivelmente apresentam
alguma diferenca, da mesma linhagem dos criados no Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica (CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas, SP (utilizados
neste trabalho). Essa hipotese foi levantada apds andlise dos dados obtidos, onde os animais
deficientes em MAGP1 (doados pelo laboratorio do Dr Robert P. Mecham) apresentaram
resultados semelhantes aos obtidos nos dados preliminares (79,9%) e os animais selvagens
(provenientes do CEMIB) apresentaram uma formacdo de neointima maior (68,22% =+
34,99) se comparados com os selvagens americanos (52,7%).

Conforme descrito na literatura, a angioplastia provoca um espessamento da média
em relagdo aos animais que nao sofreram angioplastia (Chen et al., 2001). Nds encontramos
um espessamento da média em todos os grupos de animais em relacdo aos ndo operados
(dados n3o mostrados). Além disso, ndo foi observada alteragdo significativa no
espessamento da média entre os grupos de animais operados; nos animais selvagens
(36519,16pm? + 15776,89) em compara¢do com animais selvagens tratados com losartan
15mg/kg/dia (26313,21um* £ 12223,83) e nos animais MAGP1™" tratados com placebo
(34513,7um* + 15651,99) em comparagdo com os tratados com losartan 15 mg/kg/dia

(29034,20|,tm2 + 13146,10), conforme demonstrado na figura 5.4.
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Dados publicados por nosso grupo demonstraram que a MAGP1 ¢ capaz de
interagir com o TGF-p1 ativo, sugerindo que poderia estar envolvida na regulagdo da agdo
deste fator de crescimento (Weinbaum et al., 2008).

Para verificar os niveis de TGF-f nos animais, este foi dosado no plasma utilizando
um kit ELISA. Nao foi observada diferen¢a significativa entre os grupos analisados,
embora os animais deficientes em MAGP1 apresentem uma tendéncia no aumento dos
niveis de TGF-p (Figura 5.6). Esses dados sdo referentes aos niveis plasmaticos de TGF-3
total.

Kauffman et al. (1991) estudaram a inibi¢do da formagdo da neointima apds a
angioplastia em ratos tratados com losartan e observaram que a redugdo da neointima ¢
dose dependente para o farmaco losartan. Quando foi administrada a dose de Smg/kg/dia a
reducdo da intima ndo foi significante (23%) em comparagdo com a dose de 15mg/kg/dia,
que foi significante (48%), quando comparados com o grupo placebo. Ressaltando que a
dose de 15mg/kg/dia utilizado neste trabalho é uma dose eficaz na redugdo da formagao de
neointima, conforme visto na figura 5.3.

Os resultados encontrados estdo de acordo com um estudo recente, realizado por Yi
et al. (2010), onde a hiperplasia da neointima foi avaliada em machos C57B16 (mesma
linhagem utilizada no presente estudo) submetidos a uma cirugia de colocagdo de um
manguito na veia femoral esquerda. Apds a cirurgia os animais foram tratados, via
gavagem, por 14 dias, com diferentes doses de losartan. Losartan 20mg/kg/dia reduziu
significativamente a formacdo de neointima e também a proliferacdo celular, (analisada

através da reducdo do numero de células BrdU (Bromodeoxyuridine) positivas na intima).



40

Nao houve alteragdo na média. Esses resultados sugerem que o efeito protetor de losartan
na formacdo de neointima é mediado por inibi¢do da hiperplasia celular com consequente
bloqueio da sintese de DNA.

Em relagdo aos efeitos causados pelo TGF-§ na formago de neointima, o estudo de
Chen et al. (2001) demonstrou uma atenuacdo da proliferacdo da intima da aorta em
coelhos tratados com 25mg de losartan/kg/dia na agua de beber por 10 semanas. Foi
observado também um aumento nos niveis de Angll e uma ndo alteragdo na expressao dos
receptores AT1 na aorta.

Conforme o trabalho de Yao ef al. (2009), que avaliou o uso de um novo silenciador
de gene, pyrrole-imidazole (PI), para TGF-f em ratos, demonstrou uma diminui¢do
significativa da porcentagem de neointima (57%) apos 21 dias de injuria e, além disso, foi
visto uma diminui¢do na expressdo do RNAm e de proteina de TGF-f trés dias apos a
injuria.

