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Representacdo esquematica de como as proteinas das
adesbes focais (AF) s@o reorganizadas em resposta a forca

mecanica. Nas AF imaturas, existem proteinas sensiveis a

11

18



Lista de figuras

Figura 4

Figura 5

Figura 6

forca (quadrado azul) e responsivas a forga (circulo verde)
gue transmitem os sinais provenientes do meio extracelular
ao ambiente intracelular via integrina. Na presenca de forca
mecéanica, ocorre o amadurecimento das AF, com acumulo
de proteinas sensiveis a forca e responsivas a forca
positivamente reguladas por esse estimulo (quadrado laranja
e circulo amarelo, respectivamente), com associada
formacéo das fibras de tensédo de actina. Adaptado de Kuo,
O 0 ) e I (510 ) PP PRT PR
Mecanismos associados a fisiopatogenia da rigidez arterial.
Dentre os fatores apresentados, destacam-se as
modificacbes da matriz extracelular (MEC), principalmente,
levando ao aumento de coldgeno na camada média vascular.
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Para atingir esse objetivo, CMLV isoladas a partir de
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cirurgia de revascularizagdo do miocardio foram avaliadas
guanto as suas propriedades mecanicas, sendo
correlacionadas com as variaveis clinicas sexo, idade,
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momento magnético da esfera. Adaptado de Fabry, B. 2001
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provenientes de artérias mamarias. Houve diferenca
estatistica das médias em todos os casos (p<0,01). As barras
representam o intervalo de confianca 95%. A analise das
imagens revela, ainda, que as CMLV se tornaram menores e
menos alongadas com o avanc¢o das passagens.

Constatou-se diminuicdo progressiva na quantidade de
coldgeno tipo | com a progressao das passagens in vitro.
Esta diferenga quantitativa ndo foi observada no caso da a-
actina de musculo liso. Como este resultado foi uma analise
exploratéria derivada do seguimento de uma cultura de CMLV

entre P7 e P13, ndo foram feitas analises estatisticas (Figura

Reducdo do conteddo de colageno tipo | nos extratos
celulares de CMLV com a progressao das passagens da
cultura. A quantificacao foi feita pela técnica de Western Blot
e GAPDH como controle. Foi considerado como 100% de
contetdo de colageno tipo | o apresentado nos extratos de
CMLV em passagem 7. Foi uma analise exploratéria de uma
cultura isolada e, dessa forma, andlises estatisticas nao
foram realizadas............ooovvvviiiiiii s
Caracterizacdo estrutural de artérias estudadas. A: A
guantidade de elastina dentro de camada média diminuiu a

medida que os vasos se afastaram do coracdo. A aorta
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Figura 17

Figura 18

toracica apresentou a maior quantidade de fibras elasticas,
enquanto que a artéria femoral e a artéria renal, as menores
guantidades desta fibra. No gréfico, as artérias sao
apresentadas, em ordem decrescente de distancia, a partir do
coracdo. Pontos: média, barras: Intervalo de Confianca de
95%. B: A relacdo espessura/diametro interno foi maior nos
ramos da aorta abdominal, em comparacdo com 0S vasos
toracicos. Pontos: média, barras: intervalo de confianca 95%.
C: Coloragdo Verhoeff Van-Gieson da artéria femoral e da
aorta toracica. A aorta toracica apresentou a maior espessura
e maior quantidade de elastina dentro de sua camada média
em comparacdo com todos os outros vasos. Na figura, a
artéria femoral e a aorta toracica sdo comparadas em termos
de espessura da camada média (fotos principais) e em
termos de percentagem de elastina (fotos menores, em que

as fibras elasticas sdo coradas em roxo escuro). ....................

Relacédo entre MEC e CMLV na camada média das artérias
estudadas. A. A quantidade de matriz extracelular (MEC)
circundando as células de musculo liso vascular (CMLV) foi
menor nas artérias distantes do coracao (femoral e renal), em
comparacdo com as artérias mamaria e aorta toracica. B.
Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de
todos os vasos analisados, destacando que a artéria femoral
e renal apresentam CMLV mais alinhadas e circundadas por
menos MEC do que aorta toracica e a artéria mamaria............
Andlise ultraestrutural da camada média das artérias femoral
e aorta. As imagens de microscopia eletrbnica de
transmissdao claramente expdem as diferencas de
organizacdo das CMLV e da MEC entre as artérias femoral e
aorta toracica. As CMLV da artéria femoral sdo mais
alinhadas e circundadas por menor quantidade de MEC do
gue as CMLV da aorta toracica, que apresentam morfologia
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Figura 19

Figura 20

Figura 21
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Comparacgédo das dimensdes de adesOes focais (AF) entre
CMLV de diferentes leitos arteriais por imagens de
microscopia eletrbnica de transmissdo. As CMLV de
diferentes origens diferiram significativamente em termos de
tamanho das AF (ANOVA one-way, p<0,001). A. As CMLV de
artéria femoral apresentaram area meédia de AF
significativamente maior do que as CMLV das outras artérias
estudadas. Colunas: conversdo logaritmica da area de AF.
Barras: intervalo de confianca de 95%. Os asteriscos marcam
as comparacfes post-hoc das artérias em relacdo a artéria
femoral. B. Imagem de MET (2500x) de CMLV de artéria
femoral. A seta aponta a estrutura de uma AF. C. Imagem de
MET (5000x) de CMLV de aorta toracica. A seta aponta a
estrutura de uma AF. Os resultados apresentados reforgam
gue as CMLV da artéria femoral organizam diferentemente o
citoesqueleto em relacio as CMLV de outras

P2 1§ =] (1= (TR P PR RUPROPRPTR

Comparacédo da forma das CMLV entre diferentes artérias. A.
As CMLYV de artéria femoral apresentaram-se mais alongadas
do que as CMLV de outros vasos (exceto artéria coronaria).
No primeiro gréfico, a variavel estudada foi circularidade e, no
segundo, AR (maior eixo celular/menor eixo celular). Colunas:
Média + intervalo de confianca 95%. B. Imagens de
microscopia confocal de CMLV de artéria femoral e aorta
tordcica marcadas com faloidina, destacando o citoesqueleto
de a-actina. Os resultados apresentados reforcam que as
CMLV da artéria femoral organizam diferentemente o

citoesqueleto em relacdo as CMLV de outras artérias..............

Comparacdo das dimensbes de adesdes focais (AF) entre
CMLV de aorta toracica e de artéria femoral por imagens de

microscopia confocal A. Comparou-se o tamanho in vitro de
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Figura 22

Figura 23

Figura 24

AF entre CMLV de artéria femoral e de aorta torécica
utilizando imagens com marcagdo imunofluorescente da
proteina vinculina (B e C, vermelho: vinculina, azul: nucleo).
Consistente com os resultados obtidos usando imagens de
MET, as CMLV de aorta tordcica apresentaram AF
significativamente menores em comparagcdo com as CMLV de
artéria femoral. Colunas: média da area de AF apos

conversao logaritmica. Barras: intervalo de confianca de 95%.

Resultado da analise de ciclo celular das culturas de CMLV
das artérias estudadas. A percentagem de células em cada
fase do ciclo celular foi homogénea, independentemente do
vaso de origem. M1: fase GO-G1, M2: fase S, M3: fase G2,
M4: fase SUD-GO........c.uuuiiiiiiiiiiiiiiecce e
Variacdo da rigidez das CMLV de acordo com a posicdo na
arvore arterial. Os valores do escore-Z da variavel G (ZG)
para cada artéria sdo apresentados no primeiro grafico (A) e,
no segundo (B), sdo apresentados os valores brutos de G.
Em ambos, as artérias estdo dispostas na ordem de distancia
decrescente a partir do coracdo (femoral, renal, aorta
abdominal, car6tida, mamaria, aorta toracica e coronaria), e
um aumento da rigidez das CMLV, conforme seu vaso de
origem se distancia do coracdo, pode ser evidenciado
(p<0,001). Quando esses dados mecanicos sédo interpretados
em conjunto com os dados anatdmicos dos vasos
previamente expostos, € evidente que as CMLV de artérias
com menos fibras elasticas e menos MEC, em camada média
(femoral e renal), sdo mais rigidas em comparacdo com as
CMLYV da aorta toracica. Em ambos os gréficos, os asteriscos
marcam as comparacdes post-hoc das artérias em relacéo a
artériafemoral............ooooiiiii
Modificacdo do comportamento mecanico das CMLV apds

estiramento ciclico. A. Depois de 24h de estiramento ciclico
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Figura 25

Figura 26

(10%/1Hz), apenas as CMLV da artéria mamaria
apresentaram-se menos rigidas em relacdo aos controles. B.
Apoés 48h de estiramento ciclico (10%/1Hz), todas as CMLV
tornaram-se menos rigidas em relagcdo aos seus controles.
Em ambos os graficos (A e B), os valores de G ndo podem
ser comparados entre os leitos arteriais, visto que as CMLV
dos diferentes leitos vasculares foram avaliadas em
experimentos diferentes, fato que sabidamente interfere nos
resultados do experimento de OMTC. As colunas pretas
representam mediana de G das CMLV-controle n&do estiradas
e as colunas cinza, a mediana de G pds-estiramento. As
barras representam o intervalo de Confianga 95%...................
Persisténcia das diferencas regionais de rigidez de CMLV
ap6s 48h de estiramento ciclico. O grafico mostra que a
rigidez das CMLV das artérias carétida e aorta toracica
continua significativamente menor que a apresentada pelas
CMLV das artérias renal e femoral mesmo apdés 48h de
estiramento ciclico. Os asteriscos marcam as comparacdes
post-hoc das artérias em relacdo a artéria femoral. Esse
achado refor¢ca que a rigidez basal das CMLV varia de acordo
com a sua posicao na arvore arterial.............cccoeeeeeeeccicniinnnn,
Comparacédo de expressdo proteica entre CMLV de aorta e
de artéria femoral (protedbmica shotgun) A. Um total de 1.628
proteinas foram identificadas/quantificadas (232
exclusivamente nas CMLV de aorta e 168, exclusivamente
nas CMLV de artéria femoral). B. 10 proteinas foram
superexpressas has CMLV de aorta e estavam
principalmente relacionadas com a estrutura e a organizagao
do citoesqueleto (p<0,05). C. Comparacdo de expresséo
proteica entre CMLV da aorta e femoral por fungédo molecular.
O tamanho das barras representa a quantidade dessas
proteinas (barras laranja: CMLV de aorta, barras azuis: CMLV

de artéria femoral). A quantidade de proteinas relacionadas
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Figura 27

Figura 28

Figura 29

com a organizacao do citoesqueleto expressas pelas CMLV
de aorta foi notavelmente superior em relacdo a expressa
pelas CMLV de artéria femoral (p<0,05). Esse resultado é
consistente com o comportamento mecanico dicotdbmico das

CMLYV desses doiS termitOrioS. ... en e

Dispersdo da ancestralidade racial da populacdo estudada.
Os numeros na barra da ordenada representam a propor¢ao
de contribuicdo para a ancestralidade racial, variando entre
zero e um. O grafico demonstra que houve predominio de
ancestralidade Europeia (barras cinza-escuro) em relacédo a
ancestralidade Africana (barras cinza de tom intermediario) e
Amerindia (barras cinza-claro)..........cccccoeeiieiiiieiiiiiieeee
Histogramas representando a distribuicdo das variaveis
mecanicas definidoras da viscoelasticidade das CMLV na
populacdo estudada. Os graficos mostram que a rigidez
aparente da célula (Grafico A, variavel Gr), com 0s seus
componentes elastico (Grafico B, variavel G'r) e dissipativo
(Grafico C, variavel G’r) exibem distribuicdo normal na
amostra populacional (Kolmogorov-Smirnov: p=0,2; p=0,2 e
p=0,09, respectivamente), destacando que  existe
variabilidade interindividual desse traco biologico.....................
Comparacdo das propriedades mecanicas das CMLV entre
mulheres e homens / tabagistas e néo tabagistas. A. Grafico
exibindo as diferengcas entre as variaveis mecanicas de
CMLV (Gr, G’r, G’r) de mulheres e homens. As mulheres
apresentam maior rigidez aparente de CMLV (Gr) em
comparacdo aos homens, principalmente por aumento do
modulo elastico (G'r). B. De forma analoga ao observado em
mulheres, os tabagistas apresentaram rigidez aparente de
CMLV (Gr) maior do que nao tabagistas, principalmente por
aumento do modulo elastico (G'r). As barras de erro

representam o intervalo de confianca 95% e suas dimensdes
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Resumo

Dinardo CL. Estudo das propriedades mecéanicas das células de musculo liso
vascular em situacdes fisioldgicas e patoldgicas [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&do Paulo, 2015.

Introducdo: As células do musculo liso vascular (CMLV) sdo quiescentes nos vasos
adultos, com baixa capacidade de migracdo e de secrecdo de matriz extracelular,
caracterizando fenétipo contratil. Evidéncias apontam para a heterogeneidade
fenotipica das CMLV ao longo da é&rvore arterial: ha distribuicdo heterogénea de
doencas e de resposta a determinadas drogas nos diferentes vasos, além de
variabilidade de expressdo dos genes de proteinas contrateis de musculo liso entre
eles. O papel das CMLV, em fase adulta, é classicamente descrito como restrito a
regulacdo do tdnus de pequenos vasos, sendo insignificante a contribuicdo da
mecéanica das CMLV para a complacéncia das artérias elasticas. Existe a hipdtese de
que a viscoelasticidade das CMLV contribua para a mecanica final das artérias, sendo
o enrijecimento dessas células associado a rigidez arterial. Objetivo: Estudar a
variabilidade das propriedades mecéanicas e de expressdo proteica das CMLV, ao
longo da arvore arterial, buscando identificar moduladores regionais para esse
fendtipo. Avaliar se situacdes clinicas sabidamente associadas a rigidez arterial
(envelhecimento, sexo feminino pos-menopausa, ancestralidade genética africana,
diabetes mellitus e tabagismo) cursam com enrijecimento de CMLV. Métodos: 1)
Estudou-se a composicao e a organizagcdo da camada média de diferentes artérias. As
CMLYV desses vasos foram avaliadas quanto a viscoelasticidade de citoplasma (G), por
meio do ensaio de Citometria Magnético Otica de Oscilagdo e, quanto & expresséo
proteica global, usando cromatografia multidimensional e espectrometria de massas
em tandem de alta resolugdo (Protedmica Shotgun). Os dados mecéanicos obtidos
foram correlacionados com as caracteristicas da matriz extracelular (MEC) dos vasos
de origem (porcentagem de elastina e quantidade de MEC). Em paralelo, foi realizado
experimento de estiramento ciclico (10%/1Hz) das CMLV das diferentes artérias por
24 e 48h, seguido pela mensuracgdo de rigidez de citoplasma. 2) Foram isoladas as
CMLV de fragmentos de artéria mamaria de 80 pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacdo do miocardio, células essas que foram avaliadas quanto a
viscoelasticidade de citoplasma (G, G’ e G”). Elaborou-se modelo estatistico para
avaliar se as variaveis clinicas idade, sexo feminino, ancestralidade africana,
tabagismo e diabetes mellitus estavam associadas a alteracdes de mecéanica celular.
Resultados: 1) A viscoelasticidade das CMLV variou significativamente entre as
artérias. As CMLV provenientes de artérias distais (artérias femoral e renal)
mostraram-se significativamente mais rigidas que as CMLV de aorta toracica
(p<0,001). Identificou-se correlagdo negativa entre rigidez de CMLV e quantidade de
MEC / elastina na camada média vascular. O regime de estiramento ciclico por 48h
reduziu globalmente a rigidez das CMLV. As CMLV provenientes da aorta toracica
expressaram maior quantidade de proteinas relacionadas com a estrutura e a
organizacao do citoesqueleto em relagdo as CMLV da artéria femoral. 2) Constatou-se
variabilidade interindividual de viscoelasticidade de CMLV e associacdo entre
tabagismo e sexo feminino com enrijecimento de CMLV. Conclusfes: As CMLV séo
heterogéneas quanto as propriedades mecanicas, a organizagdo do citoesqueleto e a
expressao proteica ao longo da arvore arterial, reforcando o conceito de plasticidade
fenotipica das CMLV. A mecéanica das CMLV é modulada pelas caracteristicas da
MEC e pela tensédo circunferencial ciclica aplicada as paredes vasculares pelo fluxo
sanguineo. Mulheres pdés-menopausa e tabagistas exibem enrijecimento de CMLV,
sendo esse fato um provavel contribuinte para a rigidez arterial associada a essas
condicBes e um possivel alvo terapéutico a ser avaliado futuramente.

Descritores: Musculo liso, Rigidez vascular, Citoesqueleto, Tabagismo, Citoesqueleto
de actina, Artérias, Protebmica
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Abstract

Dinardo CL. Study of the mechanical properties of vascular smooth muscle cells
under physiological and pathological situations [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2015.

Rational: Vascular smooth muscle cells (VSMC) lose their ability to migrate and
secrete extracellular matrix (ECM) with the end of vascular development, condition
known as contractile phenotype and reversible in the presence of vascular injury. There
is evidence of heterogeneity of VSMC phenotype along arterial tree, as the distribution
of diseases (atherosclerosis) and the response to drugs vary between different vessels,
as well as the expression of smooth muscle-contractile protein genes. The role played
by VSMC mechanics on determining large arteries’ compliance was always considered
irrelevant. It has been hypothesized that the VSMC mechanical properties are
important for vascular mechanics, especially in the pathological scenario, where VSMC
stiffening may be associated with arterial rigidity.

Goals: Study the variation of VSMC mechanics and protein expression along arterial
tree, identifying regional modulators of this phenotype. Evaluate if clinical situations
associated with arterial rigidity (ageing, post-menopausal women, African ancestry,
diabetes mellitus and smoking) concur with VSMC stiffening.

Methods: 1) Different arteries were studied in terms of composition and organization of
their media layer. VSMC isolated from these arteries were evaluated regarding
cytoplasm viscoelasticity, measured using Optical Magnetic Twisting Cytometry Assay
(OMTC), and protein expression, using two-dimensional liquid chromatography and
tandem mass spectrometry (Shotgun Proteomics). Mechanical data were correlated
with ECM characteristics (percentage of elastin and ECM amount) of the vessels of
origin. In parallel, VSMC of different arteries were subjected to cyclic stretching
(10%/1Hz) during 24 and 48h, followed by the measurement of their cytoplasm rigidity.
2) VSMC were isolated from fragments of mammary artery of 80 patients subjected to
coronary bypass surgery and evaluated regarding their viscoelasticity (G, G’ e G”). A
statistic model was elaborated to address if the clinical variables age, female sex,
African ancestry, smoking and diabetes mellitus were associated with changes of
VSMC mechanics.

Results: 1) VSMC viscoelasticity varied significantly amongst the studied arteries.
VSMC from heart-distant arteries (femoral and renal arteries) were stiffer than VSMC
from thoracic aorta (p<0,001). There was a negative correlation between VSMC rigidity
and the amount of ECM / percentage of elastin within the media layer. 48h-cyclic
stretching was associated with a global reduction of VSMC rigidity. VSMC of thoracic
aorta expressed significantly more proteins associated with cytoskeleton structure and
organization than VSMC of femoral artery. 2) There was a significant inter-individual
variation of VSMC viscoelasticity. Smoking and female sex were associated with
VSMC stiffening.

Conclusion: VSMC mechanics, cytoskeleton organization and protein expression are
heterogeneous along arterial tree. VSMC mechanical properties are modulated by
ECM characteristics and by regional mechanical forces. This reinforces the concept of
phenotypic heterogeneity of VSMC. Post-menopausal women and smokers exhibit
stiffer VSMC, representing an important factor for the understanding of the arterial
rigidity associated with these conditions and also a possible future therapeutic target.

Descriptors: Smooth muscle, Vascular stiffness, Cytoskeleton, Smoking, Actin
cytoskeleton, Arteries, Proteomics
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1.1 Estrutura vascular

A estrutura vascular observada em vertebrados é o resultado final de
uma série de adaptacdes fisioloégicas que acompanharam a evolucdo do
sistema circulatério. Quando houve a transicdo de um sistema circulatério
aberto para fechado, os vasos adquiriram propriedades mecanicas que
pudessem suportar o fluxo sanguineo pulsatil (1). Eles passaram a funcionar
como grandes reservatorios elasticos, permitindo acomodar o estresse
circunferencial aplicado pelo fluxo sanguineo, durante a sistole cardiaca, bem
como o seu recolhimento para situacéo inicial durante a diastole (1). A estrutura
vascular resultante dessa adaptacéo fisiologica € comum aos invertebrados e
vertebrados com sistema circulatério fechado e caracteriza-se por apresentar
incremento nao linear do moédulo elastico em resposta a pressado aplicada em
suas paredes, refletindo a composicao da matriz extracelular (MEC).

O vaso maduro € composto por trés camadas distintas: intima, média e
adventicia (1).

A camada intima é formada pelas células endoteliais em monocamada
e pela area subendotelial, composta por fibrilina, fibras de colageno e células
de mausculo liso vascular (CMLV). A funcdo das CMLV na camada intima nao
esta definida, podendo corresponder apenas ao aprisionamento delas durante
0 processo de vasculogénese (2). Uma hipotese alternativa é que essas células
sejam originarias da camada média, tendo migrado até a camada intima, ou
que correspondam a transdiferenciacdo das células endoteliais em CMLV (3).
As células endoteliais sao ligadas a lamina basal, por sua vez suportada pela

lamina elastica interna, e exercem papel importante no recrutamento de CMLV
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para a parede vascular durante a vasculogénese, além de modular o
comportamento das referidas células, a partir de diversos estimulos ambientais
durante e apos o desenvolvimento da arvore arterial (4). O papel da camada
intima para as propriedades mecéanicas dos vasos € insignificante (1).

A camada média é composta, essencialmente, por CMLV, elastina e
colageno (1). A elastina se organiza em laminas fenestradas (laminas
elasticas), entremeadas pelas fibras de colageno e, caracteristicamente,
apresenta baixa resisténcia ao estiramento (1). O conjunto formado pela lamina
elastica e pelas CMLV adjacentes define uma unidade lamelar, sendo o
namero de unidades lamelares de um vaso diretamente proporcional as forcas
mecanicas regionais aplicadas em sua parede pelo fluxo sanguineo. Sendo
assim, o numero de unidades lamelares € muito maior em vasos proximais ao
coracao, que sofrem maior tensdo em sua parede do que em vasos distais (5).
A principal fungéo da elastina é a transferéncia do estresse mecénico aplicado
pelo fluxo sanguineo na face luminal da parede vascular, por toda a estrutura
do vaso, permitindo a distensdo deste durante a sistole (6). Entre as lamelas de
elastina existem agrupamentos de colageno, que nao tém orientacdo
preferencial em situacfes de baixa pressdo, mas se alinham conforme a tensao
na parede vascular aumenta, evitando a ruptura vascular e viabilizando o
recolhimento das paredes para o didmetro basal na diastole (7, 8).

Em situa¢gbes de baixas pressdes, ha maior distensdo dos vasos em
resposta a pressdo aplicada a suas paredes devido a atuacao primordial das
fiboras de elastina da camada meédia, que oferecem pouca resisténcia ao
estresse pressorico. Conforme ha aumento da presséao, as fibras de colageno,

anteriormente quiescentes e sem arranjo definido, sdo alinhadas a fim de
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suportar a tensao passiva da parede e restringir a distensdo dos vasos (9).
Essa resposta em duas fases dos vasos frente a pressao exercida pelo fluxo
sanguineo define a nado linearidade do incremento de seu modulo elastico,
garantindo a capacidade de distenséo e recolhimento (1, 10).

A camada adventicia € a mais externa da parede vascular e é
composta por MEC rica em colageno produzido por populacdo heterogénea de
miofibroblastos (11). A alta proporcdo de colageno nessa camada é fator
protetor para os vasos, evitando sua ruptura em altas tensdes (12). A camada
adventicia contém ainda a vasa vasorum, responsavel pela irrigacdo das
camadas mais externas do vaso, e um reservatorio de células progenitoras
capazes de diferenciacdo em CMLV e ocupacdo da camada média no vaso

maduro (1).

1.2 Desenvolvimento das células de musculo liso vascular (CMLV)
durante a vasculogénese

Existem dois processos distintos que levam a formacdo de vasos:
vasculogénese e angiogénese. Na vasculogénese, ha formacdo de novos
vasos a partir de células precursoras embrionarias, enquanto que, na
angiogénese, ha a formacao de novos vasos a partir de vasos preexistentes via
brotamento (13). Na vasculogénese, ocorrem recrutamento e diferenciacdo de
progenitores de CMLV, que exercerdo papel biossintético (sintese e secrecao
de MEC), proliferativo e contratil no vaso em desenvolvimento (14). Quando os
precursores de CMLV recrutados se associam ao endotélio embrionario, ha

inicio da producéo e da organizacdo da MEC, e a propor¢cédo de cada um dos
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seus componentes (elastina, colageno, proteoglicanas e glicoproteinas
adesivas) refletira, no vaso maduro, as propriedades fisicas esperadas para
cada segmento vascular (15).

Durante a vasculogénese, os precursores de CMLV passam por
processo de desenvolvimento até atingir o fenotipo diferenciado, presente no
vaso completamente formado (14). Existem diversos marcadores moleculares
desse processo de diferenciacdo, dentre os quais se destaca o grupo de
proteinas contrateis de musculo liso, composto por: a-actina de musculo liso
(Smooth Muscle Alpha Actin — SMaA), isoformas de cadeia pesada de miosina
1 e 2 (Myosin Heavy Chain 1 e 2- MHC1 e 2), calponina hl, proteina de
musculo liso 22a (Smooth Muscle 22a - SM22a), caldesmon e smoothelina
(14). Tais proteinas sao usadas para a identificacdo dos precursores das CMLV
durante os diversos estagios da formacéo vascular. A a-actina é o marcador de
maior relevancia, visto que responde por 40% do total de proteinas das CMLV
e € expressa em fases bem iniciais da vasculogénese (16). As outras proteinas
marcadoras (MHC 1 e 2, calponina, SM22a e smoothelina) sédo expressas em
fases mais tardias do desenvolvimento vascular (17, 18).

Diversos fatores influenciam o processo de vasculogénese apontados
como determinantes da heterogeneidade estrutural apresentada pelos vasos
sanguineos maduros. Como as CMLV orquestram e efetuam a secrecdo e
depdsito de MEC durante o desenvolvimento vascular, a principal acdo desses
fatores € a modulacdo do comportamento dessas células, sendo os mais
importantes: origem embrionaria das CMLV, fatores hemodinamicos e

composicao da MEC.
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. Origem embrionaria da CMLV

Existem duas principais origens das CMLV: a crista neural, cujas
células progenitoras dardo origem as CMLV das artérias localizadas a saida do
coracgao (arco aortico) e o mesoderma, que dara origem aos demais vasos (19).
Existem diferencas fenotipicas marcantes entre CMLV originarias de cada uma
dessas regides, fator, muitas vezes, apontado como essencial para justificar as
diferencas estruturais apresentadas pelos vasos maduros (1). Quando as
células da crista neural sdo lesadas ou removidas na fase inicial de
desenvolvimento de aves, elas sdo substituidas por células originarias do
mesoderma nas paredes vasculares, as quais produzem MEC de forma
anormal e desordenada (20). O padrdao de expressdo génica das CMLV
provenientes da crista neural difere do apresentado pelas células derivadas do
mesoderma, as quais expressam dez vezes mais a-actina e tropoelastina do
que as derivadas de crista neural (21). A resposta das CMLV ao fator de
transformacao de crescimento B (Transforming Growth Factor B - TGFp)
também difere conforme a sua origem embrionaria: células derivadas da crista
neural aumentam a sintese de DNA ap0s a exposi¢cdo TGFB, enquanto que as
células derivadas do mesoderma tém seu crescimento inibido por esse

mediador (19).

= Fatores hemodinamicos

Ainda que a rede vascular primaria seja formada na auséncia de fluxo

sanguineo e pressdo, todos os eventos subsequentes que determinam a
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formacéo dos vasos com mdltiplas camadas ocorrem na presenca desses dois
fatores hemodinamicos (14). Durante a evolucdo do processo de
vasculogénese, tanto o desenvolvimento da MEC quanto a diferenciacdo das
CMLV estdo correlacionadas com o aumento na pressdo de pulso na
circulacdo embrionaria (22, 23). Além de a pressdo e o fluxo sanguineo
determinarem o didmetro e a espessura dos vasos em formacao (24),
modificacdes nessas variaveis hemodinamicas podem resultar em alteracfes
estruturais dos vasos durante a vida adulta, principalmente reducdo do
didmetro apds diminuicdo do fluxo sanguineo ou aumento da espessura

vascular com o aumento da pressao transmural (25, 26).

. Matriz extracelular (MEC)

A capacidade das CMLV de diferentes segmentos vasculares em
produzir componentes da MEC é variavel: CMLV provenientes da aorta toracica
produzem, em cultura, mais elastina do que aquelas provenientes da aorta
abdominal (27). Isso se reflete nas diferencas interarteriais de composicao da
MEC dos vasos, sendo que quanto maior a proporcao de elastina na camada
média, maior a complacéncia da parede vascular (1).

Durante a vasculogénese, os diversos componentes da MEC séo
secretados pelas CMLV e dispostos na camada média até ser atingida a
organizacao observada nos vasos maduros. Mudancas na MEC, ainda na fase
de vasculogénese, podem afetar a expressao génica, a adesao e a migracéo
das préprias CMLV (28). Ratos knockout para o gene da integrina morrem,

pouco apdés o nascimento, por doenca arterial obstrutiva decorrente de
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proliferacdo subendotelial e reorganizacdo de CMLV, sugerindo que a integrina
exerce papel importante na inibicdo da proliferacdo e migracdo das CMLV,
mantendo integra a estrutura vascular (28). De forma semelhante, existem, na
MEC, moléculas da familia das proteoglicanas que atuam mediando citocinas e
fatores de crescimento no vaso em formacdo, modulando também a
proliferacéo dos precursores de CMLV (29).

Apoés o término da vasculogénese, 0 conceito mais aceito € que as
CMLV permanecam em estado quiescente e contratil na camada média dos
vasos formados (30). Por estado contratil, entende-se que as CMLV
apresentem baixa capacidade de proliferacdo e migracéo, além de expressao
plena das proteinas contrateis de musculo liso (30). Em situacfes fisiologicas,
no vaso maduro, as CMLV mantém o tbnus contratil e regulam a pressao
sanguinea nos vasos de resisténcia, redistribuindo o fluxo sanguineo gerado
pelo coracdo (31). Em grandes vasos elasticos, por outro lado, o papel
atribuido a essas células para a mecanica vascular era, até recentemente,
considerado irrelevante. Em situacfes de injaria vascular, as CMLV podem
modificar o seu fendtipo e voltar a apresentar capacidade de migracéo,
proliferacdo e secrecdo de MEC, evento importante para a fisiopatogenia de
muitas doencas vasculares (1). Essa plasticidade fenotipica das CMLV é

denominada modulagéo fenotipica.
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1.3 Caracterizacdo dos fenoétipos contratil e secretor das CMLV e
definicdo de modulacéo fenotipica

Durante a fase de vasculogénese, as CMLV apresentam alta
capacidade proliferativa, migratoria e secretoria, sendo, eventualmente,
chamadas de fibroblasto-similes (32). Ap6s a fase de desenvolvimento
vascular, as CMLV maduras passam a ter funcdo contratil e adaptam sua
maquinaria intracelular para cumprir essa funcdo, de forma que a taxa de
proliferacéo celular e de sintese de MEC € muito baixa e ha maior expressao
de proteinas relacionadas ao processo de contracdo (33). Quando ha injuria
vascular, ocorre um processo de troca de fenotipos ou modulacdo fenotipica
das CMLV. Elas voltam a apresentar taxa de proliferacdo elevada, bem como
capacidade migratoria e de secrecao proteica aumentada (30). A modulacéo
fenotipica define a plasticidade das CMLV, visto que, mesmo diferenciadas,
elas mantém a capacidade de voltar a apresentar o fenotipo secretor, presente
em fase de desenvolvimento vascular (33).

O processo de modulacdo fenotipica tem papel importante na
fisiopatogenia da aterosclerose, em que as CMLV tém participacdo complexa e
dependente, em fases iniciais, de um fenétipo mais secretor e migratério (34,
35). A modulacao fenotipica também j& foi associada a fisiopatogenia da
hipertensao arterial sistémica e da rigidez arterial associada ao envelhecimento
(31). Ainda que a modulacdo fenotipica de CMLV seja a melhor justificativa
para a presenca de células fenotipicamente distintas das comumente presentes
na camada meédia dos vasos em situacOes de injaria vascular, existem

hipoteses alternativas que consideram a permanéncia de um grupo de CMLV
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com fenotipo secretor nos vasos maduros (36) ou a participacdo de células
circulantes derivadas da medula éssea no processo de reparo vascular (37).

O fenodtipo apresentado pelas CMLV em situacdes patoldgicas € o
resultado final da integracdo de multiplos estimulos ambientais (Figura 1).
Esses estimulos modulam o padrdo de expressdo do grupo de proteinas
contrateis de musculo liso (a-actina de muasculo liso, miosina de cadeia pesada
isoformas 1 e 2, proteina de musculo liso 22a, calponina, smoothelina e
caldesmon) de forma a atender cada situacdo patoldgica particular (30). A
expressao dos genes que codificam esse grupo de proteinas é fundamental no
processo de modulacdo fenotipica e altamente dependente de caixas CArG
(sequéncias de DNA CC[A/T]¢GG) localizadas nas regides promotoras dos
genes codificadores, que tém como fator de ligacdo os homodimeros do fator
de resposta ao soro (Serum Response Factor - SRF) e o cofator miocardina

(38).
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Figura 1. O processo de diferenciacdo das CMLV é altamente plastico e dependente da
integracdo de multiplos fatores ambientais. A figura sumariza os multiplos
elementos ambientais que, de forma comprovada ou hipoteticamente, séo
importantes na diferenciacdo das CMLV. Ela reforca o conceito de que a
modulagdo ou troca fenotipica € dependente de mdltiplos fatores, que atuam
determinando o padrdo de expressdo dos genes de proteinas contrateis de
musculo liso. Existem dois fenoétipos extremos: secretor (célula representada a
esquerda) e contratil (célula representada a direita), com um espectro de
fendtipos intermediarios entre eles. As multiplas setas entre as células ilustram
a complexidade de passos na transicao entre os fenétipos e séo representadas
duas vias, ao invés de uma via reversivel, para ressaltar que a modulacao
fenotipica nem sempre segue a mesma via para diferenciacdo e
desdiferenciacdo. Finalmente, a figura também apresenta a hipétese de que
células progenitoras da medula éssea (CMO) sejam capazes de se diferenciar
e atuar no processo de reparo vascular. (Adaptado de Owens, GK 1995) (33).

A miocardina viabiliza a ligacdo do SRF as caixas CArG, culminando
com o recrutamento da RNA polimerase Il (Pol Il) e com a expressdo dos
genes em questdo. Existem fatores que cooperam para a interacdo miocardina

— SRF- CArG, destacando-se o Prx1 (Paired-related homeobox gene-1) e os
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complexos formados pela interagdo entre a proteina PIAS1(Protein lhibitor of
Activated Stat 1) com os fatores basicos hélice-alga-hélice. Existem também
fatores que reprimem essa interacdo, como o KLF4 (Kruppel-like Factor 4), o
EIK-1 (ETS-like Transcriptor Factor 1) e o Herpl (HES-related Repressor
Protein 1). E justamente a combinacio desses fatores pro-expresséo e anti-
expressao que determina o fendétipo das CMLV em cada situacéo (30).

E importante ressaltar que o préprio status organizacional do
citoesqueleto a capaz de modificar a expressdo dos genes de proteinas
contrateis de musculo liso (33). Existem fatores de transcri¢cdo relacionados a
miocardina que sdo sequestrados no citoplasma pela actina monomeérica
globular (G-actina) e liberados quando h& polimerizacdo da actina (F-actina),
sendo, entdo, translocados ao nucleo onde, ao se associar ao SRF, levam a
expressdo dos genes de proteinas contrateis de musculo liso. Isso denota que
o SRF também funciona como sensor de polimerizagdo da actina e como
regulador da organizacéo do citoesqueleto (39).

Existem multiplos elementos capazes de modular o fen6tipo das CMLYV,
cuja acdo final principal envolve a modificagcdo da expressdo das proteinas

contrateis de musculo liso. Dentre esses moduladores, merecem destaque:

e Platelet-derived growth fator (PDGF) e Transforming growth fator B (TGFR):

sdo considerados elementos-chaves na modulacao fenotipica (40). O PDGF
regula negativamente a expressao dos genes de proteinas contrateis de
musculo liso (principalmente a-actina e SM-MHC) (41), estimulando a
proliferacdo e a migracdo das CMLV (42). O TGFpB, por sua vez, regula

positivamente os genes de proteinas contrateis de masculo liso (43);
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e Metaloproteinases de matriz (MPM): sdo endopeptidases produzidas pela

CMLV e por macrofagos, envolvidos no processo de remodelamento
vascular. Nas situacdes em que ha aumento das MPM, ha, paralelamente,

aumento da capacidade migratoria das CMLV (44);

e Vias de sinalizacdo Notch e Wnt: controlam a diferenciacdo das CMLV e a

modulacdo do seu fendtipo frente a diferentes estimulos ambientais por meio
da influéncia positiva ou negativa sobre fatores de transcricdo que

determinam a expressao génica das CMLV (31);

e MicroRNAs (miRNAS): Os miRNAs miR145 e miR143 regulam uma série de

moduladores da dinamica do citoesqueleto, sendo sua transcricdo modulada
pelo SRF e pela miocardina. Na auséncia desses miRNAs especificos, ha
desarranjo das fibras de actina e reducdo da capacidade migratoria das
CMLV. Como consequéncia, os vasos formados séo dilatados e ndo ha

formacdo de neointima em situa¢fes de injdria vascular (45);

e Fatores epigenéticos: recentemente, foi demonstrado que o fator de

transcricdo SRF e seu cofator miocardina sao incapazes de se ligar as
regibes promotoras de genes de proteinas contrateis de musculo liso, na

presenca de restricbes espaciais associadas a estrutura da cromatina,

principalmente devido a hiperacetilacdo de histonas (46).
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As apresentacbes das CMLV como absolutamente proliferativas
sintéticas (fendtipo secretor) ou como completamente quiescentes e contrateis
(fendtipo contrétil) sdo hoje reconhecidas como duas pontas de um espectro de
fendtipos intermediarios, visto que os fendmenos de diferenciacdo e
proliferacdo celular ndo sdo mutuamente excludentes (30, 47). Isso leva a

heterogeneidade fenotipica das CMLV.

1.4 Heterogeneidade fenotipica das CMLV

A funcdo primaria das CML em animais vertebrados maduros € a
contracdo (38). Visando ao desempenho dessa funcéo, as CML diferenciadas
expressam um repertorio de proteinas de citoesqueleto cuja interacdo garante
a célula a habilidade de manter sua forma e contrair quando houver estimulo
(38). Entretanto, as CML desempenham papéis diferentes conforme o érgao a
que pertencem (intestino, vasos, bexiga, vias aéreas), tanto na fase de
desenvolvimento quanto ap0s a maturacdo, e estdo sujeitas a estimulos
ambientais diferentes em cada um desses sitios (38). Ha, portanto, grande
heterogeneidade fenotipica dentro do grupo da CML, confirmando que as
funcBes exercidas por essas células em cada um dos érgaos em que elas
estdo presentes extrapolam em muito a contracao celular.

No caso especifico dos vasos sanguineos, existem evidéncias de que
as CMLV também nao sejam fenotipicamente homogéneas em toda a extensao
da arvore vascular (38). A mais importante delas diz respeito a existéncia de
heterogeneidade de distribuicdo de algumas doencas vasculares, sendo a

aterosclerose a de maior relevancia. Enquanto algumas regides séo resistentes
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ao desenvolvimento de placas de ateroma, como a artéria mamaria interna,
outras tém predilecdo para acometimento da doenca, como as artérias
coronarias, as carotidas e a aorta abdominal (48). Também é relevante a
variabilidade de sensibilidade da arvore vascular a drogas como o sildenafil,
cujos alvos sdo os vasos sanguineos do sistema reprodutivo masculino, sem
efeito clinico significativo em vasos como as coronarias (49).

Estudos fisioldgicos avaliaram as diferencas de expressao dos
genes de proteinas contrateis de muasculo liso entre os diversos leitos
vasculares. Ja foram observadas diferencas na regulacdo da expressao dos
genes SM22a e CRP1 entre leitos arteriais e venosos (50, 51), bem como
diferencas de expressdo do gene SM-MHC entre diferentes leitos arteriais (52).
No ultimo caso, o elemento CArG intrbnico mostrou-se imprescindivel para a
expressdo de gene SM-MHC em grandes artérias elasticas, mas dispensavel
em outros leitos, como o da artéria renal (52).

Ainda ndo foi elucidado se a heterogeneidade fenotipica regional
das CMLV é definida pela origem embriondria ou modulada por estimulos
ambientais como forcas mecénicas, interacdo célula-matriz e exposicdo a
estimulos vasoativos e neuronais, que variam ao longo da arvore vascular (38).
Ja foi demonstrado que CMLV com fenoétipos opostos (secretor versus
contratil), quando cultivadas in vitro, mantém sua disparidade de expressédo
génica e comportamento proliferativo, mesmo apos implante in vivo, sugerindo
pouca influéncia ambiental na determinagéo dessas variaveis (53).

Entretanto, varidveis ambientais como estresse de cisalhamento e
estiramento ciclico sabidamente alteram o fenotipo e a expressao génica das

CMLV. Tanto o estresse de cisalhamento quanto o estiramento ciclico
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modulam a expressdo de genes de proteinas contrateis de musculo liso (54,
55) e o ultimo interfere na capacidade proliferativa das CMLV (56) e na sintese
de MEC (57).

Sao conhecidas as diferencas de expressao génica regionais das
CMLV. No entanto, as alteracGes fenotipicas significativas resultantes dessa
heterogeneidade de expressao dos genes de proteinas contrateis de musculo
liso ainda néo foram propriamente demonstradas. Como alteracfes fenotipicas
entendem-se modificacdes na capacidade migratoria, no grau de proliferacdo e
na organizacdo do citoesqueleto celular, a dltima refletindo a mecanica das

CMLV.

15 Mecanica das CMLV

O termo mecanica celular engloba as propriedades da célula que
dependem, direta ou indiretamente, do citoesqueleto e da interacdo dele com o
meio extracelular. Destacam-se, nesse grupo, as propriedades de manutencao
de forma celular, migracdo, contragdo e mecanotransducdo. Os principais
componentes do citoesqueleto celular sdo os filamentos de actina, 0s
filamentos intermediarios, os microtubulos e as diversas proteinas de cross-link
desses filamentos, cuja organizagdo garante a reologia da célula (58).

In vivo, as forcas sdo transmitidas as células via MEC. As chamadas
proteinas integrais de membrana fazem uma ponte estrutural transmembrana
entre o citoesqueleto e a MEC, sendo a integrina a de maior relevancia por
compor as chamadas adesfes focais celulares (AF). As AF séo organelas de

adesao dependentes de integrina que conectam fisicamente o citoesqueleto a
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MEC por meio de um complexo macromolecular associado a membrana
celular. As AF séo estruturas dinamicas formadas por centenas de diferentes
moléculas, incluindo proteinas estruturais, quinases e fosfatases. A
composicdo das AF varia conforme o estimulo presente, sendo ele externo ou
interno a célula e, como consequéncia, as proteinas localizadas na AF variam
em quantidade e em localizacdo, conforme essas adesbfes se formam,

expandem ou desaparecem (59, 60).

A estrutura das AF é organizada em trés camadas principais: camada
de sinalizacdo da integrina, camada regulatéria da actina e camada de
transducéo de forca. As proteinas paxicilina e quinase de adesao focal (FAK)
se localizam na porcao citoplasmética da integrina, mais ou menos a 30nm de
distancia da membrana plasmatica, na camada de sinalizacdo da integrina. As
proteinas associadas a actina (zixina, VASP e a-actinina), por sua vez, se
localizam cerca de 50nm abaixo da membrana plasmética, na camada
regulatéria de actina. A talina é uma proteina grande que se liga tanto a
integrina quanto a actina, ndo pertencendo a uma camada especifica das AF. A
vinculina, no momento da formacéo da AF, é recrutada para a regido préxima a
membrana plasmatica, sendo redistribuida para a mesma regido da porcéo
final da talina, na chamada camada de transducéo de for¢a, conforme a AF se
torna estavel (59). A Figura 2 mostra, de forma simplificada, a organizacdo de

uma AF.
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Figura 2. Representacdo da organizacdo das adesdes focais. As forcas externas
sdo transmitidas da matriz extracelular (principalmente pela fibronectina),
via proteinas integrais de membrana a e B-integrina, as proteinas
associadas a membrana plasmética (proteina quinase de adeséo focal -
FAK, paxicilina — Pax, talina e proteina substrato associado a Crk — CAS)
e as proteinas ligantes de actina (a-actinina, talina e vinculina), estas
ultimas conectadas aos filamentos de a-actina. (Adaptado de Mofrad,
M.R.K. 2006) (58).

Apbs a sua formacéo, as AF podem ser fugazes, como no caso das AF
formadas nas projecdes citoplasmaticas de uma célula em migracao,
desaparecendo pouco tempo depois de sua organizacdo, ou podem maturar,
ficando estaveis e aumentando de tamanho, sendo isso associado a
polimerizagao dos filamentos de actina, com formacao das fibras de tenséo, e a
atividade da miosina Il (58). Sabe-se que a maturacédo das AF é deflagrada por

estimulos mecanicos extracelulares (aplicacdo de forca a superficie celular),
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situacdo em que ocorre aumento de proteinas reguladas positivamente por
forca nas AF com subsequente estimulo a organizacao das fibras de tenséo de
actina no citoplasma celular (Figura 3) (60).

As AF sdo essenciais para a organizacdo do citoesqueleto e para a
geracdo de forca pela célula. O citoesqueleto de actina € o principal alvo de
reorganizacdo pelas AF, sendo ele responsavel pela maior parte das
propriedades estruturais da célula, incluindo manutencéo de forma, contracao e

migracéo (60).

Mediada
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Integrina
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Mediada
Por

0 Integrina

AF
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Forga Mecéanica

a Proteinas sensiveis a forca (regulacdo negativa)
(0] Proteinas responsivas  forca (regulagdo negativa)
o Proteinas insensiveis a for¢a

Proteinas sensiveis a forca (regulagéo positiva)
Proteinas responsivas a forca (regulagdo positiva)
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# Fibras de Tensdo de Actina e Miosina
ﬁ
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Figura 3. Representacdo esquematica de como as proteinas das adesdes focais
(AF) sdo reorganizadas em resposta a forca mecéanica. Nas AF imaturas,
existem proteinas sensiveis a forga (quadrado azul) e responsivas a forga
(circulo verde) que transmitem o0s sinais provenientes do meio
extracelular ao ambiente intracelular via integrina. Na presenca de forga
mecanica, ocorre o amadurecimento das AF, com acumulo de proteinas
sensiveis a forca e responsivas a forgca positivamente reguladas por esse
estimulo (quadrado laranja e circulo amarelo, respectivamente), com
associada formacdo das fibras de tensdo de actina. (Adaptado de Kuo,
J.C. 2013) (60).
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Os filamentos de actina sdo formados pela polimerizacdo da actina
monomerica globular (G-actina) em filamentos torcidos (F-actina). Esses
filamentos se alongam e encurtam, continuamente, processo esse regulado por
muitos fatores, incluindo a concentracdo idnica do citoplasma e a acdo de
proteinas capazes de modificar os filamentos de F-actina (61). A partir desses
filamentos, pode ser formada uma rede tridimensional reticulo-simile composta
por fibras de tensdo mediante a atuacdo de proteinas ligadoras de actina,
sendo os principais exemplos a a-actinina, a fimbrina e a filamina (58). A actina
responde por cerca de 20% de todo o conteudo proteico celular e € a principal
componente estrutural da célula, sendo a rigidez de citoplasma
majoritariamente secundaria a organizacao de seus filamentos (61).

Além dos filamentos de actina, as outras estruturas proteicas que
compdem a rede estrutural do citoesqueleto sdo os microtubulos e os
filamentos intermediarios. Os microtibulos sdo importantes constituintes do
citoesqueleto celular, participando principalmente da formacédo de cilios e
flagelos, além de terem papel fundamental na divisdo celular. Eles
correspondem a cilindros ocos formados a partir da polimerizacdo das
proteinas tubulina a e B, apresentando alta rigidez. A semelhanga dos
filamentos de actina, os microtibulos sdo estruturas dindmicas, sofrendo
polimerizacdo e despolimerizagdo rapidas. Os filamentos intermediarios sédo os
componentes mais estaveis do citoesqueleto, pois pouco se modificam apds a
sua formacédo. Eles conferem estabilidade e resisténcia as ceélulas e tecidos
(58).

A modulacédo fenotipica das CMLV depende da expressao dos genes

de proteinas contrateis de mduasculo liso, que atuam na organizacéo
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tridimensional do citoesqueleto de actina (33). Dessa forma, o status
organizacional desse citoesqueleto reflete o fenétipo apresentado pelas CMLV,
em um determinado cenario fisioldgico ou patoldgico, o que é fundamental para
a execucdo das funcbes de migracdo e de contracdo celular, propriedades

definidoras dos polos fenotipicos secretor e contratil, respectivamente.

1.6 Contribuicdo da mecéanica das CMLV para a complacéncia global
dos vasos ap6s a fase de vasculogénese em situacdes
fisiolégicas e patoldgicas

7

Apbés a vasculogénese, o fendtipo apresentado pelas CMLV é
primordialmente contrétil (30). Nos vasos de resisténcia, as CMLV participam
ativamente na regulacédo do fluxo sanguineo aos tecidos e na regulacdo da
pressédo arterial, atuando na modificacdo do diametro vascular, mediada por
agonistas ou antagonistas de contracdo (62). Essa funcéo regulatéria depende
de modificagcbes na organizacdo do citoesqueleto das CMLV, além de
alteracdes na capacidade de adesao delas a MEC (principalmente colageno | e
fibronectina) (62). Em vasos elasticos, o conceito mais aceito, até muito
recentemente na literatura, era o de que a MEC, mais especificamente, elastina
e colageno, respondiam integralmente pela complacéncia vascular (1). A
contribuicdo das CMLV para as propriedades estaticas dos grandes vasos era
considerada insignificante, sendo sugerido que a sua eliminacdo n&o
comprometeria a mecanica vascular (1). Existem, entretanto, evidéncias de que
a estrutura organizacional e a capacidade de geracao de forca do citoesqueleto
de CMLV podem contribuir para a mecanica dos vasos elasticos, tanto em

situacgdes fisioldgicas quanto em situagcdes patologicas (63, 64).
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Alteracbes hereditarias de proteinas estruturais do citoesqueleto das
CMLV ja foram associadas a modificacdes significativas nas propriedades
mecanicas dos grandes vasos elasticos. Nesse contexto, foi constatado que
animais com mutacdes especificas no gene da cadeia pesada da miosina
(MYH11) apresentam CMLV com reducdo da capacidade de geracao de forca
e, em paralelo, reducdo da contratilidade da aorta, sem alteracGes
concomitantes na MEC (65). Essas células apresentam, ainda, reducédo da
expressdo de genes de proteinas contrateis de muasculo liso e maior taxa de
formacdo de neointima, apés estimulos especificos, sugerindo troca fenotipica
(65). Corroborando esses achados, 14% dos aneurismas de aorta toracica
hereditarios sado devidos a mutacdes do tipo missense no gene codificador da
a-actina de mdusculo liso, que respondem por alteracbes na estrutura do
citoesqueleto, especialmente na polimerizacdo da a-actina, levando a reducéo

na capacidade de contracao celular (63).

Recentemente, foi sugerida a participagcdo da mecéanica das CMLV nas
propriedades fisicas globais dos vasos em situagBes patoldgicas de
enrijecimento arterial associado a hipertensao e ao envelhecimento. O primeiro
estudo evidenciando essa associacéo foi publicado por Qiu H. et al, em 2010,
em que foi demonstrado que o enrijecimento senil da aorta de macacos era
acompanhado pelo enrijecimento das CMLV desse mesmo vaso, sem
alteracdes concomitantes na MEC (64). Esse achado foi reforgcado por estudo
que avaliou CMLV de ratos espontaneamente hipertensos e de ratos normais,
sendo constatada maior rigidez citoplasmatica das CMLV na situacdo de

hipertensdo. Nesse mesmo estudo, observou-se que a lesdo do citoesqueleto
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de CMLV causava reducéo do tbnus vascular em modelos de arcos de aorta

(66).

O estudo mais recente que reforca as evidéncias de que a mecanica
das CMLV exerce papel significativo no enrijecimento vascular associado a
hipertenséao e ao envelhecimento foi publicado por Sehgel NL et al (66). Nesse
estudo, foi avaliada a rigidez de citoplasma das CMLV e a sua adesdo a
fibronectina da MEC em ratos espontaneamente hipertensos jovens e senis,
com rigidez de aorta torécica. Ficou demonstrado que as CMLV sao mais
rigidas e mais adesivas a MEC, na situacdo de hipertensao, sem alteracdes de
coldgeno e elastina vascular, e que as duas alteracdes na mecanica celular se
agravam com o envelhecimento (66)(62). Essas evidéncias levantam a
hipétese de uma possivel participacao significativa da mecéanica de CMLV na

rigidez arterial.

A rigidez arterial € fator de risco independente para morbidade e
mortalidade cardiovascular (67, 68). Na pratica clinica, o diagndstico de rigidez
arterial é frequentemente feito pelo método n&do invasivo de medida da
velocidade de onda de pulso (VOP), que reflete a rigidez da aorta. Sabe-se que
um aumento de 1m/s da VOP adrtica corresponde a um aumento de 14% em
eventos cardiovasculares (infarto agudo do miocéardio, acidente vascular
cerebral, revascularizacdo do miocardio e sindromes adrticas), 15% em
mortalidade cardiovascular e 15% em mortalidade por todas as causas, apés
correcéo para idade, sexo e fatores de risco cardiovascular (67).

Existem algumas justificativas para a associagéo entre rigidez arterial e
morbidade cardiovascular. A primeira delas € que os vasos elasticos rigidos

aumentam a pés-carga cardiaca, levando a sobrecarga de ventriculo esquerdo
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e prejuizo a perfusdo miocardica. Além disso, o enrijecimento vascular se
associa a intensificacdo da hipertensao arterial (67). Em nivel molecular, ja foi
demonstrado que os vasos rigidos apresentam maior taxa de captacdo de
colesterol, de disfuncdo endotelial e de transmigracdo de leucdcitos,
justificando uma maior propenséao a formacao de placas ateroscleroéticas (69).

A rigidez arterial estd associada a diversos fatores de risco
cardiovascular, como tabagismo (70), diabetes mellitus (71, 72),
hipercolesterolemia (71) e hipertensdo arterial sistémica; as condicfes clinicas
de insuficiéncia cardiaca congestiva e insuficiéncia renal cronica dialitica (73-
75), e a algumas situacdes fisiologicas, como raca preta, sexo feminino poés-
menopausa e envelhecimento (67). A Figura 4 expde 0s principais mecanismos
associados a fisiopatogenia da rigidez arterial, destacando-se as modificacdes
da MEC, com acumulo de colageno e fibrose da camada média vascular. O
enrijecimento do citoplasma de CMLV, descrito em associagéo a rigidez arterial
associada a hipertensado arterial sistémica e ao envelhecimento em modelos
animais, ainda nao foi estudado em outras situacdes fisiolégicas e patoldgicas
associadas a reducdo de complacéncia vascular.