Yamamoto et al. (2000) avaliou o mecanismo de aterosclerose e restenose apods
angioplastia em ratos, no qual foi construido um oligonucleotideo ribozima inibidor do
gene de TGF-f. Foi observado uma reducdo do TGF-f e uma significante diminui¢do na
formagdo de neointima.

Entretanto, os dados encontrados no presente trabalho divergem dos dados
apresentados na literatura acima citada, onde os modelos animais aqui estudados ndo
apresentaram altera¢des nos niveis séricos de TGF-B. O farmaco losartan apresentou uma
acdo efetiva na reducdo da formagdo de neointima (figura 5.3), sem alterar os niveis de

TGF-B (figura 5.6), sugerindo que sua agdo seja por alguma via que possa ser independente
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desse fator de crescimento. Mas, a sinaliza¢do deTGF-f (via das Smads) pode estar
alterada.

Para verificar a possivel acdo do losartan na pressdo sanguinea, e conseqiientemente
na formagao de neointima, os animais foram submetidos a um ensaio de aferi¢dao da pressio
sanguinea. A figura 5.5 mostra os parametros hemodindmicos onde foi possivel avaliar a
pressdo sanguinea sistolica (figura 5.5 A), em B, a diastdlica, em C, a média entre a
sistolica e a diastolica e, em D, a razdo cardiaca ou pulso que ¢é dado por
batimentos/minuto. Foi observado que todos os animais, tratados com losartan ou placebo,
ndo apresentaram nenhuma alteragdo na pressdo sanguinea e batimentos cardiacos,
sugerindo que a acdo do losartan, nesses animais, ¢ independente de efeitos hipotensores.

No que se refere a pressdo sanguinea de ratos tratados com farmacos, Oliveira et al.
(2009), compararam o efeito do tratamento com os farmacos enalapril 60mg/kg/dia e
losartan 20mg/kg/dia em ratos sedentarios em comparagdo com animais com hipertrofia
ventricular esquerda induzida por treinamento de natacdo. Assim como os resultados
encontrados no modelo animal utilizado nessa dissertagdo, os pesquisadores acima citados
demonstraram que ndo houve reducdo da pressdo sistolica nos animais tratados, com
losartan, e também com enalapril, quando comparados com os ndo tratados.

Prescott ef al. (1991), analisaram a atuagdo de um inibidor da enzima conversora de
Angiotensina (ACE) e de um antagonista do receptor AT1 na formacdo de neointima. Foi
comparado o efeito do benazeprilat (metabdlito ativo do benazepril — 3mg/kg/dia) com o
DuP753 (antagonista especifico do receptor AT1 — 10mg/kg/dia) na formagdo de neointima
bem como na proliferacdo e migra¢do de células musculares lisas em ratos, apos lesdo da
carotida provocada por cateter inflavel. Tanto o inibidor da ACE (enzima conversora de

Angll) quanto o antagonista do receptor AT1 reduziram significativamente a formacgdo de



42

neointima (35% e 49% respectivamente). O tratamento com antagonista de AT1 provocou
uma redugdo de 53% na proliferagdo de SMC (células musculares lisas) da média e 94% na
migracdo de SMC, entretanto o inibidor da ACE ndo apresentou efeitos na proliferacdo
celular, reduzindo apenas, a migra¢do de SMC em 68%. Nesse mesmo trabalho, os animais,
normotensos, foram submetidos a um ensaio de afericdo da pressdo sanguinea apds o
tratamento. Foi verificado que o inibidor da ACE provocou uma redugdo de 15 mm Hg na
pressdo média, quando comparado com o grupo controle, enquanto o tratamento com
antagonista de AT1 ndo apresentou reducdo na pressdo dos animais. Juntos, esses dados
sugerem que a inibicdo de compostos do sistema renina-angiotensina podem suprimir a
formagdo da lesdo vascular por outros mecanismos e ndo, pela redu¢do da pressdo
sanguinea. Além disso, o fato do inibidor da ACE e o antagonista de AT1 serem capazes de
inibir o desenvolvimento da lesdo demonstram a importancia da Angll na formagdo de
neointima.