Diversos fatores foram associados, de forma independente, a reducéo

de complacéncia de grandes vasos elasticos:
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MEC
* Fibrose eaumentode coldgeno

* Acumulode produtos finais de glicosilagdo avancada
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Figura 4. Mecanismos associados a fisiopatogenia da rigidez arterial. Dentre os

fatores apresentados, destacam-se as modificagdes da matriz extracelular
(MEC), principalmente, levando ao aumento de colageno na camada
meédia vascular. A participacdo das CMLV é frequentemente atribuida a
reducdo da biodisponibilidade de NO por disfuncdo endotelial. O
enrijecimento do citoplasma de CMLV é um mecanismo proposto
recentemente e descrito em associacdo a rigidez arterial associada a
hipertensdo arterial sistémica e ao envelhecimento. (Adaptado de Jia, G
2015) (76)

. Envelhecimento

Na rigidez arterial senil, as modificacbes na MEC e o enrijecimento de
CMLV contribuem para o aumento da rigidez vascular. Com o avanco da idade,
h&a aumento progressivo na quantidade de colageno e reducédo relativa da
elastina na camada média vascular(77). H4 também aumento de rigidez de

citoplasma e hipertrofia das CMLV (31). O enrijecimento das CMLV, nesse
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caso, se deve ao processo de senescéncia celular, que cursa com reducao de

plasticidade e de capacidade de reprogramacéo dessas células (31).

o Sexo feminino pdés-menopausa

A rigidez arterial tem comportamento distinto entre mulheres e homens.
Antes da menopausa, as mulheres tém menor VOP e menor pressao de pulso
em relacdo aos homens saudaveis, mas ja se mostram mais sensiveis aos
fatores de risco favoraveis para enrijecimento arterial (78). Apdés a menopausa,
as mulheres apresentam maior pressdo de pulso e maior VOP do que os
homens (79), achado esse hipoteticamente associado a diferencas intergénero
na estrutura da aorta, apesar de a literatura carecer de estudos que avaliem

essas diferencas (78).

° Ancestralidade racial

A ancestralidade racial individual estd associada a estrutura e a
funcionalidade de vasos, tanto da macrovasculatura quanto da
microvasculatura (80). Individuos de raca preta*' apresentam artérias com
menor capacidade de dilatacdo a estimulos vasodilatatérios e maior
capacidade de contracdo a estimulos agonistas de CMLV (81-83), além de
maior rigidez arterial proximal em relagdo a individuos brancos (80, 84). Existe
a hipotese de que o aumento da atividade de enzima creatino-quinase (CK) nas

CMLV responda por parte das alteragdes encontradas (85).

! Nomenclatura em concordancia com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
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° Diabetes Mellitus

Nos pacientes com diabetes mellitus, o desenvolvimento de rigidez
arterial esta relacionada ao avanco da idade, a presenca de hipertensao arterial
sistémica, a duracdo do quadro de resisténcia a insulina e a insulinoterapia
(86). Na camada média dos vasos, ha aumento do contetdo e das ligacdes
transversais de colageno na MEC (87) e acumulo de produtos finais de
glicosilacdo avancada (88). As CMLV apresentam maiores concentracdes de
espécimes reativas de oxigénio e sd0 menos responsivas ao estimulo
vasodilatatério mediado por 6xido nitrico (NO) (89). Existe, ainda, ativacdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, sendo que a angiotensina Il e a
aldosterona atuam modulando a rigidez arterial pelo aumento da atividade da
enzima oxidase de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
levando a reducédo da disponibilidade de NO, que € estimulo vasodilatatorio as

CMLYV (76).

o Hipertensao Arterial Sistémica

A hipertensdo arterial, até recentemente, era vista como causa de
rigidez de grandes vasos elasticos. A hipétese mais aceita era a de que a
elevacédo da pressao arterial, particularmente da pressdo de pulso (diferenca
entre pressao sistdlica e pressdo diastdlica), causaria aumento no estresse
pulsatil aplicado a parede da aorta, acelerando a degradagdo da elastina da

camada média desse vaso (90). Entretanto, existem evidéncias de que a
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rigidez da aorta precede o aumento na pressdo de pulso, estando associada
com o aparecimento de hipertensdo e com a progressao dos niveis pressoricos
(91, 92). No cenario experimental, a hipertensdo arterial estd associada a

rigidez de grandes vasos e ao enrijecimento citoplasmatico das CMLV (66).

o Tabagismo

O tabagismo esta associado a reducdo de complacéncia de vasos de
grande e médio calibre, causando aumento da VOP tanto agudamente, apdés
exposicdo a fumaca do tabaco, quanto cronicamente, em pacientes tabagistas
ativos ou passivos (70, 93). Dentre os fatores aventados para justificar essa
alteracdo da mecénica vascular, destaca-se a reducdo da disponibilidade de
NO, por alteragdo de expressao e atividade da enzima NO sintase endotelial,
levando a disfuncdo vasomotora (94). Ja foi demonstrado que a rigidez de
grandes vasos pode estar presente na auséncia de qualquer modificacado
estrutural da parede arterial (93) e que a cessacédo da exposicdo melhora os

indices de VOP, porém sem retorno aos valores basais (94).

Existe variabilidade interindividual de rigidez de grandes vasos entre
individuos de mesma idade e entre diferentes cortes histol6gicos de um mesmo
individuo, sugerindo modulacdo genética desse traco biolégico, além da
atuacdo dos fatores ambientais (87). N&o ha, entretanto, demonstracdo de
variabilidade interindividual de mecanica das CMLV, fator que possivelmente

poderia contribuir para esse cenario.
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1.7 Lacunas cientificas identificadas

No vaso adulto, as CMLV apresentam fendtipo contratil, com alta
expressao de genes de proteinas contrateis de musculo liso, baixas taxas de
proliferacéo celular e de secrecdo de MEC. Entretanto, existe variabilidade de
expressdo génica entre CMLV de diferentes territérios vasculares, sugerindo
que o fenodtipo apresentado por essas células seja heterogéneo ao longo da
arvore arterial e modulado por fatores regionais. As propriedades mecanicas
das CMLV estdo diretamente envolvidas com a expressao dos genes de
proteinas contrateis de musculo liso, configurando elemento importante para a
determinacdo do fendtipo dessas células. Ndo ha estudos que avaliam a
existéncia de variabilidade da mecéanica das CMLV entre os diferentes leitos
arteriais, e também se desconhecem os moduladores regionais desse traco
biologico.

A associacdo entre enrijecimento de CMLV e desenvolvimento de
rigidez arterial foi proposta, muito recentemente, em literatura, tendo sido
apresentada para as situacOes de hipertenséo arterial e rigidez arterial senil,
apenas em modelos animais. E possivel que outras condi¢cdes clinicas e
demograficas associadas a rigidez arterial possam cursar com enrijecimento de
CMLV. A constatacdo de que a rigidez de CMLV é um fator significativo para a
fisiopatologia da rigidez arterial tem uma importancia clinica relevante, visto
que representa um potencial alvo terapéutico.

Existe variabilidade interindividual de complacéncia vascular.

Entretanto, nunca foi avaliado se as propriedades mecanicas das CMLV
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apresentam esse mesmo tipo de variabilidade, comportando-se como um trago

bioldgico.



2. Objetivos
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2.1

2.2

Objetivos gerais

Estudar as propriedades mecanicas das CMLV em situacdes
fisioloégicas, ao longo da arvore arterial, e em situacdes patologicas

sabidamente associadas a rigidez arterial.

Objetivos especificos

Avaliar a modificacdo progressiva das propriedades mecanicas das
CMLV, durante o cultivo in vitro, visando determinar as melhores
condi¢cOes experimentais para o estudo da mecanica celular de forma a

permitir a extrapolacao dos resultados obtidos para o cenério vascular.

Avaliar a existéncia de variabilidade das propriedades mecénicas e de
organizacdo do citoesqueleto entre CMLV de diferentes leitos arteriais,
correlacionando as variacdes identificadas com o ambiente da tunica

média dos vasos de origem.

Identificar possiveis fatores moduladores regionais das propriedades

mecéanicas das CMLV.

Identificar se existe variabilidade interindividual da viscoelasticidade das
CMLV.

Avaliar se as variaveis clinicas idade, sexo, ancestralidade genética
africana, tabagismo e diabetes mellitus associam-se ao enrijecimento de
CMLV.



3. Materiais e Métodos
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3.1

Desenho do estudo

O estudo foi dividido em trés fases:

v' Estudo do comportamento mecanico das CMLV in vitro (Fase 1)

CMLYV isoladas a partir de diferentes artérias tiveram suas propriedades
viscoelasticas quantificadas ao longo de varias passagens celulares

(subcultivos). Figura 5.

Avaliacdo da variabilidade das propriedades mecanicas das CMLV
provenientes de diferentes leitos arteriais (Fase 2)

Fragmentos vasculares provenientes de sete diferentes leitos arteriais de
modelos porcinos foram avaliados quando a composicdo de MEC e
guanto a organizacdo e ultraestrutura das CMLV na camada média. As
CMLYV isoladas dessas diferentes artérias foram submetidas as seguintes
analises: mensuracao de rigidez de citoplasma, analise da organizacdo do

citoesqueleto, andlise de ciclo celular e expresséao proteica. Figura 6.

Avaliacdo da capacidade de variaveis clinicas associadas a rigidez
arterial de modular a mecéanica das CMLYV (Fase 3)

CMLYV isoladas a partir de fragmentos de artéria mamaria de pacientes
submetidos a cirurgia de revascularizagcdo do miocardio foram avaliadas

guanto as suas propriedades mecanicas, sendo correlacionadas com as
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variaveis: sexo, idade, ancestralidade genética africana, diabetes mellitus

e tabagismo. Figura 7.

Fase 1

Fragmentos de artérias de porcos | —» Isolamento

e cultivoin vitro
de CMLV

(Método explante
primario)

Acompanhamento
das CMLV
por varios subcultivos

/

Avaliagdo || Microscopia confocal Western
de (avaliaco citoesqueleto) Blotting
rigidez {proteinas
celular citoesqueleto e
[OMTC) Colédgenotipo 1)
Figura 5: Desenho da primeira fase do estudo. O objetivo desta fase era estudar o

efeito do cultivo in vitro sobre o comportamento mecéanico das CMLV.
Para tal, as CMLV tiveram suas propriedades viscoelasticas avaliadas
guantitativamente ao longo de varias passagens celulares (subcultivos).
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Fase 2

Diferentes artérias de cinco modelos porcinos:
- Corondria

- Aorta Toracica

- Maméria (direita e esquerda)

- Carétida (direita e esquerda)

- Aorta Abdominal

- Renal (direita e esquerda)

- Femoral (direita e esguerda)

)

Isolamento Histologia Microscopia
e cultivo in vitro (coloragdo Eletrénica
de CMLV Picrosirius / de Transmisséo
(Método explante Verhoeff) (area de MEC e de CMLV,
primério) relagdo MEC/CMLY,
tamanho de adesdes focaisde membrana)

N

Avaliacdo de Analise Microscopia Extragdo
rigidez celular ciclo celular confocal proteica
(OMT{:) (alinhamentofibras tensdo [
¢ tamanho adesdes focais) ¢
Experimento de [ _s,| Experimento de Prote:.imi_ca
estiramento 24h estiramento 48h Quantitativa
Shotgun
Figura 6: Desenho da segunda fase do estudo. Esta fase tinha como objetivo

avaliar a existéncia de heterogeneidade de propriedades mecanicas entre
CMLV de diferentes leitos arteriais. Para atingir o objetivo, fragmentos
provenientes de sete diferentes leitos arteriais de modelos porcinos
foram avaliados quando a composi¢cdo de MEC e quanto a organizagéo da
camada meédia. As CMLV isoladas das diferentes artérias foram
submetidas as seguintes andlises: mensuracgéo de rigidez de citoplasma,
andlise da organizacdo do citoesqueleto, andlise de ciclo celular e
expressao proteica.
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80 pacientes
submetidos
acirurgiade
revascularizacdo
miocardica
| |
Isolamento Extragéo Anidlise de
e cultivo DNA prontuario
in vitro (sangue
de CMLV periférico)
de artéria
mamaria
(Método explante l
primério)
Determinagfo
de
l ancestralidade
racial
Avaliacdo de genética
rigidez celular
(OMTC)
Figura 7: Desenho da terceira fase do estudo. O objetivo desta fase foi avaliar se

variaveis clinicas sabidamente associadas a redu¢do de complacéncia de
grandes vasos tinham a capacidade de alterar o comportamento
mecanico das CMLV. Para atingir o objetivo, CMLV isoladas a partir de
fragmentos de artéria mamaria de pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacdo do miocéardio foram avaliadas quanto as suas
propriedades mecénicas, sendo correlacionadas com as variaveis clinicas
sexo, idade, ancestralidade genética africana, diabetes mellitus e
tabagismo.

3.2 Materiais e Métodos (Fase 1)

3.2.1 Procedimento cirargico nos modelos porcinos

Fragmentos de artérias aorta (toracica e abdominal), femoral, renal,

mamaria e carotida foram coletados de cinco porcos Sus scrofa domesticus,
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linhagem MS60 EMBRAPA (Granja RG, Suzano — SP), todos de mesma idade
(quatro meses), sexo (fémeas) e peso (entre 15 e 20 kg). Os animais foram
pré-anestesiados com cloridrato de cetamina (10mg/kg) e midazolam
(0,4mg/kg), sendo submetidos a intubacdo orotraqueal antes do inicio do ato
cirdrgico. A anestesia foi iniciada com tiopental sodico (10mg/kg) e mantida
com isoflurano em ventilador durante todo o procedimento. Uma dose Unica de
10.000 Ul de heparina ndo fracionada foi administrada no inicio da cirurgia.
Realizou-se antissepsia das regifes de interesse com solu¢cdo degermante
alcoodlica e nado alcodlica. Todas as cirurgias foram realizadas pelo mesmo
cirurgido vascular. Depois que 0os segmentos vasculares tinham sido extraidos,
0s animais, ainda anestesiados, foram sacrificados com uma dose alta de
cloreto de potassio (30 mL). O procedimento foi realizado de acordo com o
previsto pelo comité de ética local (CAPPesq - Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da USP).

3.2.2 Isolamento e cultivo in vitro das CMLV

As CMLV foram isoladas por meio da técnica de explante primario
(Figura 8). Primeiramente, os lumens dos vasos foram abertos e um pequeno
estresse fisico foi aplicado de forma a remover a camada de células
endoteliais. Em seguida, os vasos foram cortados em pequenos fragmentos
(4mm x 4mm), que foram colocados em uma placa plastica contendo seis
pocos de cultura previamente recobertos com gelatina cutanea porcina 3%
(Sigma Aldrich®, catalogo G9136). Aos pocos contendo os fragmentos

vasculares, foi acrescentado 1mL do meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
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Modified Eagle Medium) com alta concentracdo de glicose (Gibco®, catalogo
12100-046), suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado (Gibco®,
catdlogo 160000-044), 100 unidades/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Gibco®, catalogo 15140-122). Esse meio de cultura foi trocado
a cada dois dias. Quando as CMLYV isoladas passaram a revestir os pocos, elas
foram tripsinizadas e replaqueadas em garrafas de cultura do tipo T25, sendo
isso considerado a primeira passagem da cultura ou o primeiro subcultivo. A
partir desse ponto, a expansao celular foi feita na proporcdo 1:2 e a troca de
meio, trés vezes por semana. A cada expansdo havia aumento sequencial no
namero da passagem da cultura. As CMLV isoladas foram marcadas para a-
actina de musculo liso (Santa Cruz Biotechnology, sc-53142, 1:400) e miosina
de musculo liso e esquelético (Sigma Aldrich, M7648, 1:400) e caracterizadas

usando microscopia confocal (positividade superior a 95%).
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e A

Artéria

(limen aberto) h 7
Placa de cultura com
fragmentos vasculares

CMLV isoladas

Fragmento vascular original

Figura 8. Técnica de explante primério. As artérias foram abertas e cortadas em
pequenos fragmentos, os quais, por sua vez, foram colocados em placas
de cultura com meio apropriado. As CMLV foram isoladas a partir dos
fragmentos vasculares.

Nessa primeira fase do estudo, foram selecionadas cinco culturas in
vitro de CMLV (originarias de vasos distintos) para serem mantidas, por longo
periodo de tempo, e avaliadas quanto a viscoelasticidade de suas células,
usando o ensaio de OMTC, em diferentes subcultivos (passagens). As cinco
culturas escolhidas e o numero das passagens analisadas foram: aorta

(passagens 4, 5 e 7), femoral (passagens 4, 8, 10 e 11), renal (passagens 4, 5,

6 e 7), mamaria (passagens 4, 5, 6 e 8) e car6tida (passagens 4, 5, 8, 10 e 11).
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3.2.3 Avaliacdo de mecanica celular por Citometria Magnético Otica de
Oscilacao (Optical Magnetic Twisting Cytometry - OMTC)

A técnica de OMTC foi validada pelos grupos Fabry B. et al e Fredberg
J.J. et al (95, 96). Trata-se de uma ferramenta para medir a viscoelasticidade
celular em que um torque magnético sinusoidal é aplicado sobre granulos
ferromagnéticos intrinsecamente ligados ao citoesqueleto celular. Esses
granulos sdo recobertos pelo peptideo RGD, que se liga a integrina de
membrana, a qual, por sua vez, é ligada a a-actina do citoplasma (95). A
movimentacado dos granulos com o campo magnético oscilatério € registrada e
quantificada, sendo a traducdo da viscoelasticidade do citoplasma subjacente
(Figura 9). Uma das grandes vantagens da técnica de OMTC é que ela permite
a avaliacdo mecanica das células quando elas estdo aderidas ao substrato,
mantendo a organizac¢do do citoesqueleto. A maior parte das outras técnicas
disponiveis avalia as células em suspensao e, portanto, com as fibras de a-
actina desorganizadas. A técnica de OMTC foi realizada em quatro etapas:
preparo dos granulos ferromagnéticos, preparo das CMLV para o experimento,

ensaio propriamente dito e analise dos resultados.
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Figura 9. Principio da técnica de Citometria Magnético Otica de Oscilagdo (Optical
Magnetic Twisting Cytometry - OMTC). Os granulos ferromagnéticos
ancorados a superficie celular sdo magnetizados horizontalmente por um
sistema de magnetizacdo (setas grandes), de forma que cada granulo se
torna um magneto. A seguir, 0 campo magnético introduz um torque
oscilatério vertical (setas verticais cinzas) que leva os granulos a girarem
e se deslocarem. O movimento dos gradnulos é modulado pelas
propriedades viscoelasticas do citoplasma subjacente, sendo utilizado
para calculo das varidveis de mecanica celular. M denota a dire¢ao do
momento magnético da esfera. (Adaptado de Fabry, B. 2001) (96).

o Preparacdo dos granulos ferromagnéticos

Os granulos ferromagnéticos utilizados neste estudo foram fabricados
pela Escola de Saude Publica de Harvard (Boston, EUA). Eles apresentavam
4,5 um de didmetro e encontravam-se suspensos em solugdo de etanol em
tubos de Eppendorf. Foram realizados cinco ciclos de centrifugacéo e lavagem
do conteudo dos tubos com solugdo tampdo de Phosphate Buffered Saline

(PBS) estéril. Apos a ultima centrifugacédo, os granulos foram suspensos em
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solucédo tampdao de carbonato estéril, apresentando uma concentracéo final de
1mg/mL. O peptideo sintético contendo a sequéncia Arg-Gly-Asp (RGD) foi,
entdo, acrescentado aos tubos para revestir a superficie dos granulos. Até o
momento de sua utilizacdo, os tubos contendo os granulos ferromagnéticos

foram mantidos em rotacdo continua, em temperatura entre 4 e 6°C.

o Preparo das CMLV para o experimento de OMTC

As CMLV foram desprendidas das garrafas de cultura por tripsinizacao,
quantificadas em camara de Newbauer e plagueadas em concentracdo de 1 X
10* células por poco nas placas de cultura especificas para a técnica de OMTC
(Corning®, catalogo 9102). Os pocos tinham sido previamente recobertos por
gelatina cutanea porcina 3% (Sigma Aldrich®, catalogo G9136). Doze horas
apos o plaqueamento, a confluéncia das CMLV nos pocos foi avaliada e, se
superior a 95%, realizou-se troca do meio de cultura DMEM com 20% de soro
fetal bovino por DMEM sem acréscimo desse soro. As CMLV foram mantidas
em incubadora a 37°C por 24h em caréncia de soro. Apés esse periodo, 0s
granulos ferromagnéticos foram adicionados as CMLV em uma concentracéo
de 10ug por poco e elas permaneceram incubadas a 37°C por 20 minutos. Ao
final desse periodo, as CMLV foram lavadas uma vez com meio de cultura
DMEM sem soro fetal, com o objetivo de remover os granulos frouxamente
ligados a superficie celular. A Figura 10 mostra as CMLV recobertas pelos
granulos ferromagnéticos imediatamente antes do inicio das medidas

mecanicas.
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Figura 10. CMLV recobertas pelos granulos ferromagnéticos. A. Imagem de
microscopia eletrénica de varredura (1000x) de CMLV com gréanulos
magnéticos aderidos a sua superficie. B. Imagem em microscépio 6tico
das CMLV aderidas em po¢o de cultura imediatamente antes do inicio do
experimento de OMTC (10x). (Arquivo pessoal).

o Técnica da Citometria Magnético Otica de Oscilacdo (Optical

Magnetic Twisting Cytometry - OMTC)

Os pogos contendo as CMLV recobertas por granulos magnéticos
foram posicionados, individualmente, no centro de uma placa circundada por
bobinas de magnetizacdo, em microscopio invertido (Leica DMI-4000), com
camera de video com dispositivo de carga acoplado (camera CCD) (Figura 11).
Os ensaios foram controlados por computador usando o software desenvolvido
pelo Laboratério de Microreologia e Fisiologia Molecular do Instituto de Fisica
da USP e as imagens foram adquiridas em aumento de 10x. Os granulos
foram, inicialmente, magnetizados horizontalmente com 9.000 G, de forma que
cada granulo se tornou um pequeno magneto. Em seguida, aplicou-se um

campo magnético vertical mais fraco (90 G) e oscilando a 0,75Hz, causando
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rotacdo e movimentacdo forcada dos granulos. Esse deslocamento em

decorréncia da oscilacdo do campo magnético foi registrado pela camera CCD.

contendo - :
CMLV i - N
’ Bobinas de LS

magnetizagao

Figura 11. Imagem do posicionamento dos poc¢os de cultura contendo CMLV
recobertas por granulos magnéticos no experimento de OMTC.

A razéo entre a Transformada de Fourier do torque especifico aplicado
(T*w) e o deslocamento do granulo (d*w) definiu a rigidez aparente da célula,

g*(w), cuja unidade de medida é Pa/nm.

g*(w) = g'(w) +ig"(w) = TH(w)/d*(w)

Desse valor derivaram o modulo elastico g’, 0 modulo dissipativo g” e a
histerese n (g”/ g’). A rigidez aparente g*(w) foi convertida no modulo de
cisalhamento G*, apOs levar em consideracdo a forma e a espessura das
células, bem como o grau de penetracdo dos granulos, baseando-se em

simulacdes prévias (97). |G*| na frequéncia de 0,75Hz foi definido com G.
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. Analise dos resultados

Cada experimento de OMTC dava origem a um documento de texto em
gue constavam as posi¢des dos granulos identificados, no eixo x e y, em todas
as imagens analisadas em intervalos de tempo pré-programados. Esse
documento foi analisado em software Matlab® usando programa especifico
desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Dr. Jeffrey Fredberg, da Escola de
Saude Publica da Universidade de Harvard, e adaptado as condicGes
experimentais do nosso grupo. As variaveis resultantes dessa analise (G, G,
G” e n) refletiam a viscoelasticidade das CMLV do poco avaliado.
Alternativamente, foi usado outro programa desenvolvido pelo grupo do
Laboratério de Microreologia e Fisiologia Molecular do Instituto de Fisica da
USP, em que o resultado de G, G’, G” e n era dado por granulo avaliado. Neste

estudo, optou-se por realizar a analise por poco.

3.2.4 Avaliacao das fibras de a-actina do citoesqueleto de CMLV por
microscopia confocal

Foram selecionadas CMLV provenientes de quatro culturas celulares
em diferentes passagens (subcultivos) para a realizacdo dessa técnica: renal
(passagens 9 e 12), femoral (passagens 6, 8 e 9), mamaria (uma cultura foi

analisada em passagens 7 e 10 e a outra, em passagens 9 e 12).

Para o protocolo de imunofluorescéncia, as CMLV foram cultivadas em

laminulas de vidro previamente recobertas com gelatina porcina 3% (Sigma
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Aldrich®, catadlogo G9136). Dois dias apés o plagueamento em laminulas, as
CMLV foram fixadas com paraformaldeido 4% por 60 minutos em temperatura
de 4°C. Em seguida, as CMLV foram permeabilizadas durante 30 minutos com
0,1% de Nonidet-40 PBS (Sigma Aldrich®), bloqueadas durante a noite com
albumina de soro bovino 1% (BSA, Sigma Aldrich®, cédigo A9418) e incubadas
por 3 horas com o reagente faloidina previamente conjugado com Alexa
(AlexaFluor 488 Phalloidin®, Invitrogen, 1:400). A faloidina é um peptideo
biciclico que marca seletivamente a F-actina, com baixa taxa de marcacao
inespecifica. A aquisicdo das imagens foi feita usando microscépio confocal
LSM 510 META. Houve normalizacdo usando laminas sem marcacéao (brancas)
e a magnificacdo escolhida foi de 20x. As imagens foram analisadas por meio
do programa ImageJ®. Avaliou-se a intensidade de sinal por regido de
interesse, que, no caso, era a area celular. A variavel obtida foi expressa em

escala de cinza.

3.2.5 Quantificagdo das proteinas a-actina de musculo liso e colageno |
por Western Blot

Foi realizada a quantificagao de a-actina e colageno | em uma mesma
cultura de CMLV em sete subcultivos (de 7 a 13). As placas de cultura
selecionadas foram lavadas duas vezes com PBS e, a seguir, adicionou-se
100pL de tampéo de extracdo de proteinas (1% TRITON X-100, 1ImM EGTA,
1mM EDTA, 5mM KCI, 2mM MgClI2, 25mM HEPES) suplementado com PMSF

(Sigma Aldrich®), inibidor de fosfatase 1 e 2 (Sigma Aldrich®) e inibidor total de
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protease (Sigma Aldrich®). Esse tampdao foi usado para romper as células e
permitir a extracao proteica. As amostras obtidas (5 e 15 pg) foram submetidas
a separacao proteica por técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE. Apoés a eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas para uma
membrana de nitrocelulose (GE Healthcare®). A membrana foi incubada em
solucdo tampao bloqueadora e, depois, foram acrescentados os anticorpos
contra colageno tipo | (Santa Cruz Biotechnology, catalogo #sc8784) e a-actina
de célula de musculo liso (Santa Cruz Biotechnology, catalogo #sc-53142). A
deteccdo foi feita usando reagentes quimioluminescentes enriquecidos (GE
Healthcare®) e a analise densitométrica foi realizada usando o programa
ImageJ®. Os niveis de proteina GAPDH (Abcam, catalogo ab22555) foram

usados para normalizar os resultados.

3.2.6 Anélise estatistica

As variadveis mecanicas G e n foram correlacionadas com o nimero de
subcultivos (passagens) in vitro para cada uma das culturas avaliadas. A
correlacéo foi feita pelo teste de correlacdo de Spearman, sendo considerado
como estatisticamente significativo um p valor inferior a 0,01. As células de
mesma cultura e passagens distintas foram comparadas entre si quanto a
intensidade de sinal por célula, variavel resultante da analise das imagens de
imunofluorescéncia marcadas com faloidina, usando o teste t-Student (se duas
amostras) ou ANOVA one-way (mais de duas amostras). Foi considerado como

estatisticamente significativo um p valor inferior a 0,01.
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3.3 Materiais e Métodos (Fase 2)

3.3.1 Amostras biologicas estudadas

Fragmentos das artérias aorta (abdominal e toracica), femoral, renal,
mamaria, carotida e coronaria foram obtidos de modelos porcinos operados de
acordo com o descrito no item 3.2.1. De cada um dos cinco animais operados,
ao menos um fragmento de cada lateralidade dos leitos arteriais escolhidos foi
coletado. Os vasos foram utilizados para trés fins: isolamento de CMLV,
marcacdo imuno-histoquimica de proteinas da MEC e analise da camada

meédia por microscopia eletrénica de transmissao.

3.3.2 Isolamento e cultivo in vitro de CMLV

Os fragmentos dos vasos foram usados para isolamento das CMLV por
meio da técnica de explante primario, descrita no item 3.2.2. A fim de limitar o
impacto da permanéncia das CMLYV in vitro sobre a mecéanica celular (98), o
ensaio de OMTC, os experimentos de estiramento ciclico e os experimentos de

imunofluorescéncia foram realizados com CMLV em até quinta passagem.

3.3.3 Analise de ciclo celular

As CMLV foram plaqueadas em garrafas de cultura do tipo T75 e

cultivadas até atingir confluéncia entre 90 e 100%. A seguir, as CMLV foram
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submetidas & tripsinizacdo, centrifugacdo (5 minutos, 1699 x g, 4C) e
suspensao em PBS. As CMLV em suspensédo foram contadas em camara de
Neubauer e 1x10° células foram lavadas duas vezes com PBS a 4°C. Ao final
da ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, fixado com
1mL de etanol 70%, a 4°C, durante o periodo de uma noite. Apds esse periodo,
as células foram centrifugadas durante 5 minutos a 4 C (4.248 x g) e lavadas
duas vezes com PBS. Na ultima lavagem, o sobrenadante foi desprezado e as
células foram suspensas em 500 pL de solucéo para coloracdo de DNA (20
pg/mL de PI, 100pug/ml de RNase A em PBS e 0,1% de Triton-X) durante 30
minutos, a 37°C. O material com DNA foi analisado utilizando o equipamento
FACSCalibur Flow Cytometer (BD®). A populacdo de células em cada fase do

ciclo celular foi determinada utilizando o software CellQuest Pro (BD®).

3.3.4 Caracterizacao histolégica dos vasos

Os cortes histolégicos de todas as artérias, preservados em parafina,
foram corados com Verhoeff Van-Gieson (ElasticStain Kit, Sigma Aldrich®,
ndamero de catalogo HT25A) e com RedPicro-sirius (Sigma Aldrich®, codigo
P6744). Os cortes foram primeiramente desparafinados e hidratados. Em
seguida, foi realizada a seguinte sequéncia de procedimentos: coloracdo com
solucéo de Verhoeff, durante 1 hora; lavagem (duas vezes); diferenciagcdo em
2% de cloreto férrico (1 - 3 minutos); lavagem com agua da torneira; tratamento
com tiosulfato de sodio a 5%, durante 1 minuto; lavagem, durante 5 minutos;
contraste em solugdo de Van Gieson, durante 3 minutos; desidratagdo com

alcool a 95% e imersdo em xileno (3 minutos / duas vezes). No protocolo de
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coloracdo Picro-sirius, os cortes desparafinados e hidratados foram corados
com RedPicro-sirius, por uma hora, lavados em agua acidificada (duas vezes),
desidratados em etanol 100% (trés vezes) e imersos em xileno.

O material corado foi analisado por meio do software LeicaQwin®. Foi
calculada a porcentagem de fibras elasticas (marcacao Verhoeff) e de fibras de
colageno (marcacao Picro-sirius) na tunica média de cada artéria estudada.
Também foram avaliados os dados anatomicos de diametro interno do lumen e
de espessura da camada média. O nome da artéria nao foi revelado para o
pesquisador durante a etapa de quantificacdo. Em vez disso, um cdédigo
numeérico foi atribuido a cada corte.

Os leitos arteriais foram comparados estatisticamente em termos de
percentagem de elastina na camada média, percentagem de colageno na
camada média, diametro interno, espessura da camada média e relacéo
espessura camada média / didmetro interno usando o teste ANOVA one way.

Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.

3.3.5 Microscopia eletrénica de transmisséo

Os fragmentos de artéria destinados a microscopia eletrbnica de
transmissdo foram preservados em solucdo de Karnovsky modificada
imediatamente ap0s sua retirada dos modelos animais. As amostras foram
processadas de acordo com a metodologia descrita por Watanabe e Yamada
(99). As imagens foram adquiridas utilizando equipamento Jeol -1010, no

Instituto de Ciéncias Biomédicas lll - USP.
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As imagens obtidas foram analisada por meio do software ImageJ® por
dois pesquisadores em momentos distintos. Calculou-se a area ocupada por
matriz extracelular (MEC) na camada média vascular, a area ocupada por
CMLV nessa mesma camada e a razdo entre essas duas areas. O tamanho
das adesoes focais de membrana das CMLV também foi mensurado.

Os segmentos arteriais foram comparados entre si em termos das
variaveis mensuradasusando o teste ANOVA one-way, sendo p valor inferior a
0,05 considerado significativo. Os dados referentes ao tamanho das adesdes
focais sofreram conversao logaritmica antes da analise estatistica, de forma a

alcancar distribuicdo normal.

3.3.6 Técnica da Citometria Magnético Otica de Oscilacdo (Optical
Magnetic Twisting Cytometry - OMTC)

O experimento de OMTC foi realizado conforme descrito no item 3.2.3.

Nessa terceira fase, em todos os experimentos, 0 agonista contratil
histamina (250uM) ou o antagonista contratil isoproterenol (250uM) foram
adicionados aos pocos, 30 segundos apoés o inicio da magnetizacdo. De forma
a poder avaliar o efeito dessas drogas sobre as CMLV, o deslocamento dos
granulos foi registrado por tempo total de 5 minutos.

As CMLV de diferentes artérias foram comparadas em termos de G e
n. Levando-se em consideracdo uma variabilidade aleatéria das variaveis

mecanicas entre 0s animais, optou-se por calcular o escore-Z das variaveis G e
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n (ZG e Zn, respectivamente) e utilizad-lo nas andlises estatisticas. O escore-Z

foi calculado para todos os experimentos de cada animal com a férmula:

ZG = (escore bruto G — média G) / desvio-padrao

Zn = (escore bruto n — média n) / desvio-padréo

Esse procedimento foi repetido para os cinco animais. Os valores de
ZG e Zn das CMLV de diferentes artérias foram comparados entre si com o
teste de Kruskal - Wallis, sendo p valor inferior a 0,05 considerado significativo.
As andlises post-hoc foram realizadas por meio do teste de Mann- Whitney
com correcdo de Bonferroni. A correlacdo entre as variaveis mecanicas do
ensaio OMTC e as obtidas a partir da analise histolégica vascular foi feita
utilizando o teste de correlacdo de Spearman, sendo p valor inferior a 0,05
considerado significativo. Todas as andlises estatisticas foram feitas por meio

do software IBM SPSS®, 182 versao.

3.3.7 Protocolo de estiramento ciclico

As CMLV das artérias estudadas foram ciclicamente estiradas usando
o sistema FlexcellFX- 4000® (Flexcell International®). Esse sistema aplica
tracdo biaxial homogénea sobre as células cultivadas em membranas de
borracha de silicone (100) e € apropriado para simular o estiramento fisiolégico
imposto pelo fluxo de sangue as paredes da maioria das artérias (101). Para o
experimento, 0,2 x 10° CMLV em quinta passagem foram plaqueadas nos

pocos da placa de cultura Bioflex® previamente revestidos com gelatina
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cutanea porcina 10% (Sigma Aldrich®, namero de catadlogo G9136). Apos
atingir 90 — 100% de confluéncia, as CMLV foram privadas de soro por 24h e, a
seguir, submetidas a estiramento de 10% de intensidade a 1Hz, durante 24h e
48h. Em todos os experimentos, CMLV-controle ndo submetidas aos ciclos de
estiramento foram avaliadas. Essas células foram plaqueadas por meio do
mesmo protocolo descrito anteriormente, sendo mantidas na mesma
incubadora que as CMLV em estiramento. Ao final dos ciclos de estiramento,
as CMLV foram submetidas a tripsinizacdo e preparadas para 0s experimentos
de OMTC, como descrito anteriormente, no item 3.2.3. As CMLV-controle foram
comparadas com as CMLV estiradas em termos de rigidez de citoplasma
(variavel G) com o teste de Mann-Whitney, sendo p valor inferior a 0,05

considerado significativo.

3.3.8 Analise da organizacao de fibras de a-actina e das dimensdes de
adesdes focais das CMLV por microscopia confocal

As CMLV de todos os leitos arteriais, em quarta passagem, foram
cultivadas sobre laminulas de vidro recobertas com gelatina porcina 3%. Apoés
48h do plaqueamento, as CMLV foram fixadas com paraformaldeido a 4%
(Sigma Aldrich®, ndmero de catalogo 158127) durante 60 minutos,
permeabilizadas durante 30 minutos com 0,1% de Nonidet-40 PBS (Sigma
Aldrich®), bloqueadas durante a noite com 1% de albumina de soro bovino
(BSA, Sigma Aldrich®, codigo A9418) diluidas em PBS, incubadas por 3h com
faloidina conjugada com Alexa (AlexaFluor 488 Phalloidin, Invitrogen®, 1:400)

ou por 12h com o anticorpo primario anti-vinculina (Sigma Aldrich®, numero de
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catalogo V9131, 1:200), neste ultimo caso seguido de 2 horas de incubacéo
com o0 anticorpo antirrato secundario (Invitrogen®, AlexaFluor 555® de cabra
anti-lgG de rato, 1:500). O nucleo celular foi marcado com solucdo 4’-6-
diamidino-2-fenilindole — DAPI 1:300 (Sigma Aldrich®, cédigo D9532), que foi
adicionado ao meio de montagem das laminas. As imagens fluorescentes
foram adquiridas utilizando o microscépio confocal LSM 510 META Zeiss, da
rede usuaria Premium da Faculdade de Medicina da USP. As imagens de
confocal foram adquiridas por um técnico de laboratorio, que conhecia 0s vasos
de origem das células, mas os arquivos foram identificados por numeracédo
sequencial, de forma que a analise foi feita de forma cega.

O programa ImageJ® e seu aplicativo OrientationJ® foram utilizados
para analisar as imagens coradas com faloidina quanto a orientacdo de fibras
de a-actina. O resultado dessa analise foi expresso em termos de porcentagem
de coeréncia: quanto maior o alinhamento das fibras no citoplasma celular,
maior era a coeréncia. A morfologia das CMLV também foi avaliada usando
software ImageJ®. Foram escolhidas, para essa analise, as seguintes
variaveis: relacao maior eixo celular / menor eixo celular (AR) e circularidade. A
dltima variavel foi calculada usando a férmula 4w x (4rea / perimetro”2),
sendo o resultado igual a um (valor maximo possivel) representativo de um
circulo perfeito e a aproximacao do resultado em direcédo ao zero, associado ao
alongamento da forma celular. Finalmente, o tamanho de adesfes focais foi
calculado por meio das imagens com marcagcao para vinculina. A analise foi
realizada usando a funcéo de analise de particulas do programa ImageJ®.

As CMLV de diferentes artérias foram comparadas em termos de

orientacao de fibras de a-actina (coeréncia) e forma celular (AR e circularidade)
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utilizando o ANOVA one-way, sendo um valor de p inferior a 0,05 considerado
significativo. As CMLV das artérias femoral e aorta toracica foram comparadas
em termos de tamanho de adesdes focais pelo teste t-Student, sendo

considerado significativo p valor inferior a 0,05.

3.3.9 Analise de expressdo proteica usando cromatografia
multidimensional e espectrometria de massas em tandem de alta
resolucao (Protedmica Shotgun)

o Extracao Proteica

Extrairam-se proteinas de cinco placas de cultura contendo 1x10°
CMLV de aorta e seis placas contendo 1x10° CMLV de artéria femoral com o
uso de 100uL de tampao de extracdo proteica associado a lise mecanica. Os
extratos proteicos foram centrifugados a 16.000 x g durante 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi quantificado em triplicata, usando o ensaio de proteina de
Bradford (BioRad®, catalogo # 500-0201), de acordo com as especificacdes do

fabricante.

o Digestao Proteica

A digestdo das proteinas foi realizada de acordo com protocolo de
Camargo et al (102), com algumas modificagdes. Primeiramente, 50 pug de
proteina total foram diluidos em 50 mM de bicarbonato de aménio para um
volume final de 60 pL. As amostras de proteina foram desnaturadas com 0,2%

(peso/volume) RapiGest SF, durante 15 min a 80°C, reduzidas com 2,5uL de
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ditiotreitol (100 mM) a 60°C durante 30 min, alquiladas com 2,5uL de
iodoacetamida (300mM) a temperatura ambiente e submetidas a digestao
enzimatica com tripsina por uma noite a 37°C, sendo, nessa etapa, utilizada
relacdo enzima: proteina de 1:100 (peso/peso). Em seguida, 10ul de acido
trifluoroacético 5% foi adicionado a mistura de digestdo para hidrolisar o
RapiGest, e as amostras foram incubadas a 37°C durante 90 min. A solucao de
peptideo triptico foi, entdo, centrifugada a 16.000 x g, durante 30 min, a 6°C, e
o pH do sobrenadante foi ajustado para 9,8 com 5ul de NH4;OH (1M).
Adicionou-se, entdo, 21uL do padrao interno (alcool desidrogenase de levedura

- PO0330 no 1pmol/uL) a solucéao.

o Cromatografia liguida bidimensional / Espectrometria de massas

A separacdo dos peptideos foi realizada por meio de cromatografia
bidimensional liquida de alta eficiéncia (HPLC- 2D) utilizando fase reversa em
ambas as dimensofes. A separacdo foi conseguida utilizando pH 9,8 na primeira
dimenséo e pH 2,6 na segunda dimenséao. A separacdo em pH 9,8 foi realizada
no modo off-line no sistema Acquity UPLC® I-Class, equipado com detector de
arranjos de fotodiodo (Waters®, Manchester, Reino Unido), usando colunas
Gemini NX 3um (50 x 2mm). Oito fracdes de 0,5min cada foram resgatadas e
automaticamente evaporadas. O sedimento final foi suspenso em 50uL de
acido trifluoroacético 0,1% em solucdo de acetonitrila 5%. Cada fragdo foi
injetada em segunda dimensdo cromatografica por meio do sistema

nanocACQUITY (Waters®). As amostras foram primeiro presas em colunas
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Symmetry C18 5um (180 x 20 mm) (Waters®) com 0,1% de TFA em solucéo
de acetonitrila 3%. Em seguida, os peptideos foram eluidos em colunas
analiticas HSS T3 1,8um (75um x 15 centimetros) (Waters®) utilizando como
fase mével A: agua com 0,1% de acido férmico e B: 0,1% de acido férmico em
acetonitrila.

A espectrometria de massa foi realizada no equipamento Synapt Q-
TOF MS equipado com uma fonte de ionizacdo NanoLockSpray (Waters®,
Manchester, Reino Unido). Para todas as medicfes, o espectrometro de massa
foi operado em modo V, com um poder de resolugao tipico de pelo menos
12.500. Houve alternancia entre energias de colisdo baixas (3 eV) e altas (15-
50 eV) e o gas utilizado foi o argénio. Os experimentos foram conduzidos em

faixa de massas de 50 a 2000 m/z.

o Identificacdo de proteinas e andlise de banco de dados

A identificacdo de proteinas foi realizada no Global Server v.2.5 (PLGS)
com banco de dados do UniProtKB humano. A maxima perda de sitios de
clivagens na hidrélise por tripsina foi de 1. Foram consideradas modificacdes
fixas a carbamilacdo de cisteina e como modificacdes variaveis, a oxidacao da

metionina.

° Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste t- Student e fold change para

avaliar as diferengas com significancia estatistica entre as células aorticas e
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femorais (p <0,05 e fold change >1,5). As andlises foram feitas usando

MetaCore versao 6.14 (http://portal.genego.com).

3.4 Materiais e Métodos (Fase 3)

3.4.1 Casuistica

Pacientes com diagnostico de insuficiéncia coronariana crbnica a

serem submetidos a cirurgia de revascularizacdo do miocardio.

3.4.2 Critérios de Inclusao

Pacientes internados no Instituto do Coracédo (InCor) HCFMUSP, com

diagnostico de insuficiéncia coronariana cronica em programacdo de

revascularizacdo do miocardio na mesma internagao.

3.4.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos os pacientes que apresentavam alguns dos seguintes

critérios:

- Raca autodeclarada amarela;
- Insuficiéncia renal crénica em terapia de substituicéo renal;

- indice de Massa Corpérea (IMC) acima de 30.
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3.4.4 Aspectos éticos

Todos os pacientes foram orientados quanto aos objetivos do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pela
Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (CAPPesq —

HCFMUSP numero 0272 /11).

3.4.5 Coletade amostras bioldgicas

Uma amostra de sangue periférico e um fragmento de artéria mamaria
foram obtidos de todos os pacientes incluidos no estudo. As amostras de
sangue foram coletadas em tubos a vacuo contendo EDTA (4 mL), sendo
armazenadas em temperatura de 4 + 2°C até a extracdo de 4&cido
desoxirribonucleico (DNA) (item 3.4.6). Os fragmentos de artéria mamaria
utilizados no estudo foram enviados ao laboratério somente apés a saida do
paciente da sala operatoria, sendo o transporte realizado em recipiente estéril
contendo solucdo fisiolégica a 0,9%. Esses recipientes eram armazenados em
temperatura de 4 + 2°C, por periodo maximo de 6h, até o inicio da técnica de
explante priméario (item 3.4.5). Em média, os fragmentos de artéria mamaria

apresentavam 1 cm de comprimento.
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3.4.6 Isolamento e cultivo de CMLV

As CMLV foram isoladas com a técnica do explante primario e
mantidas em cultivo conforme descrito no item 3.2.1. Todas as pecas foram
cuidadosamente inspecionadas apo0s a abertura do limen vascular, visando a
identificacdo de placas de ateroma. Caso essas placas fossem identificadas, a

amostra era desprezada e o individuo, excluido do estudo.

3.4.7 Ensaio de Citometria Magnético Otica de Oscilacdo (Optical
Magnetic Twisting Cytometry - OMTC)

O experimento de OMTC foi realizado com CMLV provenientes de
culturas celulares em segundo subcultivo, conforme descrito no item 3.2.2.
Para cada paciente incluido no estudo, seis replicatas biol6gicas foram
avaliadas pelo ensaio de OMTC. Os valores de mediana de G, G’ e G” obtidos
a partir dos resultados de todas as replicatas foram utilizados para as analises
estatisticas, representando o valor dessas varidveis para aquele individuo. O
namero de replicatas que foram realizadas para cada paciente foi definido em
validacdo interna, antes do inicio do protocolo, e esteve associado a um
coeficiente de variacéo inferior a 5%.

Um ou mais pogos contendo CMLV de linhagem imortalizada e
originarias de aortas de coelhos (Rabbit Aortic Smooth Muscle Cells — RASM)
foram testados em paralelo as CMLV de todos os pacientes incluidos no estudo

guando da realizacédo do ensaio de OMTC. Caso fosse detectada uma variacéo
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superior a 15% nos resultados de G dessas células, o resultado das CMLV do
paciente avaliado nesse mesmo experimento era invalidado. O objetivo deste
protocolo era minimizar possiveis vieses relacionados a interferéncia de fatores
ambientais nos experimentos de OMTC. Considerando que a RASM é uma
linhagem celular imortalizada, ndo estdo previstas oscilacbes de seu
comportamento biolégico na auséncia de modificacbes das condi¢cbes de
cultivo. Ainda, visando reduzir variabilidade ambiental nos experimentos de
OMTC, os pocos contendo as CMLV foram acondicionados sempre na mesma
prateleira da incubadora, antes do inicio das medidas mecanicas, e todos os

testes foram realizados pelo mesmo individuo.

3.4.8 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi feita utilizando-se o Mini Kit DNA de sangue
QlAamp® (QIAGEN®, Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Em um tubo de lise, foram pipetados 20uL de Protease QIAGEN® e, a seguir,
200uL da amostra de sangue e 200uL do tampao de lise. Apoés
homogeneizacdo do conteudo em agitador de bancada, o tubo foi incubado a
56°C por 10 minutos. Centrifugou-se o tubo por 5 segundos, em velocidade
méaxima e, em seguida, acrescentou-se 200uL de etanol. Apds novo ciclo de
homogeneizacdo e centrifugacdo, o conteudo do tubo foi transferido para a
coluna Mini QIAamp®, que foi centrifugada a 6.000 x g por 1 minuto. Apés a

centrifugacéo, o tubo coletor da coluna foi removido e substituido por outro tubo
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limpo. A coluna foi aberta para acréscimo de 500uL do Tampao de Lavagem 1,
sendo, a seguir, centrifugada a 6.000 x g por 1 minuto. O tubo coletor da coluna
foi novamente removido e substituido por outro limpo. A coluna foi aberta para
acréscimo de 500uL do Tampéo de Lavagem 2, sendo, a seguir, centrifugada a
6.000 x g por 1 minuto. Ao final dessa centrifugacdo, houve nova troca do tubo
coletor da coluna, que foi, entdo, centrifugada a 20.000 x g por 3 minutos. A
coluna foi, a seguir, colocada sobre um tubo de eluicdo e 100uL de Tampao de
Eluicdo foram pipetados no centro de sua membrana. Apos incubacdo em
temperatura ambiente por 1 minuto, a coluna foi centrifugada a 6.000 x g por 1
minuto. O conteudo presente no tubo de eluicdo, ao final dessa centrifugacao,

correspondeu ao DNA eluido.

O DNA foi quantificado por meio do equipamento NanoDrop® 2000
(Thermo Scientific, EUA) e diluido para a concentragdo de 50 ng/pL para a
genotipagem. SO foram aceitas amostras que apresentaram razao A260 / A280

superior a 1,7.

3.4.9 Determinacdo da ancestralidade genética

A genotipagem foi realizada com o ensaio Affymetrix GeneChip Human
Mapping SNP Array® por servico de genotipagem da empresa Affymetrix (San
Diego, CA, USA).

A avaliacdo da ancestralidade gendmica foi realizada usando o
software Admixture, que é uma ferramenta de informatica desenvolvida para

estimar as chances méaximas de ancestralidades individuais, com bases de
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dados contendo genotipos de polimorfismos multilocus. Como a contribuicédo de
diferentes genomas ancestrais para a populacao brasileira ja foi descrita pelo
nosso grupo anteriormente (103), optou-se por uma abordagem supervisionada
para a determinacdo de ancestralidade genética. Assumiu-se 0 numero de
populacdes de referéncia ancestral para as andalises como sendo trés:
amerindia, africana e europeia (k=3). A andlise foi realizada usando todos os

101.348 polimorfismos autossémicos da populacédo estudada e das populacfes

de referéncia. Foram escolhidas como populacdes de referéncia ancestral:

a) Para amerindios: Pima e Maya do Projeto de Diversidade Genbémica
Humana (Human Genome Diversity Project - HGDP) (104);

b) Para africanos: YRI (Yoruba in Ibadan - Yoruba em Ibadan, Nigéria),
LWK (Luhya in Webuye - Luhya em Webuye, Kenia) e ASW
(Americans of African Ancestry in SW - Americanos de Ancestralidade
Africana em SW, EUA) do projeto HapMap (105);

C) Para europeus: CEU (Utah Residents with Northern and Western
European ancestry - Residentes de Utah com Ancestralidade de Norte
e Oeste Europeu) e TSI (Tuscan in Italia - Toscanos na ltalia), também

do projeto HapMap (105).

O resultado de ancestralidade genética foi expresso pela proporcdo de
contribuicdo de cada uma das referéncias ancestrais (africana, europeia e
amerindia) para a definicdo racial de cada individuo. Essas proporgdes tinham

valor entre zero e um.
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3.4.10 Analise de prontuério

Os dados clinicos de todos os pacientes foram obtidos por meio de
analise do prontuario eletrénico. Quando o prontuario do paciente ndo estava
disponivel eletronicamente, os dados clinicos foram consultados em prontuario

fisico.

Para todas as variaveis clinicas registradas (hipertensédo arterial
sistémica, diabetes mellitus, tabagismo, dislipidemia, etilismo, obesidade,
acidente vascular cerebral, infarto agudo do miocéardio, doenca arterial
periférica, insuficiéncia renal cronica, hipotireoidismo, doenca pulmonar
obstrutiva crbnica, neoplasia, menopausa, transplante de o6rgaos, disfuncéo
valvar mitral ou aodrtica, insuficiéncia cardiaca congestiva, angina estavel,
angina instavel), considerou-se que 0 paciente apresentava o diagndéstico se
ele constasse nas evolugfes clinicas ou no resumo de alta da internacgéo.
Quando constava em prontudrio que o paciente ndo apresentava algum dos
diagnodsticos de interesse (“nega diabetes”, por exemplo), essa informacéo era
adicionada a tabela estatistica. Nos casos em que a negativa ndo estava
registrada em prontuario, 0s pacientes eram contatados por telefone para
esclarecimento. Se, ainda assim, ndo houvesse confirmacao do diagnéstico, a
informacdo ndo era adicionada a tabela estatistica e o dado era interpretado

como ausente.
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3.4.11 Anélise Estatistica

Inicialmente, foi feita a correcdo das variaveis G, G’ e G” para o viés
decorrente do uso de diferentes lotes de granulos magnéticos pelo método de
regressao linear. Os residuos ndo normalizados resultantes dessa regressao
foram denominados Gr, G'r, G”r e usados para as analises estatisticas do
trabalho. Procedeu-se a avaliacdo do padréo de distribuicdo das variaveis pelo
teste Kolmogorov-Smirnov, sendo um p valor superior a 0,05 associado a
distribuicdo normal.

As analises univariadas foram realizadas com o teste t-Student para as
variaveis categoricas (diabetes mellitus, tabagismo, sexo, hipertensao arterial
sistémica, dislipidemia, etilismo, acidente vascular cerebral, insuficiéncia renal
cronica, hipotireoidismo, doenca pulmonar obstrutiva crbénica, neoplasias,
insuficiéncia cardiaca) e o teste de correlagdo de Pearson para as variaveis
numéricas continuas (idade, ancestralidade racial africana). Foi considerado
como estatisticamente significativo um p valor inferior a 0,05.

A andlise multivariada foi realizada por meio de regressao linear
multipla. Foram consideradas como varidveis dependentes Gr, G’r, G’r e como
variaveis independentes aquelas de interesse para o estudo (idade, sexo,
ancestralidade africana, diabetes mellitus e tabagismo), independentemente do
p valor obtido na andlise univariada, e as variaveis clinicas cuja analise
univariada resultou em p valor inferior a 0,2. Foi considerado como
estatisticamente significativo p valor inferior a 0,05. Todos os testes estatisticos

foram realizados com o programa IBM SPSS, 182 versao.



4. Resultados




Resultados 67

4.1 Resultados da Fase 1

Foram realizados os seguintes experimentos de OMTC na primeira
fase do estudo: 29, com cultura de CMLV de artéria renal; 25, com cultura de
CMLV de aorta; 20, com cultura de CMLV de artéria femoral; 32, com cultura
de CMLV de artéria mamaria e 18, com cultura de CMLV de artéria carotida.