Gibbons et al. (1992) observaram que quando TGF-B foi bloqueado, Angll
estimulou a sintese de DNA e divisdo celular das VSMC de ratos normotensos, sugerindo
que Angll estimula a hiperplasia quando PDGF-A € o fator de crescimento
dominantemente expresso, sendo assim, Angll estimula a hipertrofia celular quando TGF-f3
¢ dominantemente expresso. Como mostrado na figura 6.1, TGF-$ e Angll compartilham
alguns mecanismos intracelulares envolvidos na fibrose, incluindo ativagdo de proteina
kinase, produgdo de fatores de crescimento e ativagdo da via das Smads (Ruiz-Ortega et al.,

2007).
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Figura 6.1. Mecanismo molecular implicado na fibrose vascular causado por Angll ¢ TGF-. Angll
ativa varios sistemas de sinalizagfo intracelular comum ao TGF-p, incluindo ativacdo da via das
Smads, proteina kinases (MAPK e Rho-kinase) e produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
que regulam a expressdo de mediadores pro-fibroticos (CTGF) e turnover de EMC (por aumentar a
sintese de proteina de EMC e inibir sua degradacdo).

Lacchini et al. (2009) avaliaram se a formag¢do de neointima induzida por manguito
¢ influenciada por titulagdo do gene da ACE em camundongos. Foram utilizados
camundongos geneticamente modificados que apresentavam de 1-4 copias do gene de
ACE, sem anormalidades vasculares detectaveis e sem alteracdo da pressdo sanguinea. A
formagdo de neointima na artéria femoral foi maior nos camundongos que apresentavam 3
e 4 copias do gene quando comparados aos animais com 1 e 2 copias. A atividade da ACE
foi avaliada nos camundongos com 1 e 3 cdpias (que representam o extremo da resposta
observada). Essa atividade foi maior nos animais com 3 copias quando comparados com o

1 copia, em vasos que ndo sofreram injiria. Apos injlria a atividade da ACE aumentou

significativamente em ambos os animais, mantendo-se maior no animal 3 cépias. Como
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contraprova os animais foram tratados com inibidor da ACE (enalapril) e um bloqueador do
receptor AT1 de Angll (losartan). Tanto enalapril quanto losartan reduziram a formagao de
neointima do camundongo 3 coépias a valores semelhantes aos encontrados nos animais 1
copia ndo tratados, enquanto o tratamento de animais 1 cépia com Angll aumentou a
formagdo de neointima nesses animais em niveis semelhantes aos encontrados nos animais
3 copias. Esses dados sugerem que a Angll parece ser o principal modulador desta resposta,
uma vez que tanto inibidor da ACE quanto bloqueador do receptor AT1 foram efetivos na
redugdo da formagdo de neointima.

Os dados aqui apresentados estdo de acordo com o trabalho de Lacchini (2009) e
Prescott (1991), onde foi sugerida a importancia do sistema renina-angiotensina na
formagdo de neointima, uma vez que nossos grupos de animais ndo apresentaram alteragdes

nos niveis séricos de TGF-f.
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7. Conclusao

* A MAGPI parece ndo ser importante no processo de formagdo de neointima no
modelo animal utilizado;
¢ O farmaco Losartan reduz a formago de neointima sem alterar a pressdo sanguinea;

* Acdo do farmaco Losartan ¢ independente dos niveis séricos de TGF-f.
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9. Anexos

Trabalhos em Congresso

e “MAGP-1 and Thrombus Formation”

X Simpésio Brasileiro de Matriz Extracelular e V International Symposium

Extracellular Matrix.

Local: Buzios-RJ, Brasil.

* “Characterization of MAGP1 Domain with Pro-thrombotic Activity”

XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology.

Local: Sao Paulo-SP, Brasil.

e  “Evaluation of MAGP1 Function in Thrombus Formation”

XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology.

Local: Sdo Paulo-SP, Brasil.

e “Evaluation of Fibrilin-1 Role in Arterial Thrombogenesis”

XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology.

Local: Sao Paulo-SP, Brasil.
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