Observou-se reducdo progressiva do tempo decorrido entre o
plagueamento das CMLV, em determinada passagem, e o alcance de
confluéncia, exigindo novo subcultivo (progressdo para nova passagem)
conforme aumento no tempo total de permanéncia in vitro das CMLV. A média
de tempo, calculada em dias, em que as CMLV permaneceram em uma
determinada passagem foi a seguinte: 11 + 2,53 dias em passagem 5 (P5), 6,6
*+ 0,54 dias em passagem 6 (P6) e 4,6 £ 2,2 dias em passagem 7 (P7). Isso
denota que hd aumento nas taxas de proliferacdo das CMLV com a progressao
dos subcultivos in vitro.

Em todas as culturas acompanhadas, com excecdo da proveniente da
artéria renal, houve reducdo progressiva do valor de G com as passagens,
significando reducao na rigidez de citoplasma das CMLV avaliadas. Encontrou-
se correlacdo negativa entre o valor de G e as passagens, expressa por um
coeficiente de correlagdo (CC) de: -0,32 para a cultura proveniente da aorta
(p<0,001), -0,3 para a cultura proveniente da femoral (p<0,001), -0,06 para a
cultura proveniente da renal (p=0,34), -0,37 para a cultura proveniente da
mamaria (p<0,001) e -0,42 para a cultura proveniente da carétida (p<0,001,

Figura 12). Em relagdo a histerese n, correlacdo positiva e estatisticamente
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significativa com a variavel passagem foi encontrada nas seguintes culturas:

aorta (CC 0,45, p<0,001), maméria (CC 0,33, p<0,001) e carétida (CC 0,62,

p<0,001) (Figura 13). Nao foi encontrada correlagcédo significativa entre n e a

passagem para as culturas de artéria femoral e renal (p=0,31 e 0,1,

respectivamente).
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Figura 12. Modificacdo da rigidez de CMLV com a progressdo das passagens da

cultura celular. Observa-se reducédo progressiva do valor de G com o
aumento das passagens: A- cultura de CMLV de aorta (coeficiente de
correlacdo = -0,32; p<0,001), B- cultura de CMLV de artéria femoral
(coeficiente de correlacédo = -0,3; p<0,001), C- cultura de CMLV de artéria
renal (coeficiente de correlagdo = -0,06; p=0,34), D- cultura de CMLV de
artéria mamaria (coeficiente de correlacéo = -0,37; p<0,001) e E- cultura de
CMLYV de artéria carétida (coeficiente de correlagdo = -0,42; p<0,001). As
colunas representam a mediana de G e as barras, o intervalo de confianca
95%. Todas as correlacBes foram feitas pelo teste de Spearman.
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Modificacdo da histerese do citoplasma de CMLV com a progresséo das
passagens da cultura celular. Observou-se aumento significativo da
histerese (n) com a progressdo das passagens nas seguintes culturas: A-
cultura de CMLV de aorta (coeficiente de correlacdo = 0,45; p<0,001), D-
cultura de CMLV de artéria mamaria (coeficiente de correlacdo = 0,33;
p<0,001) e E- cultura de CMLV de artéria carétida (coeficiente de
correlacdo = 0,62; p<0,001). Ndo foi encontrada correlacédo significativa
entre n e passagem nas culturas de CMLV de artérias femoral (B) e renal
(C). As colunas representam a mediana de n e as barras, o intervalo de
confianca 95%. Todas as correlacbes foram feitas pelo teste de
Spearman.

relacdo a organizagdao do citoesqueleto de a-actina, foi

encontrada reducdo estatisticamente significativa da intensidade de sinal por

célula (expressa em escala de cinza) nas CMLV marcadas com faloidina com o

avanco do tempo de cultivo in vitro. As CMLV de artéria renal em P9 tiveram
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média de intensidade de sinal 113,77 £ 32,9 e, em P12, 60,43 + 25,38 (p<0,01).
As CMLV de artéria femoral em P6 tiveram média de intensidade de sinal
146,43 + 35,36; em P8, 59,87 + 35,36; e em P9, 92,17 + 39,26 (p<0,01).
Finalmente, as CMLV de artéria mamaria apresentaram, em P7, média de
intensidade de sinal 72,54 + 18,27 e, P10, 51,10 + 21,66 (p<0,01) (Figura 14).
A intensidade de sinal em imagens de microscopia confocal ndo traduz
adequadamente a quantidade de proteinas presentes no citoplasma.
Entretanto, a reducdo de sinal observada demonstra que houve mudancas no
citoesqueleto de actina com as passagens, quer por reducdo na quantidade
dessa proteina, quer por alteracdes na organizacdo espacial das fibras de
tensdo, que podem ter ficado mais dispersas no citoplasma. A andlise das
imagens obtidas mostra, ainda, que as CMLV se tornaram progressivamente
menores e menos alongadas com o avango da permanéncia in vitro, o que

também reflete indiretamente a organizacéo do citoesqueleto (Figura 14).
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Figura 14. Modificagbes do citoesqueleto de a-actina com a progressdo dos
subcultivos in vitro. Os graficos mostram a comparag¢do do valor médio
de intensidade de sinal por célula (escala de cinza) de CMLV marcadas
com faloidina, em diferentes passagens. A: Cultura proveniente de artéria
renal, B: Cultura proveniente de artéria femoral, C e D: culturas
provenientes de artérias mamarias. Houve diferenca estatistica das
médias em todos os casos (p<0,01). As barras representam o intervalo de
confianca 95%. A andlise das imagens revela, ainda, que as CMLV se
tornaram menores e menos alongadas com o avango das passagens.

Constatou-se diminui¢do progressiva na quantidade de colageno tipo |
com a progressao das passagens in vitro. Essa diferenca quantitativa nao foi
observada no caso da a-actina de musculo liso. Como esse resultado foi uma
analise exploratoria derivada do seguimento de uma cultura de CMLV entre P7

e P13, ndo foram feitas analises estatisticas (Figura 15).
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Figura 15. Reducdo do contetdo de coladgeno tipo | nos extratos celulares de CMLV

com a progressédo das passagens da cultura. A quantificacéo foi feita pela
técnica de Western Blot e GAPDH como controle. Foi considerado como
100% de conteddo de colageno tipo | o apresentado nos extratos de
CMLV em passagem 7. Foi uma analise exploratdéria de uma cultura
isolada e, dessa forma, analises estatisticas nao foram realizadas.

4.2 Resultados da Fase 2

4.2.1 Caracterizacao estrutural dos vasos

Os vasos estudados (coronéria, aorta toracica, mamaria, carétida, aorta
abdominal, renal e femoral) diferiram em termos de espessura da camada
meédia (p<0,001), diametro interno do lumen (p<0,001), relacdo espessura da
camada média / diametro interno (p<0,001), percentual de elastina (p< 0,001) e
percentagem de colageno (p=0,02), ambos medidos dentro da camada média

(Figura 16). Os dados descritivos brutos estéao disponiveis na Tabela 1.
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Tabela 1- Diferengas estruturais entre as artérias estudadas
Femoral Renal Ab:ci]r;t;al Caroétida Mamaria Tt?rz:::a Coronéria
Espessura
camada média, 324 +21 207 +39 318+ 16 270 £ 42 142 +21 1.242 + 56 94 + 10
pm

Diametro

1.645+ 12 944 + 134 4500+500 1.896+340 1.924+244 12876+251 1.284+90
Interno, ym

Espessura/
Diametro 0,2+0,01 0,22 £ 0,04 0,071+0,01 0,149+0,04 0,076 +0,02 0,096 +0,002 0,074 +0,01
Interno

Colageno, % 12,78+6,57 24,17+563 12,76+3,82 2234+845 147+35 18,13+39 19,23+9,9

Elastina, % 143+29 92+35 122+45 17,4+53 43,177 56+2,38 32+1

MEC/CMLV 0,44 + 0,09 0,31+0,09 0,62+0,2 053+0,22 1,18+0,35 14+0,27 0,83+0,3

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padréo

O conteudo de elastina diminuiu significativamente a medida que os
vasos se distanciavam do coracdo, condizente com observacdes anteriores
(106), e a aorta toracica exibiu a percentagem mais elevada de fibras elasticas
(Figura 16, letras A e C). A relacdo espessura/diametro interno foi
significativamente maior nos ramos da aorta abdominal (artérias femoral e
renal), em comparacdo com a propria aorta abdominal e os vasos toracicos
(aorta torécica, mamaria e coronéaria) (p < 0,001) (Figura 16, letra B). As
diferencas encontradas entre os vasos no diametro interno e na espessura da
meédia, isoladamente, foram atribuidas as dimensdes superiores da aorta
toracica. Embora a percentagem de colageno tenha sido diferente entre os
vasos, um padrao para essa variacdo nao foi identificado.

A propor¢do de matriz extracelular (MEC) dentro da camada média de
diferentes artérias foi calculada usando imagens de microscopia eletrénica de
transmissao (MET) e expressa como a razao entre a area de MEC / area de

CMLV (MEC/CMLV). A aorta toracica apresentou a maior quantidade de MEC
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circundando as CMLV, seguida pela artéria mamaria (Figura 17, letra A). A
aorta toracica e a artéria mamaria apresentaram relacdo MEC/CMLV
aproximadamente duas vezes maior do que a maior relacdo MEC/CMLV das
artérias infradiafragméticas (aorta abdominal, renal e femoral) (p<0,001, Figura
17, letra A). Aléem da maior quantidade de MEC, a aorta toracica e a artéria
mamaria também exibiram CMLV menos alinhadas em comparacdo com as
artérias femoral e renal (Figura 17, letra B, Figura 18).

Os resultados obtidos com relacdo a estrutura das artérias foram
consistentes com os dados anteriores da literatura, que mostram predominio de
elastina na aorta toracica e diminuicdo significativa dela nas artérias
extratoracicas, acompanhados por um aumento tanto do modulo elastico como
da velocidade da onda de pulso dos vasos (107). Além disso, os diametros
vasculares encontrados sao proporcionais aos descritos para 0os humanos
(108). Considerando-se as diferencas marcantes quanto a distancia do coracéo
e a composicao da MEC, entre a aorta toracica e artéria femoral, esses leitos
foram escolhidos para ser avaliados isoladamente em algumas de nossas

anéalises.
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Caracterizagdo estrutural de artérias estudadas. A: A quantidade de
elastina dentro de camada média diminuiu a medida que os vasos se
afastaram do coracdo. A aorta toracica apresentou a maior quantidade de
fibras elasticas, enquanto que a artéria femoral e a artéria renal, as
menores quantidades desta fibra. No gréafico, as artérias s&o
apresentadas, em ordem decrescente de distancia, a partir do coracéo.
Pontos: média, barras: Intervalo de Confianca de 95%. B: A relagédo
espessura/diametro interno foi maior nos ramos da aorta abdominal, em
comparagdo com o0s vasos toracicos. Pontos: média, barras: intervalo de
confiangca 95%. C: Coloragdo Verhoeff Van-Gieson da artéria femoral e da
aorta toracica. A aorta toracica apresentou a maior espessura e maior
guantidade de elastina dentro de sua camada média em comparagdo com
todos os outros vasos. Na figura, a artéria femoral e a aorta toracica sao
comparadas em termos de espessura da camada média (fotos principais)
e em termos de percentagem de elastina (fotos menores, em que as fibras
elasticas s@o coradas em roxo escuro).
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Figura 17. Relacédo entre MEC e CMLV na camada média das artérias estudadas. A. A
guantidade de matriz extracelular (MEC) circundando as células de
musculo liso vascular (CMLV) foi menor nas artérias distantes do coracéo
(femoral e renal), em comparagdo com as artérias mamaria e aorta
toracica. B. Imagens de microscopia eletronica de transmissao (MET) de
todos os vasos analisados, destacando que a artéria femoral e a renal
apresentam CMLV mais alinhadas e circundadas por menos MEC do que
a aortatoracica e a artéria mamaria.
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Figura 18. Analise ultraestrutural da camada média das artérias femoral e aorta. As
imagens de microscopia eletrénica de transmissédo claramente expdem as
diferencas de organizacdo das CMLV e da MEC entre a artéria femoral e a
aorta toracica. As CMLV da artéria femoral sdo mais alinhadas e
circundadas por menor quantidade de MEC do que as CMLV da aorta
toracica, que apresentam morfologia mais irregular.



Resultados 78

4.2.2 Analise do alinhamento das fibras de a-actina, da morfometria e
das adesdes focais (AF) das CMLYV de diferentes leitos vasculares

As AF ancoram os filamentos de a-actina a membrana plasmatica,
influenciando o remodelamento do citoesqueleto e sua articulacdo com a MEC.
Maiores dimensdes de AF estdo associadas ao enrijecimento das CMLV (54,
109, 110). Considerando-se a importancia das AF na organizacdo do
citoesqueleto de a-actina, optou-se por avaliar essas estruturas nas imagens
de MET das CMLV, antes de mensurar as propriedades mecanicas dessas
células.

A analise ultraestrutural da camada média vascular permitiu visualizar
as CMLV em um cenéario similar aquele presente in vivo, especialmente em
termos da sua relacdo com a MEC. O tamanho médio das AF diferiu
significativamente entre as CMLV conforme o territério de origem (p<0,001),
sendo que a artéria femoral apresentou as maiores AF, e a aorta torécica, as
menores (Figura 19, letras A, B e C). A fim de avaliar se essa diferenca em
relacio a area das AF persistia no ambiente in vitro, imagens de
imunofluorescéncia de CMLV marcadas para a proteina vinculina foram
analisadas e a extensdo de sua marcacdo junto a membrana plasmaética,
calculada. Os resultados foram consistentes: CMLV da aorta toracica
apresentaram AF significativamente menores em comparacdo as CMLV da
artéria femoral (Figura 21, letras A e B). Considerando que maiores AF estéo
associadas com maior rigidez celular, esse achado destaca que as CMLV da

femoral podem ter um comportamento mecénico final diferente das CMLV de
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outras artérias, especialmente com relacdo a organizacdo do citoesqueleto e
articulacdo com a MEC.

As imagens de microscopia confocal das CMLV marcadas com
faloidina foram utilizadas para avaliacdo da forma celular e da orientacdo das
fibras de a-actina (Figura 20, as letras A e B). Optou-se por avaliar a forma das
CMLV porgue estudos preévios correlacionaram a morfologia das CMLV com
seu fenotipo (55, 111). CMLV fusiformes sempre foram associadas com um
fendtipo mais diferenciado (contratil) em comparacdo as CMLV romboides,
associadas a fendtipo mais proliferativo e secretor (111, 112). Nas andlises
realizadas, as CMLV de diferentes artérias diferiram quanto a sua forma
(p<0,001, tanto para AR quanto para circularidade). As CMLV da artéria
femoral e da artéria coronaria apresentaram-se mais alongadas em
comparacdo com as CMLV de outros vasos (Figura 20, a letra A). Nao foi

encontrada diferenca significativa com relagédo a orientacdo de fibras de a-

actina entre os vasos (p=0,24).
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Figura 19: Comparacao das dimensdes de adesdes focais (AF) entre CMLV de

diferentes leitos arteriais por imagens de microscopia eletrénica de
transmissdo. As CMLV de diferentes origens diferiram significativamente
em termos de tamanho das AF (ANOVA one-way, p<0,001). A. As CMLV de
artéria femoral apresentaram area média de AF significativamente maior
do que as CMLV das outras artérias estudadas. Colunas: converséo
logaritmica da area de AF. Barras: intervalo de confianga de 95%. Os
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A

asteriscos marcam as comparac¢cdes post-hoc das artérias em relacdo a
artéria femoral. B. Imagem de MET (2500x) de CMLV de artéria femoral. A
seta aponta a estrutura de uma AF. C. Imagem de MET (5000x) de CMLV
de aorta toracica. A seta aponta a estrutura de uma AF. Os resultados
apresentados reforcam que as CMLV da artéria femoral organizam
diferentemente o citoesqueleto em relagdo as CMLV de outras artérias.
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Comparacao da forma das CMLV entre diferentes artérias. A. As CMLV de
artéria femoral apresentaram-se mais alongadas do que as CMLV de
outros vasos (exceto artéria coronéria). No primeiro grafico, a variavel
estudada foi circularidade e, no segundo, AR (maior eixo celular/menor
eixo celular). Colunas: Média + intervalo de confianca 95%. B. Imagens de
microscopia confocal de CMLV de artéria femoral e aorta toracica
marcadas com faloidina, destacando o citoesqueleto de a-actina. Estes
resultados apresentados reforcam que as CMLV da artéria femoral
organizam diferentemente o citoesqueleto em relagdo as CMLV de outras
artérias.
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Comparacado das dimensfes de adesdes focais (AF) entre CMLV de aorta
toracica e de artéria femoral por imagens de microscopia confocal A.
Comparou-se o tamanho in vitro de AF entre CMLV de artéria femoral e de
aorta torécica utilizando imagens com marcacdo imunofluorescente da
proteina vinculina (B e C, vermelho: vinculina, azul: nucleo). Consistente
com os resultados obtidos usando imagens de MET, as CMLV de aorta
toracica apresentaram AF significativamente menores em comparagao
com as CMLV de artéria femoral. Colunas: média da area de AF apo0s
conversao logaritmica. Barras: intervalo de confianga de 95%.
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4.2.3 Analise do ciclo celular

As CMLV das diferentes artérias foram submetidas a analise do ciclo
celular e apresentaram-se homogéneas em termos de porcentagem de células
em cada fase do ciclo, independentemente da sua artéria de origem (Figura
22). Foram identificadas, em média, 0,89 + 0,34% das células na fase GO —-G1;
73,28 £ 9,2% das células na fase S; 3,99 + 1,6% das células na fase G2 e

12,21 + 5,7% das células na fase sub-GO.
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Figura 22: Resultado da anédlise de ciclo celular das culturas de CMLV das artérias
estudadas. A percentagem de células em cada fase do ciclo celular foi
homogénea, independentemente do vaso de origem. M1: fase G0-G1, M2:
fase S, M3: fase G2, M4: fase sub-GO.
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4.2.4 Caracterizacdo mecanica das CMLV das diferentes artérias

Foram realizados os seguintes experimentos de OMTC validos: 51,
renal; 33, aorta abdominal; 49, femoral; 51, mamaria; 63, cardtida; 16,
coronaria e 33, aorta toracica. O experimento foi considerado valido se as
seguintes condicdes fossem atendidas: 1- As CMLV encontravam-se
confluentes, 2- O numero minimo de 150 granulos ferromagnéticos foi
identificado dentro do poco, 3- As CMLV exibiram morfologia normal pré e pos-
experimento.

As CMLV de diferentes artérias diferiram quanto ao G, sendo os
resultados consistentes em todos os animais analisados (Figura 23, letra B). A
mediana do escore-Z foi calculada para cada artéria (ZG), como exposto na
secdo de métodos, e diferenca significativa foi encontrada entre os leitos
arteriais (p<0,001, Figura 23, letra A). A aorta toracica exibiu 0 menor valor de
ZG e a artéria femoral, o mais elevado (p <0,001, Figura 23, letra A). Em uma
analise mais abrangente, as CMLV da aorta toracica exibiram ZG
significativamente menor que as CMLV dos vasos infradiafragmaticos (aorta
abdominal, renal e femoral) (p<0,001), o que reflete um citoplasma menos
rigido das CMLV originarias desse primeiro vaso. No que diz respeito a
distancia do vaso a partir do coracdo, uma clara tendéncia de elevagcao de ZG
com o aumento dessa distancia foi observada (Figura 23, letras A). Essa
constatacdo nao se aplica a artéria coronaria, que recebe irrigacdo sanguinea
durante diastole. O escore-Z de n (nZ) nao diferiu estatisticamente entre os
diferentes vasos, o que significa que histerese das CMLV € homogénea entre

eles (p=0,12).
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Em todos os experimentos com a histamina, independentemente do
animal, foi observado um aumento de G apoOs a transferéncia da droga. A
mediana do valor de G normalizado (G final pés-droga /G basal pré-droga) foi
de 1,6 (intervalo interquartil - IQR 0,56). A resposta ao isoproterenol foi mais
heterogénea (mediana de G normalizado=0,82, IQR 0,42) e variou
significativamente entre os animais (p<0,001). Esse comportamento j& foi
descrito anteriormente (113) e pode refletir a quantidade de B-receptores
presentes na membrana celular. As CMLV né&o diferiram em relacdo a
intensidade da resposta, tanto a droga agonista quanto a antagonista de

contracao (p=0,33 para histamina e p=0,23 para isoproterenol).
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Figura 23: Variacdo da rigidez das CMLV de acordo com a posi¢ao na arvore arterial.

Os valores do escore-Z da variavel G (ZG) para cada artéria séo
apresentados no primeiro gréfico (A) e, no segundo (B), sdo apresentados
os valores brutos de G. Em ambos, as artérias estdo dispostas na ordem
de distancia decrescente a partir do coracdo (femoral, renal, aorta
abdominal, carétida, mamaéria, aorta toracica e coronéria), e um aumento
da rigidez das CMLV conforme seu vaso de origem se distancia do
coracdo pode ser evidenciado (p<0,001). Quando esses dados mecanicos
sdo interpretados em conjunto com os dados anatdmicos dos vasos
previamente expostos, € evidente que as CMLV de artérias com menos
fibras elasticas e menos MEC, em camada média (femoral e renal), sdo
mais rigidas em comparacdo com as CMLV da aorta toracica. Em ambos
os graficos, os asteriscos marcam as comparagdes post-hoc das artérias
em relacdo a artéria femoral.
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4.2.5 Identificacdo de possiveis fatores moduladores da mecéanica de
CMLV
Apés o reconhecimento de que a rigidez basal das CMLV varia de
acordo com a sua posi¢cao na arvore arterial, foi estudado se a composicao da
MEC e a deformacéo ciclica da parede arterial devido ao fluxo sanguineo tém

qualquer influéncia sobre este fendtipo.

o Correlacao entre dados de MEC e rigidez de CMLV

Quando os resultados de mecéanica celular sdo comparados com 0s
dados anatémicos vasculares, € explicito que as CMLV de artérias com menos
fibras elasticas e menos MEC circundante (femoral e renal) apresentaram-se
mais rigidas que as CMLV de aorta toracica (rica em elastina e em MEC).
Encontrou-se forte correlacdo negativa entre o percentual de elastina do vaso e
a rigidez das CMLV (ZG) (p<0,01, coeficiente de correlacdo=-0,72 e r’= 0,52) e
entre a relacdo de MEC/CMLYV e a rigidez CMLV (ZG) (p<0,01, coeficiente de
correlacdo= -0,85 e r’=0,72). A maior rigidez apresentada pelas CMLV de
artéria femoral é consistente com a observacao anterior de que essas células
apresentam AF mais extensas, tanto em analise ultraestrutural quanto em

imagens de imunofluorescéncia in vitro.
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o Avaliacao da modificagcdo do comportamento mecanico das CMLV
apoés periodo prolongado de estiramento ciclico

O principal objetivo desse experimento foi verificar se a tensao
circunferencial ciclica aplicada sobre as paredes das artérias poderia
influenciar o comportamento mecanico das CMLV, e ndo reproduzir as
condicbes especificas de estiramento de cada vaso estudado. Foi escolhido o
protocolo com intensidade de estiramento de 10% e 1Hz de frequéncia, que €
classicamente considerado fisioldgico (56, 114) e tem capacidade de reproduzir
o regime arterial (115).

As CMLYV de cada vaso estudado foram submetidas ao experimento de
estiramento ciclico durante 24h e 48h. Cada experimento foi repetido duas
vezes, em diferentes ocasides, e com CMLV de diferentes animais, a fim de
garantir reprodutibilidade dos resultados. Foi realizado o seguinte niumero de
experimentos de OMTC validos com 24h de estiramento / 48h de estiramento:
12 /12, cardtida; 12 / 9, femoral; 12 / 12, renal; 12 / 8, aorta abdominal; 12 / 8,
aorta toracica e 12 / 8, coronaria. Fez-se 0 mesmo namero de experimentos
com células de controle.

As CMLV da artéria maméria submetidas a estiramento por 24h
mostraram-se menos rigidas em comparacdo aos controles estaticos (p<0,001)
(Figura 24, letra A). As CMLV dos outros vasos nado alteraram
significativamente o seu comportamento elastico apés 24h de estiramento. Por
outro lado, apdés 48h de estiramento, as CMLV de todos o0s vasos
apresentaram-se menos rigidas em relacdo aos controles, sendo a magnitude

da reducdo da variavel G expressa apo0s normalizacdo do valor de G poOs-
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estiramento com o G controle (G de CMLV poés-estiramento/G médio dos pocos
de controle), semelhante para todos os vasos (p = 0,67) (Figura 24, letra B).
Uma vez demonstrado que o estiramento ciclico € regulador do
fendtipo mecanico das CMLV, foi avaliado se as diferencas mecanicas
inicialmente evidenciadas entre os leitos vasculares persistiam, depois de um
curso de peristaltismo, o que representaria um modelo in vitro mais fisioldgico.
Para tal, a rigidez das CMLV de quatro vasos diferentes (femoral, renal,
cardtida, aorta toracica) foi comparada apdés 48h de estiramento ciclico. O
experimento foi realizado, em um mesmo momento, para todos 0s vasos,
viabilizando as comparacfes dos dados mecanicos entre eles. Identificou-se a
persisténcia de diferencas mecanicas entre as CMLV dos vasos estudados ao
fim de 48h de experimento (p<0,01) (Figura 25). Tal achado reforca que a
rigidez das CMLV é diferente de acordo com sua posicdo na arvore arterial.
Ndo foram estudadas, nessa etapa, todas as artérias inclusas no estudo
porque o equipamento de estiramento foi desenhado para experimento

simultaneo de apenas quatro placas.
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Modificagdo do comportamento mecéanico das CMLV apés estiramento
ciclico. A. Depois de 24h de estiramento ciclico (10%/1Hz), apenas as
CMLYV da artéria mamaéria apresentaram-se menos rigidas em relagdo aos
controles. B. Apds 48h de estiramento ciclico (10%/1Hz), todas as CMLV
tornaram-se menos rigidas em relagdo aos seus controles. Em ambos os
gréficos (A e B), os valores de G ndo podem ser comparados entre o0s
leitos arteriais, visto que as CMLV dos diferentes leitos vasculares foram
avaliadas em experimentos diferentes, fato que sabidamente interfere nos
resultados do experimento de OMTC. As colunas pretas representam
mediana de G das CMLV-controle ndo estiradas e as colunas cinza, a
mediana de G pés-estiramento. As barras representam o intervalo de
Confianca 95%.
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Persisténcia das diferencas regionais de rigidez de CMLV apés 48h de
estiramento ciclico. O grafico mostra que a rigidez das CMLV das artérias
cardtida e aorta toracica continua significativamente menor que a
apresentada pelas CMLV das artérias renal e femoral mesmo ap6s 48h de
estiramento ciclico. Os asteriscos marcam as compara¢cdes post-hoc das
artérias em relagcdo a artéria femoral. Esse achado refor¢ca que a rigidez
basal das CMLV varia de acordo com a sua posi¢cdo na arvore arterial.
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4.2.6 Comparacdo da expressao proteica entre CMLV com origem e
comportamento mecéanico diferentes usando a técnica de
protebmica Shotgun

A expressdo proteica das CMLV da aorta toracica e da artéria femoral,
que apresentaram comportamentos mecanicos muito distintos, foi
guantitativamente comparada usando a técnica de proteémica Shotgun (Figura
26). Essa metodologia foi escolhida com base na sua alta sensibilidade e
reprodutibilidade para a avaliagdo da quantidade de proteinas em amostras
biolégicas e, no nosso caso, para a comparacdo de dois proteomas dindmicos
diferentes, bem como devido a sua elevada capacidade de processamento. Um
total de 1.628 proteinas foram quantificadas e/ou identificadas, das quais 232
foram identificadas exclusivamente em CMLV de aorta; 168, em CMLV de
artéria femoral e 1233, em ambos os grupos (Figura 26, letra A). As proteinas
quantificadas foram submetidas a analise estatistica, sendo constatado que 10
estavam superexpressas no grupo da aorta e 3, no grupo femoral (p<0,05,
Figura 26, letra C).

Com base em analise de enriquecimento, identificou-se que as CMLV
da aorta expressaram quantidades significativamente maiores de proteinas
relacionadas com o0s processos bioldégicos de contracdo e organizacdo do
citoesqueleto (Figura 26, a letra C). As proteinas envolvidas na rede biolégica
do citoesqueleto, principalmente na organizacdo do citoesqueleto de a-actina,
foram significativamente mais expressas em CMLV de aorta do que nas CMLV
da artéria femoral. Na analise estatistica, foram identificadas como proteinas

diferenciais da aorta: proteina associada aos microtubulos, a-actinina 4,
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frutose-bisfosfatoaldolase A, vinculina (isoforma 2), a-actinina 2, actina de
muasculo liso, proteina do mduasculo liso 22-a, malatodesidrogenase,
fosfogliceratomutase-1, e a proteina DJ-1. Dessas proteinas diferenciais, a
actina se destaca por ser a mais importante do citoesqueleto estrutural,
diretamente responsavel pela capacidade de deformacéo e integridade celular.

O aumento na expressdao de actina pelas CMLV da aorta foi
acompanhado por um aumento também da expressdo de proteinas envolvidas
na organizacdo das fibras de tensdo de actina (a-actinina e vinculina
isoforma2). Essas proteinas compdem as adesdes focais, que tém um papel
importante na determinacdo da mecanica das células por meio da organizacao
espacial das fibras de a-actina e sua polimerizacéo. Esses resultados sugerem
gque o0 maquinario proteico das CMLV da aorta é dedicado a atender a
necessidade continua de reorganizacdo do citoesqueleto devido a fluidificacdo
e ressolidificacdo ciclica do seu citoplasma celular.

As proteinas expressas em maiores quantidades pelas CMLV de
artéria femoral estavam relacionadas com a rede de ciclo celular (sintese e
metabolismo de nucleotideos de bases purinicas, Anexo). Com base em nossa
andlise de ciclo celular, esse achado ndo significa que as CMLV da artéria
femoral proliferam mais que as CMLV da aorta, mas talvez isso reflita que os
diferentes niveis de proteinas sdo necessarios para atingir uma taxa
semelhante de replicagdo em diferentes ambientes, como observado
anteriormente (116). No Anexo A estdo dispostas as listas das proteinas
superexpressas tanto em CMLV de aorta quanto em CMLV de artéria femoral,
bem como os graficos comparando a expressdo proteica desses dois

segmentos por processos e redes.
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Comparacdo de expressdo proteica entre CMLV de aorta e de artéria
femoral (proteémica shotgun) A. Um total de 1.628 proteinas foram
identificadas/quantificadas (232 exclusivamente nas CMLV de aorta e 168,
exclusivamente nas CMLV de artéria femoral). B. 10 proteinas foram
superexpressas has CMLV de aorta e estavam principalmente
relacionadas com a estrutura e a organizacdo do citoesqueleto (p<0,05).
C. Comparacéo de expresséo proteica entre CMLV da aorta e femoral por
funcdo molecular. O tamanho das barras representa a quantidade dessas
proteinas (barras laranja: CMLV de aorta, barras azuis: CMLV de artéria
femoral). A quantidade de proteinas relacionadas com a organizagcao do
citoesqueleto expressas pelas CMLV de aorta foi notavelmente superior
em relacdo a expressa pelas CMLV de artéria femoral (p<0,05). Esse
resultado é consistente com o comportamento mecéanico dicotémico das
CMLYV desses dois territorios.
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4.3 Resultados Fase 3

o Descricdo da amostra populacional estudada

Aceitaram participar do estudo 148 pacientes com diagndstico de
insuficiéncia coronariana cronica a serem submetidos a cirurgia de
revascularizacdo do miocardio. De todos os pacientes inclusos, foi possivel o
isolamento de CMLV e a realizacdo do experimento de OMTC, em segunda
passagem celular, em 80 individuos. Dos outros pacientes recrutados, 67 néo
puderam ser avaliados por problemas técnicos referentes a cultura de células
(contaminacédo bacteriana ou fungica, falha no isolamento de CMLV, fragmento
de artéria mamaria insuficiente para a realizacdo da técnica de explante
primario, amostra fora dos padr6es morfolégicos de qualidade durante o
experimento de OMTC) ou por impossibilidade de coleta de amostra sanguinea
para extracdo de DNA, e um paciente foi excluido por ser de raca amarela.

A populacdo estudada era composta majoritariamente por homens
(72,5%) e exibia predominio de ancestralidade europeia, conforme ilustrado na
Figura 27. Com relacdo as outras variaveis de interesse para o estudo, 57%
dos pacientes foram classificados como tabagistas e 52,5% tinham o
diagnéstico de diabetes mellitus. A prevaléncia de hipertensao arterial
sistémica foi de 100%, com a ressalva de que, em seis casos, este dado néo
pode ser confirmado, mesmo apOs contato telefénico. Todas as mulheres
inclusas no estudo estavam em periodo pés-menopausa. O resumo dos dados

epidemioldgicos da amostra populacional estd exposto na Tabela 2.
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Figura 27. Dispersdo da ancestralidade racial da populagdo estudada. Os nimeros

na barra da ordenada representam a proporcdo de contribuicdo para a
ancestralidade racial, variando entre zero e um. O grafico demonstra que
houve predominio de ancestralidade Europeia (barras cinza-escuro) em
relacdo a ancestralidade Africana (barras cinza de tom intermediario) e
Amerindia (barras cinza-claro).
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Tabela 2-  Principais caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no

estudo
Ndmero amostral 80
Insuficiéncia coronariana cronica 80 (100%)
Sexo (feminino/masculino) 22 (27,5%) / 58 (72,5%)
Idade (anos / média + DP) 63,6+9,6

Ancestralidade (média + DP)

Européia 0,75%0,2
Africana 0,15+0,14
Amerindia 0,1+0,1
Diabetes Mellitus (sim/n3o) 42 (52,5%) / 38 (47,5%)
Tabagismo (sim/n&o)* 41 (57%) / 31 (43%)
Hipertensdo (sim/ndo)* 74 (100%)
Dislipidemia (sim/n&o)* 64 (90%) / 7 (10%)
Insuficiéncia renal cronica (sim/n&o) 8(10%) / 72 (90%)
Sindrome coronariana aguda (sim/no) 55 (68,7%) / 25 (31,3%)
Angina estavel sintomatica (sim/n&o)* 38(50,7%) / 37 (49,3%)
Doenga pulmonar obstrutiva crénica (sim/n3o) 2(2,5%) / 78 (97,5%)
* Nessas variaveis, a soma total de pacientes é inferior a 80 devido a

perda de dados. A porcentagem apresentada compreende apenas 0S casos

validos.
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. Avaliagdo da influéncia das variaveis clinicas estudadas sobre as

medidas quantitativas de mecanica celular

Para cada paciente incluso no estudo, foram realizadas seis replicatas
bioldgicas do experimento de OMTC, sendo a mediana dos valores de G, G” e
G’ utilizada para as andlises estatisticas. Apds a correcdo para os diferentes
lotes de granulos magnéticos usados nos experimentos, 0s residuos néo
normalizados de G, G” e G’ (denominados Gr, G’r e G’r) foram calculados e
mostraram ter distribuicdo normal de acordo com o teste de Kolmogorov-
Smirnov (p=0,2, p=0,2 e p=0,09, respectivamente). A andlise dos graficos de
dispersdo das variaveis mecéanicas aferidas demonstra a existéncia de
variabilidade interindividual das propriedades viscoelasticas das CMLV, fato
nunca reportado anteriormente. A Figura 28 mostra a variabilidade de
distribuicdo da viscoelasticidade celular (Gr) com seus componentes dissipativo

(G’r) e elastico (G'r).
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Figura 28. Histogramas representando a distribuicdo das varidveis mecanicas
definidoras da viscoelasticidade das CMLV na populacdo estudada. Os
graficos mostram que a rigidez aparente da célula (Gréfico A, variavel Gr),
com 0s seus componentes elastico (Grafico B, variavel G’r) e dissipativo
(Grafico C, variavel G’r) exibem distribuigdo normal na amostra
populacional (Kolmogorov-Smirnov: p=0,2; p=0,2 e p=0,09,
respectivamente), destacando que existe variabilidade interindividual
desse traco biolégico.

As variaveis Gr e G'r diferiram significativamente entre os pacientes de
sexo feminino e masculino (p=0,04 e 0,04, respectivamente) e entre 0s
tabagistas e nao tabagistas (p=0,02 e 0,01, respectivamente) na andlise
estatistica univariada. Usando esse mesmo tipo de andlise, as outras variaveis
clinicas de interesse (diabetes mellitus, ancestralidade africana e idade) néo
estiveram associadas com alteracdes significativas das variaveis mecanicas.
Nenhuma das possiveis variaveis de confusdo (hipertenséo arterial sistémica,

dislipidemia, insuficiéncia renal crénica e doenga pulmonar obstrutiva cronica)
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esteve significativamente associada a modificacbes das propriedades
mecanicas avaliadas. Como o p valor encontrado nessa situacéo foi superior a
0,2 para todas as variaveis de confusao, elas ndo foram inclusas na analise
estatistica multivariada.

A analise multivariada foi realizada incluindo como variaveis
dependentes: Gr, G’r e G’r e como variaveis independentes: idade, género,
ancestralidade africana, diabetes mellitus e tabagismo (Tabela 3). O modelo
obtido confirmou o sexo feminino como preditor de aumento de Gr (p=0,02), G’r
(p=0,02) e G’r (p=0,01) e o tabagismo como preditor de aumento de Gr
(p=0,02) e G’r (p=0,01) (Tabela 3). Esse resultado demonstra a influéncia tanto
das condicbes fisiologicas associadas ao sexo feminino pds-menopausa
quanto do tabagismo sobre o aumento da viscoelasticidade de CMLV (Gr),
principalmente por incremento em seu componente elastico (G’r), que reflete a
rigidez celular (Figura 29, letras A e B). O sexo feminino também foi associado,
em menores propor¢cdes, ao aumento no modulo dissipativo de Gr (G’’r), que
representa a viscosidade do citoplasma (Figura 29, letra A). As outras variaveis
clinicas de interesse (diabetes mellitus, ancestralidade africana e idade) nao se
associaram significativamente com nenhuma das variaveis mecanicas

estudadas (Tabela 3).
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Tabela 3- Modelo estatistico resultante da analise multivariada utilizada para
avaliacdo do potencial das variaveis clinicas estudadas em
modular a viscoelasticidade das CMLV

Gr Coeficientes
N&o normalizados
Modelo B Erro Padréo p

Constante -0,028 0,226
Sexo (1-Masculino / 2-Feminino) 0,125 0,053 0,022
Tabagismo (1-Sim / 2-N&o) -0,114 0,047 0,018
Idade (anos) 0 0,003 0,933
Ancestralidade Africana (intervalo: 0-1) 0,092 0,208 0,661
Diabetes Mellitus (1-Sim / 2-N&o) -0,008 0,047 0,859

R2=0,164 (p=0,042)

G'r Coeficientes
N&o normalizados
Modelo B Erro Padréo p

Constante -0,089 0,211
Sexo (1-Masculino / 2-Feminino) 0,12 0,05 0,019
Tabagismo (1-Sim / 2-N&o) -0,119 0,044 0,009
Idade (anos) 0,001 0,002 0,823
Ancestralidade Africana (intervalo: 0-1) 0,1 0,194 0,608
Diabetes Mellitus (1-Sim / 2-N&o) 0,004 0,044 0,934

R2=0,183 (p=0,023)

G"r Coeficientes
N&o normalizados
Modelo B Erro Padréo p

Constante -0,009 0,047
Sexo (1-Masculino / 2-Feminino) 0,29 0,11 0,011
Tabagismo (1-Sim / 2-N&o) -0,018 0,01 0,066
Idade (anos) 0 0,01 0,859
Ancestralidade Africana (intervalo: 0-1) 0,012 0,04 0,766
Diabetes Mellitus (1-Sim / 2-N&o) 0,001 0,01 0,901

R2=0,141 (p=0,082)
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Figura 29. Comparacdo das propriedades mecéanicas das CMLV entre mulheres e

homens / tabagistas e ndo tabagistas. A. Grafico exibindo as diferencas
entre as varidveis mecanicas de CMLV (Gr, G’r, G’r) de mulheres e
homens. As mulheres apresentam maior rigidez aparente de CMLV (Gr)
em comparagdo aos homens, principalmente por aumento do mddulo
elastico (G’r). B. De forma andloga ao observado em mulheres, os
tabagistas apresentaram rigidez aparente de CMLV (Gr) maior do que néo
tabagistas, principalmente por aumento do médulo elastico (G’r). As
barras de erro representam o intervalo de confianca de 95% e suas
dimens8es sdo compativeis com andlise por po¢o dos experimentos de
OMTC.

O modelo estatistico resultante da analise multivariada apresentou um

R? de 0,16 (p=0,04) para Gr, 0,18 (p=0,02) para G’r e 0,14 (p=0,08) para Gr.

Esse dado demonstra que a variabilidade interindividual observada para a

viscoelasticidade de CMLV é minoritariamente determinada pelas variaveis

clinicas estudadas, sendo provavelmente dependente de outros moduladores.
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5.1 Modificacbes das propriedades mecanicas das CMLV durante
cultivo in vitro

Os resultados da primeira fase deste estudo evidenciam que as CMLV
modificam suas propriedades mecanicas com o avanc¢o do tempo de cultura in
vitro, reduzindo progressivamente a rigidez do citoplasma e aumentando a
histerese celular. A permanéncia prolongada das CMLV in vitro foi associada
também a modificagdes no citoesqueleto de a-actina, ao aumento na taxa de
proliferacdo celular e a reducdo na secrecdo de colageno tipo I. A Ultima
observacdo pode representar um prejuizo adquirido a capacidade das CMLV
em secretar MEC ou ser reflexo do aumento da taxa de proliferacdo celular,
uma vez que o tempo de permanéncia em cada subcultivo € progressivamente

menor.

Os efeitos deletérios do cultivo in vitro prolongado sobre o fenétipo de
culturas primarias ja foram descritos para uma grande variedade de células
diferenciadas, especialmente para os condrécitos e os cardiomiécitos (117,
118). Os estudos em condrécitos mostram que a expansao celular in vitro esta
associada a transformacdo do fendtipo cartilaginoso em um fendtipo
fibroblasto-simile, pouco diferenciado (119). De forma similar, os cardiomidcitos
sofrem desdiferenciacdo quando submetidos a periodos prolongados de cultivo
in vitro, evoluindo com perda de sua morfologia caracteristica, bem como de
suas propriedades eletrofisiologicas (118). Apesar de ndo serem células
terminalmente diferenciadas, linhagens de células cancerigenas e de células-
tronco mesenquimais também  modificam  significativamente  seu

comportamento biol6gico em subcultivos avancados (120, 121).
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O cultivo in vitro de CMLV sabidamente cursa com progressiva perda
do fendtipo contratii associada ao aparecimento de fendtipo secretor,
especialmente quando ha acréscimo de soro fetal ao meio de cultura (122).
Além de mudltiplas modificacdes de morfologia e de resposta a drogas que as
CMLV exibem durante o cultivo in vitro (123, 124), observa-se também reducao
na expressao do gene de a-actina, que se reflete em menores concentracdes
dessa proteina estrutural no citoplasma (125). Estudos prévios descrevem que
a sintese de a-actina decai rapidamente nos primeiros dias de cultivo in vitro de
CMLV, volta a aumentar até o estagio de confluéncia celular e, apds essa fase,
permanece baixa indefinidamente (125-128). Apesar de a a-actina ter sido o
principal alvo desses estudos, € plausivel que outras proteinas estruturais do
citoesqueleto também sofram modificacbes apdés mudltiplas expansbes de
cultura celular (129). Ainda que as variagdes de expressao de a-actina durante
o cultivo in vitro de CMLV ja tenham sido descritas, as modificacdes das
propriedades mecéanicas dessas células associadas a essa situacdo nunca

tinham sido documentadas até o presente estudo.

Os resultados apresentados mostram que as CMLV modificam
progressivamente seu comportamento mecéanico durante o cultivo in vitro. A
progressiva reducao de rigidez de citoplasma observada com o aumento dos
subcultivos é provavelmente o resultado final de modificagBes significativas na
organizacdo de citoesqueleto, principalmente envolvendo a a-actina. O
aumento da histerese celular detectado em paralelo a perda de rigidez
citoplasmatica, por sua vez, pode refletir um aumento de liquido no citoplasma

secundario a reducdo da quantidade de a-actina polimerizada (F-actina).
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Ambas as alteragbes mecanicas encontradas provavelmente sdo parte do
processo de desdiferenciacdo celular que células terminalmente diferenciadas
sofrem quando cultivadas in vitro por periodos prolongados. De acordo com
essa hipotese, as CMLV passariam, com o avan¢co dos subcultivos, de um
fendtipo contratil, com plena expressdo das proteinas contrateis de musculo
liso, para um fendtipo menos diferenciado, em que a taxa de proliferacao

celular é maior e a densidade do citoesqueleto de a-actina, menor.

Ainda que células de cultura priméaria possam sofrer senescéncia apés
multiplos subcultivos in vitro, essa hipdtese ndo sustenta os resultados
apresentados (130). Somente uma pequena porcentagem de células
senescentes € normalmente identificada em culturas primarias e os resultados
apresentados mostram um aumento da taxa de proliferagéo celular, ao longo
das passagens, achado condizente com desdiferenciacio e ndo com
senescéncia celular. Uma hip6tese alternativa para nossos achados € a de
que, a cada novo subcultivo, sejam selecionados clones de CMLV menos

diferenciados e com maior capacidade proliferativa.

Existe descricdo prévia das modificacbes da mecanica de células
endoteliais quando cultivadas in vitro, porém somente apds curto periodo de
tempo de acompanhamento, em que se observou aumento de rigidez celular
(131, 132). Considerando-se que caracteristicas fenotipicas das células
endoteliais sdo muito distintas das apresentadas pelas CMLV, especialmente
quanto a organizacdo de citoesqueleto no status totalmente diferenciado,
provavelmente o processo de desdiferenciacdo atua de forma diferente nestes

dois tipos celulares, justificando a disparidade dos dados encontrados.
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A constatacdo de que as propriedades mecanicas das CMLV séo
modificadas com o cultivo prolongado in vitro certamente representa uma
limitacdo para a extrapolacdo dos achados encontrados experimentalmente
para o cenario vascular. A fim de limitar esse viés, medidas quantitativas da
mecanica das CMLV s6 podem ser realizadas em culturas celulares com baixo
namero de subcultivos (passagens), visto que as modificacdes de citoesqueleto
que se acumulam apoOs esse periodo distanciam cada vez mais o fenotipo
estudado daquele apresentado pelas CMLV in vivo. De forma anéloga, as
comparacdes mecanicas entre CMLV de diversos individuos, leitos vasculares
diferentes ou provenientes de condi¢des experimentais distintas s6 podem ser
realizadas se for garantido o mesmo tempo de cultivo in vitro para todas as

culturas avaliadas.

5.2 Heterogeneidade das propriedades mecéanicas e de expressao

proteica das CMLV oriundas de leitos arteriais distintos

Os resultados da segunda fase deste estudo mostram que as CMLV de
diversos leitos arteriais diferem quanto ao fenétipo mecanico: CMLV da aorta
toracica, vaso mais préximo ao coracdo, sado significativamente menos rigidas
do que as CMLV das artérias renal e femoral, vasos mais distantes do coragao.
A rigidez de citoplasma apresentada por CMLV correlacionou-se
negativamente com a quantidade de elastina da camada média vascular e com

a quantidade total de MEC circundando as CMLYV, sugerindo um modulador



Discussdo 104

comum para essas Vvariaveis ou uma influéncia da MEC sobre o
comportamento mecanico das CMLV. O estiramento ciclico das CMLV
(simulando o regime de grandes artérias elasticas) levou a reducdo homogénea
da rigidez citoplasmatica, demonstrando que as forcas mecanicas regionais
influenciam as propriedades mecéanicas das CMLV, independentemente da
MEC, e que parte das diferencas interarteriais de fenétipo mecanico podem ser
devidas a intensidade de deformacéo ciclica da parede vascular, que difere

conforme o vaso.

A quantidade de proteinas de citoesqueleto expressas em CMLV com
comportamento complacente (aorta toracica) foi significativamente superior
aquela expressa em CMLV rigidas (artéria femoral), que, por sua vez,
expressaram mais proteinas envolvidas com o processo de ciclo celular. A
avaliacdo das adesdes focais e da morfologia das CMLV com comportamento
mecanico e expressdo proteica dispares mostrou que a organizacao do
citoesqueleto era significativamente diferente entre elas, confirmando que uma
maior quantidade de proteinas estruturais de citoesqueleto no citoplasma nao
traduz maior rigidez celular. A diferenca de expressao proteica entre as CMLV
provenientes da aorta toracica e da femoral, provavelmente, reflete as
diferencas regionais de forcas mecéanicas e de composicdo da MEC, que

influenciam a organizacao do citoesqueleto.

Os resultados apresentados confirmam, pela primeira vez, a
heterogeneidade da mecéanica da CMLV ao longo da arvore arterial, usando
medidas diretas de rigidez citoplasmatica e de avaliacdo global de expresséo

proteica, além de apontar as forgas mecéanicas regionais e a composi¢do da
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MEC como possiveis moduladores desse fenoétipo especifico. Estudos prévios
desenhados para a avaliacdo de heterogeneidade das CML de diferentes
origens focaram-se na comparacao entre CMLV e CML viscerais (133) ou entre
CMLV de artérias e veias (51). O objeto escolhido nessas comparacdes foi a
expressao de genes de proteinas contrateis de musculo liso e de seus fatores
de transcricdo, ndo sendo feita avaliacdo quantitativa das propriedades

mecéanicas celulares.

A constatagdo de que as CMLV sao mecanicamente diferentes ao
longo da arvore arterial € muito relevante, visto que contraria a rotulagem
indiscriminada e simplista do comportamento das CMLV como “secretor” ou
“contratil”, tanto em situagdes fisioldégicas quanto em situacfes patoldgicas. As
CMLV de diferentes vasos sintetizam a MEC de forma heterogénea, tanto
qualitativa quanto quantitativamente, a depender das condi¢bes de fluxo
sanguineo regional durante a fase de desenvolvimento arterial (14). ApGs esse
periodo, as CMLV classicamente assumem um fen6tipo denominado “contratil”,
quiescente do ponto de vista de secrecdo de MEC e com baixa taxa de
proliferacdo (30). Tendo em vista que a mecanica das CMLV ¢é
consideravelmente variavel entre os diferentes leitos arteriais, a classificacdo
uniforme do fendtipo dessas células como “contratil” ndo parece correta. Da
mesma forma, o conceito de modulagéo fenotipica, comumente utilizado para
designar a mudanca do fenétipo das CMLV em situacbes patoldgicas (30),
deve ser utilizado com cautela, uma vez que nédo leva em consideragdo a

heterogeneidade interarterial da mecanica das CMLV e, consequentemente,

nao prevé as variacdes desse processo ao longo da arvore vascular.
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A origem embriondria dos vasos é sempre apontada como um dos
fatores responsaveis pela diversidade fenotipica das CMLV, visto que as
células de vasos com diferentes origens embrionarias diferem em termos de
morfologia, capacidade proliferativa e resposta a fatores de crescimento (19).
As diferencas na mecéanica das CMLV, como demonstradas nos resultados
desta dissertacdo, podem estar relacionadas a origem embrionaria vascular: a
aorta toracica e a artéria mamaria, cujas CMLV sdo mais complacentes, séo
derivadas do mesoderma paraxial e da crista neural cranial, enquanto que a
aorta abdominal e seus ramos, cujas CMLV apresentaram-se mais rigidas, séo
derivados do mesoderma esplancnico. Entretanto, os resultados mostram que
a MEC e o estresse circunferencial aplicado pelo fluxo sanguineo nas paredes
vasculares também modulam o fenétipo mecanico das CMLV. Sendo assim,
embora haja influéncia da origem embrionaria das CMLV sobre sua mecanica,

ela ndo é a Unica determinante da variabilidade interarterial desse fenaétipo.

Observou-se correlagao clara entre a rigidez das CMLV e a quantidade
| composicdo da MEC na camada média vascular. Constatou-se correlacéo
negativa entre a quantidade de MEC e rigidez celular, sendo a aorta toracica o
vaso com a maior quantidade de MEC circundando as CMLV, as quais se
apresentaram menos rigidas. A reducado progressiva na quantidade de elastina
na camada média vascular com o afastamento das artérias do coragdo foi
acompanhada por aumento da rigidez das CMLV na mesma direcdo. Uma
hipotese plausivel é que o fenotipo mecanico das CMLV possa ser influenciado
pela MEC. Estudos prévios ja demonstraram que a elasticidade e a espessura

da MEC sabidamente influenciam a organizacao do citoesqueleto e a mecanica
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celular: a MEC rigida leva a formacdo de adesdes focais maiores e mais
estaveis, enquanto que a MEC complacente leva a formacao de adesdes focais
transitorias (110). A analise ultraestrutural das CMLV realizada neste estudo vai
ao encontro dessas observacdes prévias, visto que as células da aorta toracica
(maior quantidade de elastina circundante) exibiram adesdes focais menores
em comparacao as células da artéria femoral (menor quantidade de elastina
circundante). Com relacdo a composicédo da MEC, a presenca de elastina ja foi
associada a maior organizacdo do citoesqueleto celular e menor taxa de
proliferacdo celular (134). Entretanto, neste estudo, ndo foram encontradas
diferencas significativas em termos de orientacdo de fibras de a-actina ou de
taxa de proliferacdo entre CMLV de territérios arteriais com diferentes
guantidades de integrina na MEC. Apesar das evidéncias de que a composicao
da MEC influencia a mecanica celular, uma explicacdo alternativa para nossos
achados é a de que, como as CMLV secretam MEC durante a fase de
desenvolvimento arterial, a correlagdo entre composicéo / quantidade de MEC
e as propriedades mecanicas das CMLV pode ser reflexo de um modulador

comum a ambos os parametros.

O estiramento axial ciclico prolongado das CMLV levou a modificacédo
das suas propriedades mecanicas, tornando-as mais complacentes,
independentemente do leito arterial de origem. As condi¢bes do experimento
refletiam o estiramento a que as CMLV de grandes vasos elasticos, mais
especificamente da aorta, sdo submetidas em situagdes fisiologicas (115).
Esse resultado demonstra que a tenséo circunferencial aplicada sobre a parede

vascular pela circulacdo pulsétil é capaz de modular o fenétipo mecéanico das



Discussdo 108

CMLV. Apesar de as CMLV de vasos periféricos exibirem maior rigidez de
citoplasma em relacéo as da aorta toracica, quando submetidas ao estiramento
ciclico, simulando o regime da aorta, ocorreu reducéo da complacéncia celular.
Portanto, a tenséo circunferencial pode ser considerada um dos determinantes

da heterogeneidade interarterial das propriedades mecanicas das CMLV.

Os resultados apresentados sdo o0s primeiros a demonstrar
modificagdes quantitativas de elasticidade de CMLV ap0s o estiramento ciclico
prolongado. O estiramento ciclico sabidamente ativa varias vias de sinalizacéo
das CML (GTPase Rac, proteina quinase A, proteina quinase e proteina
quinase ativada pelo mitogeno p38) (135, 136) e intensifica tanto a sintese de
MEC (57) quanto a expressao de proteinas contrateis de musculo liso (57). Ele
pode levar a reorientacdo das fibras de tensédo de a-actina, a depender do tipo
celular, das caracteristicas do substrato e da intensidade de deformacéo (137),
além de ter a capacidade de modificar o comportamento proliferativo das CMLV
(56). A maioria dos estudos envolvendo estiramento ciclico e citoesqueleto
celular avaliaram somente a organizacao final das fibras de tensdo apos o
término dos ciclos de estiramento (138, 139). Entretanto, o processo de
adaptacdo do citoesqueleto ao estiramento € muito dindmico e ndo pode ser
fidedignamente representado apenas pela figura final da organizacdo de suas
fibras de tensao, visto que a fim de adaptar o citoplasma as deformacdes
ciclicas, as CMLV polimerizam e despolimerizam as fibras de a-actina, bem
como aumentam e reduzem as adesdes focais (110). A avaliacdo da
viscoelasticidade das CMLV pré e poOs-estiramento parece contemplar melhor a

adaptacao celular a esse tipo de deformag¢do mecanica.
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A andlise de protebmica realizada em CMLV com comportamentos
mecanicos distintos (aorta toracica e femoral) claramente demonstrou que
essas células diferem em termos de expressdo de proteinas envolvidas nos
processos de contracdo muscular e organizacdo de citoesqueleto. As CMLV da
aorta toracica expressaram uma quantidade significativamente maior de
proteinas de citoesqueleto, tanto estruturais (a-actina) quanto componentes
das adesbes focais (vinculina, a-actinina). Por outro lado, as CMLV da artéria
femoral expressaram mais proteinas envolvidas na rede de ciclo celular. Como
apresentado anteriormente, as CMLV da aorta toracica apresentaram-se mais
complacentes do que as CMLV de artéria femoral e, em analise ultraestrutural,
as células da aorta toracica exibiram adesfes focais de membrana
significativamente menores. Tanto as células de aorta toracica quanto as de
artéria femoral apresentaram-se distribuidas de forma similar em cada estagio
do ciclo celular. O senso comum levaria a interpretacdo de que as CMLV com
maior quantidade de proteinas de citoesqueleto teriam um citoplasma mais
rigido, enquanto que as CMLV com maior quantidade de proteinas de ciclo
celular proliferariam mais. Nos resultados apresentados, esse tipo de
extrapolacdo provou ser errbneo e evidenciou que o estudo cauteloso da
fisiologia celular antes da interpretacdo de qualquer dado de protebmica é

essencial para evitar conclusdes incorretas.

A organizacéo das fibras de tenséo de a-actina é altamente dinamica e
envolve a participacdo de uma ampla gama de proteinas ligadoras de a-actina
e de proteinas associadas as adesoes focais, que regulam a polimerizacéo e a

estabilidade das fibras de tensdo e permitem que as CMLV se adaptem a
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diferentes forcas mecanicas (112). Embora a quantidade de a-actina seja
mantida constante, a rigidez do citoplasma pode ser modificada em virtude de
mudancas nas taxas de polimerizacdo de fibras de tensédo (140) e no tamanho
das adesdes focais (110, 141), ambos modulados por forcas mecéanicas. Esse
conceito foi reforcado pelos resultados apresentados, em que as CMLV da
aorta apresentaram-se menos rigidas do que as CMLV de artéria femoral e
exibiram menores adesdes focais. Ainda que ndo tenham sido identificadas
diferencas envolvendo o alinhamento das fibras de tensdo entre as CMLV
desses dois leitos vasculares, elas diferiram com relacdo a sua forma, que

indiretamente reflete a organizagéo do citoesqueleto.

Segundo observacdes prévias de Trepat et al (142) e Chen et al (143),
a resposta celular ao estiramento € a fluidificacdo do citoplasma. A aorta
toracica € o vaso cujas paredes sofrem deformidade ciclica mais intensa,
resultante da forca mecéanica imposta pelo fluxo sanguineo na sistole cardiaca.
Como consequéncia, as CMLV desse leito arterial sofrem fluidificacdo de
citoplasma durante a sistole e re-solidificacdo deste durante a didstole. A
adaptacdo rapida e efetiva do citoesqueleto depende da organizacdo dos
filamentos de a-actina, principalmente, por meio da plasticidade das adesdes
focais e da acdo de multiplas proteinas de ligacéo a a-actina, permitindo que as
CMLV respondam adequadamente as deformacgbes ciclicas da MEC
decorrentes da tenséo circunferencial aplicada. Acredita-se que isso justifique a
maior expressao de proteinas de organizacdo do citoesqueleto apresentada
pelas CMLV de aorta em comparacdo as CMLV de artérias periféricas, onde

esse processo de deformacéo ciclica € menos intenso.
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Finalmente, a contribuicdo da rigidez de CMLV para as propriedades
mecanicas finais de qualquer vaso sempre foi considerada como insignificante
(144). Esse conceito comecou a mudar recentemente, visto que surgiram
evidéncias: de que a rigidez arterial senil se deve, em parte, ao enrijecimento
de CMLV (64); de que a remocdo seletiva da tunica média vascular pode
alterar a morfologia vascular (145) e de que mutacdes no gene da miosina de
cadeia pesada (MYH11) reduzem a contratilidade da aorta por mudancas no
citoesqueleto celular (65). Nos experimentos apresentados, a rigidez das CMLV
mostrou-se consistente com descricGes prévias de complacéncia e elasticidade
de MEC dos respectivos leitos arteriais de origem. Sendo assim, o citoplasma
mais rigido foi observado em CMLV de vasos menos complacentes e com
menor quantidade de elastina na MEC, e vice-versa. Entretanto, ndo foi
possivel estabelecer uma relacdo causal, visto que esse tépico ndo foi

diretamente contemplado nos objetivos do estudo.

5.3 Variabilidade interindividual da mecanica das CMLV e seu
enrijecimento em tabagistas e mulheres p6s-menopausa

Os resultados da terceira fase deste estudo demonstram, pela primeira
vez, que existe variabilidade interindividual da viscoelasticidade das CMLV e
gue ha associagao entre tabagismo e sexo feminino com o seu enrijecimento.
O efeito pro-enrijecimento observado em associacdo a essas variaveis clinicas
representa um elemento importante para a compreensédo da rigidez vascular

observada em mulheres pds-menopausa e em pacientes tabagistas, uma vez
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gue modificacdes significativas, tanto na MEC quanto nas CMLV, nunca foram
descritas em associacao a tais condi¢des (70, 78). O enrijecimento das CMLV
foi detectado na auséncia de estimulo endotelial, fato especialmente relevante
no caso do tabagismo, em que a rigidez arterial sempre esteve unicamente

relacionada a disfuncao de células endoteliais (146).

O enrijecimento de CMLV foi recentemente apontado como um fator
importante na fisiopatogenia da rigidez arterial, contrariando o conceito vigente
de que a reducdo de complacéncia de grandes vasos se devia
majoritariamente a modificagbes na MEC (1). Existem duas situagoes
experimentais em que o enrijecimento de CMLV foi associado ao aumento do
tdnus vascular: hipertensao arterial e rigidez arterial senil. Na primeira situagao,
foi demonstrado que as CMLV de ratos espontaneamente hipertensos eram
mais rigidas em comparagdo com os controles ndo hipertensos, usando
microscopia de forgca atbmica para a avaliacéo da rigidez celular e modelos de
aorta revestidos por CMLV para a demonstracdo do impacto da rigidez das
CMLV na mecéanica vascular (66). Na segunda situacdo, as CMLV de simios
idosos com rigidez arterial se mostraram mais rigidas do que as CMLV de
simios jovens sem rigidez de aorta, usando a mesma metodologia descrita para
o estudo anterior (64). Em ambos os estudos, a MEC foi avaliada e nao foram

identificadas anormalidades.

Este estudo é o primeiro a avaliar a viscoelasticidade de CMLV
humanas primarias e a correlacionar o referido fenétipo com cinco fatores

associados a rigidez arterial (idade, género, raca, diabetes mellitus e

tabagismo). Os resultados encontrados mostram que tabagismo e sexo
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feminino séo preditores independentes de enrijecimento de CMLV. Trata-se da
primeira descricdo de uma anormalidade vascular significativa associada ao
tabagismo e ao sexo feminino pés-menopausa, uma vez que a literatura carece
de estudos demonstrando modificacdes significativas ha MEC e nas CMLV
nessas situacées. E dificil quantificar a contribuico relativa da mecanica das
CMLV e da composicdo da MEC para o fenétipo vascular final desses
pacientes. Entretanto, os resultados sugerem que a viscoelasticidade das
CMLV é ao menos um fator que contribui para o enrijecimento vascular

associado a essas duas variaveis.

Mulheres pdOs-menopausa exibem maior rigidez adrtica e menor
complacéncia vascular global em relagdo aos homens (78), situacdo que tem
impacto significativo na mortalidade por causas cardiovasculares desse grupo
(147) e que se associa provavelmente aos baixos niveis de estrogeno (148-
150). Ainda que alguns autores argumentem que um menor didmetro da raiz da
aorta é responsavel pelo aumento de pressédo de pulso e de VOP observado
em mulheres (79), existem fortes evidéncias demonstrando que a composi¢cao
da parede arterial é o principal fator responsavel por esse achado (78). As
diferencas de composicdo da MEC e/ou de comportamento bioldégico das
CMLV entre homens e mulheres nunca foram antes avaliadas. O fato de as
CMLV de mulheres serem mais rigidas do que as de homens,
independentemente de outras variaveis clinicas de confusdo (idade, raca,
tabagismo, diabetes, hipertensdo e dislipidemia), representa a primeira

evidéncia de que existem diferencas de estrutura vascular intergénero. Esse
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achado também representa um potencial alvo terapéutico a ser estudado no

futuro.

O tabagismo também é um fator de risco importante para a rigidez
arterial (151, 152), estando associado a reducdo de complacéncia de grandes
vasos que é apenas parcialmente reversivel com o fim da exposicdo (94). A
disfuncdo vasomotora observada em tabagistas sempre esteve associada a
lesdo de endotélio secundaria ao estresse oxidativo e inflamatoério deflagrado
pela fumaca do cigarro (146, 153). A reducdo de complacéncia vascular era
considerada como uma resposta fisiolégica das CMLV aos estimulos do
endotélio disfuncional (146). O presente estudo mostra que as CMLV de
tabagistas sdo mais rigidas do que as de nédo tabagistas, independentemente
da presenca do endotélio, sugerindo uma acdo direta da exposi¢cao sobre a
mecanica das CMLV ou o cenario final de modificacdes crbénicas celulares
inicialmente deflagradas pelo endotélio disfuncional ou por modificacbes da
MEC. Existe descricdo prévia da associacdo entre tabagismo e modificacdes
crdénicas no citoesqueleto celular, sendo estas secundarias ao aumento da
producédo de PDGF pelas CMLV (154). Entretanto, de forma anéloga ao que foi
descrito para as mulheres, existem poucos estudos de qualidade que avaliam
modificacdes de MEC e de fen6tipo de CMLV pelo tabaco (155). O achado de
que a mecanica de CMLV é afetada pelo tabagismo ajuda a explicar sua

associacao a rigidez arterial.

O achado de que as CMLV de mulheres e tabagistas apresentam maior
rigidez de citoplasma tem importancia que transcende a fisiologia, visto que

representa um possivel alvo terapéutico para tratamento da rigidez arterial
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associada a essas variaveis de risco, dada a plasticidade do fenétipo mecanico
das CMLV (156). Como demonstrado anteriormente neste estudo, a
composicdo da MEC e as forcas mecanicas regionais sao fatores moduladores
da mecénica das CMLV, mas muito dificeis de serem modificados in vivo (157).
Em contrapartida, existem peptideos capazes de afetar diretamente o ténus
das CMLYV, principalmente a angiotensina Il (158) e a aldosterona (159), ambas
associadas com rigidez arterial e cujo blogueio pode melhorar a complacéncia
vascular. Mais além, drogas que aumentam a producao de 6xido nitrico, como
o inibidor da coenzima A redutase fluvastatina, sdo capazes de reduzir
indiretamente o tbnus de CMLV (160). A eficacia dessas opcdes terapéuticas
na reducéo da rigidez de grandes artérias em mulheres e tabagistas precisa ser

futuramente explorada.

Finalmente, este € o primeiro estudo a demonstrar a presenca de
variabilidade interindividual da viscoelasticidade das CMLV. A variabilidade da
mecanica das CMLV pode justificar a variabilidade de rigidez de grandes vasos
observada entre individuos de mesma idade (87). Apesar de ter sido
demonstrado que as condicdes fisioloégicas de mulheres pés-menopausa e 0
tabagismo sdo capazes de enrijecer as CMLV, o modelo estatistico obtido nos
resultados é capaz de explicar menos de 20% da variabilidade desse traco
biologico. O conhecimento das variaveis moduladoras do fenétipo mecénico
das CMLV é de grande importancia clinica, dadas as evidéncias crescentes
associando rigidez de CMLV e rigidez arterial. Estudos futuros que avaliem
possiveis moduladores genéticos da mecanica das CMLV sdo necessarios

para auxiliar no entendimento da fisiopatogenia da rigidez vascular.
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As CMLV, quando em cultura celular, sofrem mudancas fenotipicas
progressivas que as distanciam do comportamento biologico exibido in vivo.
Neste estudo, esse viés foi minimizado, primeiramente, pela utilizacdo de
culturas primarias ao invés de linhagens celulares imortalizadas, permitindo a
avaliacdo mecanica de células provenientes de fragmentos vasculares e, dessa
forma, recém-expostas aos estimulos ambientais. Além disso, optou-se pela
restricdo do numero de subcultivos para a realizacdo das medidas mecanicas,
baseando-se no achado de que a progressdo do cultivo in vitro estava

associada a perda de rigidez das CMLV.

No ambiente vascular, as células endoteliais exercem papel regulatorio
sobre as CMLV, principalmente em resposta a mudancas no estresse de
cisalhamento. Essa acdo regulatéria ndo foi especificamente avaliada no

estudo.

A Unica forma de se avaliar a mecanica celular pré e pds-experimento
de estiramento ciclico, pela metodologia OMTC, é por meio do desprendimento
das células do substrato usado no estiramento, seguido pela adeséo delas aos
pocos a serem usados has medidas mecanicas. Isso faz com que a avaliacao
mecanica celular tenha sido realizada em uma situacdo de organizacdo de
citoesqueleto que ndo correspondia exatamente a apresentada pelas CMLV ao
final do estiramento. Entretanto, esse desenho experimental traduziu
precisamente a situacdo em que as CMLV dos diferentes leitos arteriais foram
inicialmente avaliadas e em que a heterogeneidade de fenétipo mecéanico entre
elas foi encontrada. Sendo assim, ainda que néo permitisse avaliar o efeito do

estiramento sobre o alinhamento das CMLYV in vitro, o experimento realizado
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permitiu definir que o estiramento ciclico € modulador da mecéanica dessas

células in vivo.

Ainda que a ancestralidade racial tenha sido acessada por meio de
ferramentas genéticas, evitando o0s vieses associados ao uso da raca
autodeclarada, houve importante predominancia de pacientes com
ancestralidade europeia na amostra estudada. Isso possivelmente limitou o
poder do estudo de associar ancestralidade africana e enrijecimento de CMLV.
De forma similar, a dispersdo de idade apresentada pela populacdo de
pacientes incluida no estudo foi muito baixa, prejudicando a correlagdo entre

essa variavel e a viscoelasticidade de CMLV.

A associacdo entre hipertensdo arterial sistémica e enrijecimento de
CMLV, demonstrada em modelos animais, ndo foi evidenciada neste estudo.
Isso se deve ao fato de todos os pacientes incluidos, com excecdo de uma
pequena percentagem em que a analise de prontuario foi invalida,

apresentarem esse diagnéstico.

O objetivo da terceira fase do projeto era associar as variaveis clinicas
com os dados de mecéanica de CMLV. Nao foi feita a medida de VOP nos
pacientes incluidos no estudo, impossibilitando o diagnéstico de rigidez arterial.
Entretanto, a tentativa de associacdo entre as propriedades mecanicas de
CMLV com as medidas de VOP seria prejudicada por ndo se ter a avaliacao da

MEC desses pacientes.



7. Conclusodes
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A extrapolagdo do comportamento mecanico das CMLV observado in
vitro para o cenario vascular in vivo é limitada pelo fato de que tais células
apresentam mudancas significativas de viscoelasticidade ap0s periodo
prolongado em cultura celular. Essas modificacbes mecanicas estao
associadas a aumento da taxa de proliferacdo celular, reforcando observacdes
prévias que indicam que células terminalmente diferenciadas sofrem processo
de desdiferenciacdo quando submetidas a multiplos subcultivos in vitro. A
restricdo do numero de subcultivos ou do tempo de cultivo in vitro &, dessa
forma, condicdo sine qua non para permitir a correta interpretacdo dos
resultados obtidos experimentalmente quando da avaliagdo da mecanica das

CMLV.

A viscoelasticidade demonstrada pelas CMLV € resultado da
organizacgdo tridimensional do citoesqueleto, processo altamente dinamico e
dependente da interacdo entre as proteinas estruturais com suas proteinas
ligadoras, e da organizacdo e extensdo das adesOes focais. Sendo assim,
apesar de a expressado proteinas contrateis de musculo liso ser frequentemente
utilizada como substituta da avaliagdo mecanica das CMLV, ela ndo traduz a

organizacao do citoesqueleto celular e pode levar a conclusdes erréneas.

As CMLV sao heterogéneas em termos de viscoelasticidade e
expressdo de proteinas do citoesqueleto ao longo da &rvore arterial. A
mecanica das CMLV é modulada pelas caracteristicas da MEC (composi¢éo e
guantidade) e pela tensdo circunferencial ciclica aplicada as paredes
vasculares pela circulagdo pulsatil. Essas observacdes reforcam o conceito de

plasticidade fenotipica das CMLV e confirmam a existéncia de um espectro de
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fendtipos intermediarios entre os fendtipos contratil e secretor, classicamente

associados a modulacao fenotipica dessas células.

Mulheres p6s-menopausa e tabagistas exibem enrijecimento de CMLV.
Essa modificacdo da mecéanica das CMLV é provavelmente um fator que
contribui para a rigidez arterial associada a essas condi¢cdes e representa um

possivel alvo terapéutico a ser avaliado futuramente.

Existe variabilidade interindividual significativa da viscoelasticidade de
CMLV, que é minoritariamente explicada por variaveis clinicas. Considerando-
se as recentes evidéncias que associam viscoelasticidade das CMLV com
mecanica vascular, a identificacdo de moduladores desse fenotipo certamente

contribuira para melhor compreenséo da fisiopatogenia da rigidez arterial.
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Anexo A

Comparagao de expressao proteica entre células de musculo liso vascular
(CMLV) de artéria femoral e aorta toracica

Proteinas com expressao diferencial em CMLV de Aorta (p<0,05)

Proteina
Actina de musculo liso
Proteina 22a de musculo liso (SM 22a)
a-Actinina 4
a-Actinina 2
Vinculina isoforma 2
Malato desidrogenase
Frutose-bifosfonato aldolase A

Fosfoglicerato mutase 1

Proteina DJ-1
Proteina associada a microtubulos

Proteinas com expressdo diferencial em CMLV de Femoral (p<0,05)

Proteina
B-enolase
Proteina a B-cristalino
Vinculina isoforma 1

Comparacgao de expressao proteica entre CMLV de Aorta versus Femoral — Processos e
Redes (p<0,05)
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2 4 6 8 10
Processos , 7 -log(pValue)
1 1. muscle contraction (contragio muscular)
2 } 2. muscle system process (processo sistema muscular)
—_—— _—
3 } 3. cytoskeleton organization (organizagio citoesqueleto)
4 im—— 4. cellular component organization at
’
cellular level (organizagio componente celular, nivel celular)
[ — 5. cellular component organization or
’
biogenesi: at cellular level (organizagio componente celular ou biogénese, nivel celular)
| T
6 | 6. cellular component organization (organizagio componente celular)
7 I— 7. cellular component organization or
"
biogenesis (organizagio componente celular ou biogénese)
[ ] N
8 ¥ 8. organelle organization (organizagio de organclas)
ey
9| 9. cellular component assembly (montagem componente celular)
I e———————ee———
19 10. system process (processo sistemas)
L ¥ 11. cellular component biogenesis ®iognese componente celular)
12 r——— 12. cellular component assembly at
’
cellular level (montagem componente cetular, nivel celular)
s ’ ’
13} | 13. multicellular organismal process (processos multicelulares)
14. single-multicellular organism
14—
Process (processos unicelulares)
15 15. response to abiotic stimulus (resposta a estimulos abisticos)
16 16. response to stress (respostaaestresse)
e )
17 } 17. glucose metabolic process (processo de metabolismo da glicose)
18 [— 18. single-organism process (processo de organismo iinico)
e i
19 ¥ 19. hexose metabolic process (processo metabslico hexose)
20 20. protein homooligomerization
Y leg(pValue)
1 | 1. Muscle contraction  (amomein

2. Development_Skeletal muscle

development  senonimento mscuta

Quantidade de proteinas diferencialmente expressas, organizadas por processos e redes.
Barras laranja = Aorta; barras azuis = Femoral.

Proteinas com expressao diferencial em CMLV de Aorta (p<0,1)

Proteina
Actina de musculo liso
Proteina de musculo liso 22-a (SM 22a)
Proteina relacionada a actina 3
a-actinina 1 isoforma 3
Calmodulina
a-actinina 4
a-actinina 2
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a-actinina 3
Vinculina
Frutose bifosfonato aldolase A
Proteina associada ao microtubulo
Fosfoglicerato mutase 1
Nucleosideo difosfato quinase B (isoforma 3)
Transgelina 2
14-3-3 y-proteina
Malato desidrogenase
Fibronectina
Proteina AHNAK
Proteina DJ-1
B-espectrina ndo eritrocitaria 4

Proteinas com expressao diferencial em CMLV de Femoral (p<0,1)

Proteina
B-enolase
Tubulina, cadeia a
Proteina a B-cristalino
a-2-HS-glicoproteina
ATP sintase a, mitocondrial
Vinculina isoforma 1
Proteina heat-shock-related 70kDa
Actinina, a-2 variante
Proteina droga-sensivel 1

Comparagao de expressao proteica entre CMLV de Aorta versus Femoral — Processos

(p<0,1)
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Quantidade de proteinas diferencialmente expressas, organizadas por processos celulares.
Barras laranja = Aorta; barras azuis = Femoral.
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1. Introduction

Current understanding of various biological phenomena is largely due to cultivating cells from differ-
ent tissue origins. Cultured cells retain a number of in vivo biochemical characteristics, validating the
usefulness of this method for the study of cell physiology. However, a drawback of biological primary
cultures is the dedifferentiation that many cells exhibit while subjected to multiple passages [11,16,25].

Indeed, primary smooth muscle cells (SMC) serially passaged display changes in a number of physio-
logical properties, including biosynthetic properties and morphology [19]. Several on-going large-scale
projects use primary cultures of vascular smooth muscle cells to describe, characterize, select and map
complex biological phenotypes. Concerns about this subject already exist, as studies that evaluate vis-
coelasticity of cells in primary cultures frequently limit passages [26]. Nonetheless, this issue has not
been clearly characterized in the literature.

The main objective of this study was to quantitatively evaluate if serial passaging has an influence on
the mechanical behavior of vascular SMC (VSMC).

2. Materials and methods
2.1. Cell isolation and culture

Fragments of aorta, femoral, renal, mammary and carotid arteries were collected from two same aged
and weighted adult pigs, using protocols approved by our ethics committee. Vessels were used to isolate
VSMC through a primary explant technique. Changes of passages were defined every time cells reached
confluency in a certain plate and trypsinization followed by cell plating in a doubled-sized recipient was
required. In order to perform our mechanical measures, VSMC were seeded at a 96-well plastic plate
(Costar) at passages 4, 5 and 7, for aorta; 4, 8, 10 and 11, for femoral; 4, 5, 6 and 7, for renal; 4, 5, 6
and 8, for mammary; and 4, 5, 8, 10 and 11 for carotid (1 x 10* cells per well). Past 24 h after cell plating,
VSMC were serum deprived, irrespective of the passage. After 24 h in starving, VSMC were covered
with ferromagnetic beads previously coated with RGD (arginine-glycine-aspartate) peptide (American
Peptide Company, Cat# 44-0-19B, Solid Phase Peptide Synthesis).

2.2. Preparation of ferrimagnetic beads

Ferrimagnetic beads (4.5 um diameter) were covered with a synthetic peptide containing Arg-Gly-
Asp (RGD) sequence. RGD is known to anchor cytoskeleton’s actin through binding [3;-integrin. Past
24 h after RGD coverage, beads were resuspended in serum-deprived media and added to cells at a con-
centration of 10 ug per well. After 20 min of incubation, optical magnetic twisting cytometry (OMTC)
experiments began.

2.3. Optical magnetic twisting cytometry (OMTC)

Detailed descriptions and validations of OMTC have been published elsewhere [8]. OMTC is an
optical-magnetical method that can determine the rigidity of individual cells and has been widely used
to probe the mechanics of adherent cells [3,5,17]. In brief, a 0.75 Hz sinusoidal vertical magnetic field
of 90 Gauss generates a torque to the previously magnetized ferromagnetic beads (9,000 Gauss). The
magnetic torque over the beads results in a horizontal displacement, which was optically registered by
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a charge-coupled device camera mounted on an inverted microscope (Leica DMI-4000, 40 x magnifica-
tion).

The ratio between torque and bead displacement in the frequency (f) domain defined a complex
apparent stiffness of the cell, ¢g*(f), measured in Pa/nm. The apparent stiffness ¢*(f) was converted
into a viscoelastic modulus G*(f) after taking into consideration the shape and thickness of the cell and
the degree of bead embedding [15]. The viscoelastic modulus has two components: the in-phase elastic
modulus G'(f) and the out-of-phase viscous modulus G”( f), which are used to compute the hysteresivity
of the cell 7 (the ratio G” /G"). Here we used a fixed frequency f = 0.75 Hz, thus G = |G*(f)|.

2.4. Confocal microscopy

For immunofluorescence staining, cells were grown on glass slides. We selected cells from four dif-
ferent cultures at different passages: renal (P9 and P12), femoral (P6, P8 and P9), mammary (one cul-
ture was analyzed at P7 and P10, another one at P9 and P12). After 48 h, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde, washed with PBS, blocked for 30 min with 5% BSA/PBS, and incubated for 3 h
with phalloidin conjugated with Alexa (Alexa Fluor 488 Phalloidin®, Invitrogen, 1:400). Phalloidin is a
bicyclic peptide used in imaging applications to selectively label F-actin, with low non-specific binding.
Fluorescence image studies were performed using a Zeiss laser-scanning confocal microscope LSM 510
META. Setting conditions were normalized using a negative control glass slide and magnification was
20x for all images obtained. Images were analyzed using ImageJ® software.

2.5. Western blotting

In order to extract smooth muscle cells total protein, plates were washed twice with PBS and 100 pl of
extraction buffer (1% TRITON X-100, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 5 mM KCl, 2 mM MgCl,, 25 mM
HEPES supplemented with PMSF (Sigma), phosphatase inhibitor scocktail 1 and 2 (Sigma) and total
protease inhibitor (Sigma)) was used for cell lysis. Samples (5 and 15 pg) were loaded and subjected to
SDS-PAGE. After electrophoresis, proteins were electro-transferred to a nitrocellulose membrane (GE
Healthcare). The membrane was incubated in a blocking buffer and then probed with antibodies against
Collagen Type I (#sc8784 — Santa Cruz). Detection was performed using enhanced chemiluminescence
reagents (GE Healthcare) and densitometry analysis was performed with the ImageJ program. Protein
levels of GAPDH (ab22555 — Abcam) were used to normalize the results.

2.6. Statistical analysis

We correlated the mechanical variables G and 7 (obtained from data recorded for each valid bead)
with passage number for each type of vascular SMC. The correlation was carried out using Spearman’s
rank correlation. It was considered statistically significant at p < 0.001. Mean signal intensity per cell
obtained from confocal microscopy images was compared between passages using the ¢-student test
(if two samples) or one-way ANOVA (more than two samples) and it was considered significant at
p < 0.01.

3. Results

We performed 29 OMTC experiments with renal culture, 25 with aorta culture, 20 with femoral cul-
ture, 32 with mammary culture and 18 with carotid culture. Time between passages decreased progres-
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Fig. 1. Variability of rigidity (G) across different passages. There was a negative correlation between G and passages for all
cultures, except renal. A: Aorta (CC = —0.319, p < 0.001); B: Femoral (CC = —0.298, p < 0.001); C: Renal (CC = —0.059,
p = 0.337). D: Mammary (CC = —0.368, p < 0.001); E: Carotid (CC = —0.419, p < 0.001). Bars represent medians with
95% CI.

sively (P5: 11 &£ 2.53 days, P6: 6.6 + 0.54 days, P7: 4.6 4= 2.2 days, others passages were not computed
because not all cultures reached them).

In all cell cultures, except for renal culture, there was a progressive reduction in G value with passag-
ing, representing a reduction in the VSMC rigidity. Thus, we found a negative correlation between G
and passaging, represented by a correlation coefficient (CC) of —0.319 for aorta (p < 0.001), —0.298
for femoral (p < 0.001), —0.059 for renal (p = 0.337), —0.368 for mammary (p < 0.001) and —0.419
for carotid (p < 0.001, Fig. 1).

Regarding 1 (hysteresivity), a statistically significant positive correlation between this variable and
passage was found, represented by a CC of 0.45 for aorta (p < 0.001), 0.329 for mammary (p < 0.001)
and 0.618 for carotid (p < 0.001). We were unable to find a statistically significant correlation between
71 and passage for femoral and renal cultures, with p values of 0.31 and 0.011, respectively (Fig. 2).

We found a statistically significant difference regarding signal intensity per cell value (gray scale)
in VSMC stained with phalloidin at different passages: renal VSMC P9 (mean 113.77 &£ 32.9) and P12
(mean 60.43+25.38), p < 0.01; femoral VSMC P6 (mean 146.43+35.36), P8 (mean 59.87435.36) and
P9 (mean 92.17+39.26), p < 0.01; mammary VSMC P7 (mean 72.54+18.27) and P10 (51.104+21.66),
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Fig. 2. Variability of histeresivity () across different passages. 7 correlated positively with passages with statistical significance
in three of five cultures studied. A: Aorta (CC = 0.45, p < 0.001); B: Femoral (CC = —0.043, p = 0.31); C: Renal
(CC = —0.154, p = 0.011); D: Mammary (CC = 0.329, p < 0.001); E: Carotid (CC = 0.618, p < 0.001). Bars represent
medians with 95% CI.

p < 0.01; and mammary VSMC P7 (mean 89.29 + 50.8) and P12 (mean 75.36 4+ 20.92), p < 0.01
(Fig. 3).

Western blotting analysis revealed a significant decrease in collagen-1 content throughout passaging.
As this was an exploratory data resulting from the observation of one VSMC culture, we did not make
any statistical analysis (Fig. 4).

4. Discussion

Our results provide evidence that VSMC exhibit a progressive modification in their mechanical be-
havior with the increase in culture passages, mainly loss of rigidity (G) but also increase in histeresivity
(7). We also detected a reduction in average signal intensity per cell between phalloidin stained VSMC
at lower and higher passages, which may reflect the amount of f-actin within those cells.

Similarly, quantitative western blotting analysis revealed a decrease in collagen I throughout passages,
which may help to explain our mechanical findings and also raises the possibility that the secretory status
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Fig. 3. Comparison of mean signal intensity per cell (gray scale) of phalloidin-stained VSMC obtained at different passages
(confocal microscopy). A: Renal culture, B: Femoral culture, C and D: Mammary cultures. We found a statistically significant
difference in all cases (p < 0.01). Bars represent mean with 95% CI. (Colors are visible in the online version of the article;
http://dx.doi.org/10.3233/BIR-120621.)

of VSMC may also be affected by long-term in vitro culturing. Regarding this latter hypothesis, however,
our study design could not exclude the possibility that the decrease in the amount of collagen 1 observed
throughout passages was a consequence of the decrease in culture time.

The potential effects of progressive subcultures on cell phenotype have already been described for
a wide range of differentiated cells, especially chondrocytes and cardiomyocytes [6,9,24]. Studies on
chondrocytes show that in vitro expansion culture is associated with loss of cartilaginous phenotype
and transformation into a fibroblast-like phenotype [11,16]. Cardiomyocytes also undergo dedifferenti-
ation while subjected to long term culture, presenting with loss of typical morphology and characteristic
electrophysiological properties [24]. Cancer cell lines and mesenchymal stem cells, even though not
final-differentiated cells, experience significant modifications regarding their behavior at high passages
[2,23].

In vitro culturing of SMC is generally associated with loss of their contractile properties in serum
containing media [18]. Besides several changes that SMCs experience while in culture in terms of mor-
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Fig. 4. Decrease in the amount of collagen-1 in cellular extracts obtained from VSMC cultivated from passage 7 until pas-
sage 12, using western blotting. The first passage studied (P7) was considered as 100% of collagen-1content.

phology and response to drugs [4,14], it is also known that alpha-actin mRNA content decreases in
cultured SMC [13] and are located predominantly in the cytoplasm [12]. Previous studies have shown
that alpha muscle actin synthesis and content in SMC decrease sharply in the first few days in primary
culture, rise variably upon achievement of confluency and, thereafter remain low [1,12,13,21]. Similar
to a-actin, other cytoskeleton proteins may change after multiple subcultures [10].

The progressive mechanical changes we demonstrated VSMC may experience with serial passaging
are probably related to significant modifications regarding cytoskeleton organization (f-actin) and ex-
tracellular matrix secretion (collagen-1). Loss of rigidity may be explained by quantitative depletion
of both cytoskeleton and extracellular matrix proteins, whereas the increase of hysteresivity could be a
reflection of a more liquid cytoplasm caused by the decrease in the total amount of f-actin.

All mechanical changes described may be part of a dedifferentiation process experienced by final
differentiated cells, as it was expose above. Even though cells from primary culture may suffer from
senescence, we do not consider that this hypothesis can sustain our results. Only a small percentage of
senescent cells are identified for sure within a primary cell culture [22] and what we observed was an
increase in proliferative rate throughout passages, which is different from what is proposed for senescent
cells.

To our knowledge, this is the first study that addresses mechanical behavior of VSMC in long term in
vitro culture. There are reports of increased rigidity of endothelial cells while on culture [7,20], but the
time cells were kept on culture was significantly shorter than ours and the phenotypic characteristics of
endothelial cells are quite diverse from VSMC and may have affected the dedifferentiation process we
presume they suffer.

In conclusion, VSMC in culture exhibit a significant change in their mechanical behavior over pas-
sages. This finding is consistent and may contribute to explain previous observations indicating that
differentiated cells exhibit dedifferentiation while subjected to prolonged in vitro culture. These results
highlight the importance of controlling culture passage when evaluating VSMC’ viscoelastic properties.
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Vascular smooth muscle cells (VSMCs) are thought to assume a
quiescent and homogeneous mechanical behavior after arterial tree
development phase. However, VSMCs are known to be molecularly
heterogeneous in other aspects and their mechanics may play a role in
pathological situations. Our aim was to evaluate VSMCs from differ-
ent arterial beds in terms of mechanics and proteomics, as well as
investigate factors that may influence this phenotype. VSMCs ob-
tained from seven arteries were studied using optical magnetic twist-
ing cytometry (both in static state and after stretching) and shotgun
proteomics. VSMC mechanical data were correlated with anatomical
parameters and ultrastructural images of their vessels of origin.
Femoral, renal, abdominal aorta, carotid, mammary, and thoracic
aorta exhibited descending order of stiffness (G, P < 0.001). VSMC
mechanical data correlated with the vessel percentage of elastin and
amount of surrounding extracellular matrix (ECM), which decreased
with the distance from the heart. After 48 h of stretching simulating
regional blood flow of elastic arteries, VSMCs exhibited a reduction
in basal rigidity. VSMCs from the thoracic aorta expressed a signif-
icantly higher amount of proteins related to cytoskeleton structure and
organization vs. VSMCs from the femoral artery. VSMCs are heter-
ogeneous in terms of mechanical properties and expression/organiza-
tion of cytoskeleton proteins along the arterial tree. The mechanical
phenotype correlates with the composition of ECM and can be
modulated by cyclic stretching imposed on VSMCs by blood flow
circumferential stress.

vascular smooth muscle; extracellular matrix; aorta; smooth muscle
cells

THE FACT THAT VESSELS DIFFER so significantly in terms of
anatomic characteristics is commonly attributed to the hetero-
geneity of blood flow within their territories during the arterial
tree development phase, which determines vessel diameter and
thickness (13). In this scenario, vascular smooth muscle cells
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(VSMCs) orchestrate extracellular matrix (ECM) synthesis/
organization and are thought to assume a quiescent contractile
status after. However, VSMCs are known to play an important
role in the structural modifications that some vessels undergo
during pathologic conditions like atherosclerosis and hyperten-
sion (11), highlighting the fact that these cells are constantly
influenced by diverse stimuli and modulate their synthetic and
proliferative properties based on these stimuli. This puts into
question the homogeneous quiescent mechanical status of
VSMCs mentioned before.

Earlier studies have suggested that elimination of VSMC
function did not significantly change the static mechanical
properties of large vessels (42). Recent reports show that vessel
structural modifications, such as wall rigidity, may account for
the substantial contribution of the VSMC mechanical pheno-
type (32, 36) and that VSMC cytoskeleton proteins are posi-
tively influenced by the composition of surrounding ECM and
by the pattern of local shear stress (20, 37).

VSMC location in the vascular tree changes the patterns of
gene expression, mainly SMC marker genes, as well as their
molecular functioning (14, 45). Considering the key role
played by VSMCs in controlling ECM production and organi-
zation to maintain vessel integrity, in reorganizing vessel
tunica media in the face of blood flow changes, and in regu-
lating tissue perfusion within smaller arteries, it may be ex-
pected that their mechanical properties might vary according to
the vessel of origin. Hypothetical factors that could influence
VSMC mechanics and cytoskeleton organization are their em-
bryological origin, the local blood flow, and the amount of
surrounding ECM.

Based on these findings, the main objective of this study was
to characterize VSMC obtained from different arterial beds in
terms of mechanics and protein expression and explore if
eventual differences in their mechanical profile correlate with
anatomical or blood flow diversities of their vessels of origin.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

See Fig. 1.
Vessels

Fragments of abdominal aorta, femoral, renal, mammary, carotid,
coronary, and thoracic aorta arteries were collected from five same-
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Fig. 1. The study was designed to address the mechanical phenotype of
vascular smooth muscle cells (VSMCs) and its possible modulators along
arterial tree. Selected arteries were anatomically evaluated using conventional
Verhoeff and picrosirius staining, as well as using transmission electron
microscopy (TEM). VSMC rigidity was directly accessed using optical mag-
netic twisting cytometry (OMTC) assay, and protein expression was evaluated
using shotgun proteomics. ECM, extracellular matrix.

aged (4 mo) and -weighted female pigs (Susscrofadomesticus, lineage
MS60 EMBRAPA, Granja RG, Suzano-SP, 15-20 kg). The animals
were preanesthetized with ketamine hydrochloride (10 mg/kg) and
midazolam (0.4 mg/kg), and the anesthesia was performed with
sodium thiopental (10 mg/kg). Animals underwent tracheal intuba-
tion, and the anesthesia was maintained with isoflurane with 100%
oxygen in a ventilator during the procedure. Saline infusion was kept
throughout the procedure, and a single dose of 10,000 IU of heparin
was administered. Asepsis/antisepsis was performed over the regions
of interest for vessel extraction. After all vascular segments were
extracted, the animals, still under anesthesia, were killed by an
overdose of potassium chloride (KCl, ~30 ml). The procedure was
approved according to our local ethics committee (CAPpesq—Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina USP-0272/11).

Cell Isolation and Culture

Fragments of the collected vessels were used to isolate VSMCs
using the primary explant technique. Vessel fragments had their
lumen opened and were cut into small pieces (4 X 4 mm), which were
placed on a six-well plate, previously coated with 3% cutaneous
porcine gelatin (catalog no. G9136; Sigma-Aldrich). Growth media
used consisted of high-glucose DMEM (catalog no. 12100-046;
GIBCO) supplemented with 20% fetal bovine serum (catalog no.
16000-044; GIBCO), 100 unit/ml penicillin, and 100 wg/ml strepto-
mycin (catalog no. 15140-122; GIBCO). VSMCs were stained for
alpha-smooth muscle actin (sc-53142, 1:400; Santa Cruz Biotechnol-
ogy) and characterized using confocal microscopy (>95% positiv-
ity). The staining protocol was identical to that described for
anti-vinculin antibody in Confocal Microscopy. VSMCs were ex-
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panded to subsequent passages at a 1:2 proportion. To limit
VSMCs progressive softening and dedifferentiation with serial
culture passaging, we performed the mechanical assay, the stretch-
ing experiment, and the acquisition of confocal images using
VSMCs up to the fifth passage (10).

Cell Cycle Analysis

VSMCs (1 X 10°, 4th passage) were plated in culture dishes at
concentrations determined to yield 90-100% confluence. Afterwards,
cells were harvested and centrifuged for 5 min at 1,699 g in 4°C.
Subsequently, cells were washed twice with ice-cold phosphate-
buffered saline (PBS), and then the supernatant was discarded, and the
pellets were fixed with 1 ml of ice-cold 70% ethanol at 4°C overnight.
Next, cells were centrifuged for 5 min in 4°C at 4,248 g and washed
twice with PBS. The supernatants were withdrawn, and the cells were
resuspended in 500 pl of DNA staining solution (20 pg/ml of PI, 100
png/ml of RNase A in PBS, and 0.1% Triton-X) for 30 min at 37°C.
DNA content was analyzed using FACS Caliburflowcytometry equip-
ment (BD). The cell population in each phase of the cell cycle was
determined using CellQuestPro software.

Histological Characterization of Vessels

Paraffin-embedded sections of all artery sections were stained with
Verhoeff Van-Gieson (elastic stain kit, catalog no. HT25A; Sigma-
Aldrich) and picrosirius red solution (catalog no. P6744; Sigma-
Aldrich). Deparaffinized and hydrated sections were stained with
Verhoeff solution for 1 h, rinsed (twice), differentiated in 2% ferric
chloride (1-3 min), washed in tap water, treated with 5% sodium
thiosulfade for 1 min, washed for 5 min, counterstained in Van Gieson
solution for 3 min, dehydrated through 95% alcohol, and cleared in
xylene (3 min/twice). According to the picrosirius protocol, deparaf-
finized and hydrated sections were stained in picrosirius red for 1 h,
washed in acidified water (twice), dehydrated in 100% ethanol (3
times), and cleared in xylene.

Slides were analyzed using Leica Qwin software, and the percent-
age of elastic fibers (Verhoeff-stained slices) and collagen (picro-
sirius-stained slices) within media tunica was calculated for each
vessel. Anatomical data referring to the vessel internal diameter and
media thickness were calculated using the same slides. Groups were
statistically compared in terms of percentage of elastin, percentage of
collagen, internal diameter, media thickness, and media thickness/
internal diameter ratio using one-way ANOVA. P < 0.05 was con-
sidered significant. The name of the vessel was not revealed to the
researcher that analyzed the slices. Instead, a numerical code was
given.

Transmission Electron Microscopy

Vessel fragments were preserved in modified Karnovsky solution
and processed according to the methodology described by Watanabe
(43). Images were acquired using Jeol-1010 equipment.

We calculated the extracellular matrix area/VSMC area ratio and
the mean size of membrane-dense bodies for each selected vessel
using ImageJ software. Groups were compared in terms of both
variables using one-way ANOVA. P < 0.05 was considered signifi-
cant. Data referring to dense body size underwent logarithm conver-
sion before statistical analysis to achieve a normal distribution. Im-
ages were acquired and analyzed by two different researchers and a
second one reanalyzed them to avoid subjectiveness.

Optical Magnetic Twisting Cytometry

Preparation of ferromagnetic beads. Ferromagnetic beads (4.5-pm
diameter, provided by Harvard School of Public Health, Boston, MA)
were covered with a synthetic peptide containing Arg-Gly-Asp (RGD)
sequence (cat no. 44-0-1913; American Peptide) and suspended into a
sterile carbonate buffer at a concentration of 1mg/ml.
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Optical magnetic twisting cytometry experiment. VSMCs (4th
culture passage) were plated on a 96-well plate (catalog no. 9102;
Corning) previously coated with 3% porcine gelatin (catalog no.
G9136; Sigma-Aldrich) at a concentration of 1 X 10* cells per well.
Twelve hours after plating, VSMCs were serum-deprived for 24 h and
then ferromagnetic beads were added at a concentration of 10 pg per
well. VSMCs were then incubated for 20 min and washed once to
remove loosely bound beads before the performance of mechanical
measurements.

Detailed descriptions and validations of optical magnetic twisting
cytometry (OMTC) have been published elsewhere (12, 31). Briefly,
OMTC is a method used to measure cell viscoelasticity based on the
application of a sinusoidal magnetic torque to ferromagnetic beads,
which are intrinsically attached to cytoskeleton. In our experiments,
beads were magnetized horizontally (9,000 Gauss) and, after, a
vertical magnetic field oscillating at 0.75 Hz was put into action (90
Gauss). The resulting bead displacement was optically registered by a
charge-coupled device camera mounted on an inverted microscope
(Leica DMI-4000).

The ratio between the Fourier transformation of the specific torque
and bead displacement defined a complex apparent stiffness of the cell,
¢*(f), measured in units of Pa nm™—!. Based on this value, it was possible
to compute the elastic modulus g’, the loss modulus g”, and hysteresivity
7 (the ratio g"/g") for the cell. The apparent stiffness g*(f) was converted
into a shear modulus G* after taking into consideration the shape and
thickness of the cell and the degree of bead embedding, based on
previous finite-element simulations (30). G* at 0.75 Hz was labeled
G. In half of experiments, contractile agonist histamine or antagonist
isoproterenol were added to wells 30 s after the beginning of magne-
tization, and bead displacement was registered for 5 min thereafter.

VSMCs from different arteries were compared in terms of G and .
Taking into consideration a random variation between the animals, we
calculated Z-score of G and m (ZG and Zn) using resultant G and m
of all analyzed wells (individually for each animal). After that, the
values of ZG and Zrn were compared using the nonparametric
Kruskal-Wallis test and P < 0.05 was considered significant. A
Mann-Whitney test was performed as post hoc analysis, and Spear-
man’s rank order correlation was performed to correlate variables
obtained from histological analysis with ZG. We used SPSS software
(17th version) in all statistical analysis.

Stretch Protocol

VSMCs were stretched using Flexcell FX-4000 cell stretching
system (Flexcell International). This system applies biaxial, homoge-
neous tensile strains to cells cultured on silicone rubber membranes
(2) and is suitable for simulating the physiological stretch applied by
blood flow to most arteries (17). Then, 2 X 10° cells (5th passage)
were plated in Bioflex plates previously coated with 10% porcine skin
gelatin (catalog no. G9136; Sigma-Aldrich) and underwent a 10%
stretch, at 1 Hz frequency, for 24 and 48 h. Control VSMCs were
plated using the same protocol (also in Bioflex plates) and were kept
within the same incubator as stretched VSMCs. After the end of the
stretch protocol, VSMCs were harvested and prepared for OMTC
experiments, as described previously. Control VSMCs were compared
with stretched VSMCs using a Mann-Whitney test, and P < 0.05 was
considered significant.

Confocal Microscopy

VSMCs were cultured on glass slides. After 48 h, cells were fixed
with 4% paraformaldehyde (catalog no. 158127; Sigma-Aldrich) for
60 min, permeabilized for 30 min with 0.1% PBS-Nonidet 40 (Sigma-
Aldrich), blocked overnight with 1% albumin from bovine serum
(catalog no. A9418; Sigma-Aldrich) diluted in PBS, and incubated for
3 h with phalloidin conjugated with Alexa (1:400; Alexa Fluor 488
Phalloidin; Invitrogen) or for 12 h with anti-vinculin primary antibody
(1:200; catalog no. V9131; Sigma-Aldrich), in this case followed by
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2 h incubation with anti-mouse secondary antibody (Alexa Fluor 555
goat anti-mouse IgG, 1:500; Invitrogen). The cell nucleus was stained
using 1:300 DAPI (catalog no. D9532; Sigma-Aldrich), which was
added to mounting media. Fluorescence image studies were per-
formed using a Zeiss laser-scanning confocal microscope LSM 510
META. Confocal images were acquired by one researcher, who knew
their vessel of origin, but were analyzed by a second researcher after
the name of the vessel had been removed and replaced by a sequential
number.

Image] software and its plugin Orientation] were used to analyze
phalloidin-stained images regarding stress-fiber orientation, which
was calculated and expressed, using as unit, the percentage of coher-
ence: the more the fibers had a predominant orientation within the cell,
the higher the coherence was. VSMCs were studied in terms of shape
using Image] software. The variables major axis/minor axis ratio (AR)
and circularity were chosen as shape descriptors, and the latter was
calculated using the formula 4 (area/perimeter”"2), the maximum
value (one) was representative of a perfect circle and the decrease of
the value towards zero reflective of cell elongation. Finally, the size of
focal adhesions was calculated using vinculin-stained images and
Image] particle analysis function.

Groups were compared in terms of stress-fiber orientation and
shape-descriptors (AR/circularity) using one-way ANOVA, and P <
0.05 was considered significant. Femoral and thoracic aorta were
compared in terms of the size of focal adhesions (vinculin-stained
images) using Student -test, and P < 0.05 was considered significant.

Proteomics

Protein extraction. Five aortic cell plates and six femoral cell plates
with 1.0 X 10° cells were extracted with 100 pl of extraction buffer
and mechanical lysis. Proteins were centrifuged at 16,000 g for 15 min
at 4°C. The supernatant was then quantified in triplicate using the
Bradford protein assay (Bio-Rad no. 500—-0201) according to manu-
facturer’s specifications.

Protein digestion. The protein digestion was carried out according
to Camargo et al. (5) with a few modifications. Different from
Camargo et al., we diluted 50 pg of total protein in 50 mM ammo-
nium bicarbonate to a final volume of 60 wl, whereas Camargo et al.
diluted in Milli-Q water to a volume of 30 wl. We used 21 pl of the
internal standard (yeast alcohol dehydrogenase-P00330 at 1 pmol/ul)
whereas Camargo et al. used 5 pl of the internal standard at 250
fmol/ml. Briefly, 50 pg of total protein were diluted in 50 mM
ammonium bicarbonate to a final volume of 60 pl. The protein
samples were denatured with 0.2% (wt:vol) RapiGest SF for 15 min
at 80°C, reduced with 2.5 wl of 100 mM dithiothreitol at 60°C for 30
min, alkylated with 2.5 pl of 300 mM iodoacetamide at room
temperature, and enzymatically digested at 37°C overnight with tryp-
sin at a 1:100 (wt/wt) enzyme:protein ratio. Then, 10 pl of 5%
trifluoroacetic acid were added to the digestion mixture to hydrolyze
the RapiGest, and the samples were incubated at 37°C for 90 min. The
tryptic peptide solution was then centrifuged at 16,000 g for 30 min at
6°C, and the pH of the supernatant was adjusted to 9.8 by the addition
of 5 ul 1 M NH4OH. Finally, 21 pl of the internal standard (yeast
alcohol dehydrogenase-P00330 at 1 pmol/pl) were added to the
resulting solution.

Two-dimensional liquid chromatography/mass spectrometry analysis.
Separation of peptides was performed using two-dimensional high
performance liquid chromatography (2D-HPLC) employing reversed-
phase in both dimensions. Separation was achieved using pH 9.8 in
the first and pH 2.6 in the second LC dimension. The separation at pH
9.8 was performed in off-line mode on Acquity UPLC I-Class system
equipped with photodiode array (PDA) detector (Waters, Manchester,
UK), with Gemini NX 3 pm 50 X 2.0 mm column mobile phase were
ammonium formate in water, 20 mM, pH 9.8 and acetonitrile. Eight
fractions of 0.5 min each were automatically collected and were
evaporated. The final pellet was resuspended in 50 wl of 0.1%
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trifluoroacetic acid in 5% acetonitrile. Each fraction was injected into
a second LC dimension through a nanoACQUITY system (Waters).
The samples were first trapped in a Symmetry C18 5 pm, 180 mm X
20 mm column (Waters) with 0.1% TFA in 3% acetonitrile, then
peptides were eluted from the trap column to a HSS T3 1.8 pum, 75
pm X 15cm analytical column (Waters) using as mobile phase A:
water with 0.1% formic acid and B: 0.1% formic acid in acetonitrile.

Mass spectrometric acquisition was achieved in a Synapt MS
Q-TOF mass spectrometer equipped with a NanoLockSpray source in
the positive ion mode (Waters). For all measurements, the mass
spectrometer was operated in the “V” mode with a typical resolving
power of at least 12,500. Data-independent scanning (MSE) experi-
ments were performed by switching between low (3 eV) and elevated
collision energies (15-50 eV) applied to the trap “T-wave” cell filled
with argon. Scan times of 0.8 s were used for low- and high-energy
scans from m/z 50 to 2000.

Protein identification and database analysis. Protein identification
was performed in Global Server v.2.5 (PLGS) with human UniProtKB
Complete Proteome database. Maximum missed cleavages by trypsin
allowed were up to 1, fixed modification by carbamidomethylation
(cistheine), and variable modifications by acetyl NH»-terminal and
oxidation (methionine) were considered. Label-free quantification was
obtained by the PLGS processing, and the lists of identified and/or
quantified proteins in each condition (aortic and femoral) were per-
formed.

Statistical analysis. The data were analyzed using the Student #-test
and fold change to assess differences between aortic and femoral cells
with statistical significance (P < 0.05 and fold change >1.5). Net-
work analyses were performed using MetaCore version 6.14 (http:/
portal.genego.com).

RESULTS
Structural Characterization of the Vessels

Studied vessels (coronary, thoracic aorta, mammary, carotid,
abdominal aorta, renal, and femoral) differed in terms of
thickness (P < 0.001), internal diameter (P < 0.001), thick-
ness/internal diameter ratio (P < 0.001), percentage of elastin
(P < 0.001), and percentage of collagen (P = 0.02), both
measured within tunica media (Fig. 2). Descriptive data are
available in the Table 1.

The content of elastin decreased significantly as the vessels
moved away from the heart, consistent with previous observa-
tions (35), and the thoracic aorta exhibited the highest percent-
age of elastin (Fig. 2, A and C). The thickness/internal diameter
ratio was significantly higher in abdominal aorta branches
(femoral and renal arteries) compared with the abdominal aorta
itself and to thoracic vessels (thoracic aorta, mammary, and
coronary; P < 0.001; Fig. 2B). Differences found regarding
internal diameter and media thickness were striking because of
the higher dimensions of the thoracic aorta. Even though the
percentage of collagen was different among the vessels, a
pattern for this variation has not been identified.

The proportion of ECM within tunica media of different
vessels was calculated using transmission electron microscopy
(TEM) images and was expressed as the ratio ECM area/
VSMC area. The thoracic aorta exhibited the highest amount of
ECM surrounding VSMCs, followed by the mammary artery
(Fig. 2D). The thoracic aorta and mammary ECM/VSMC ratio
was approximately times higher than the highest ECM/VSMC
ratio of the infra-diaphragm arteries (abdominal aorta, renal,
and femoral; P < 0.001; Fig. 2D). As well as the higher
amount of ECM, the thoracic aorta and mammary also exhib-
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ited less aligned VSMCs compared with femoral and renal
arteries (Fig. 2E).

Our results regarding the structure of different arteries were
consistent with previous data from literature, which show that
elastin predominates in the thoracic aorta and decreases sig-
nificantly in the extra thoracic arteries, followed by an increase
in both the elastic modulus and the pulse wave velocity (16).
Also, vessel diameters were proportional to those previously
described for humans (33). Considering the striking differences
regarding distance from the heart and ECM composition be-
tween the thoracic aorta and femoral artery, those vessels were
chosen to be contrasted in some of our analysis.

Morphometric Analysis of VSMCs and Membrane Dense
Bodies

As a step before the mechanical evaluation of VSMCs, we
chose to directly access their membrane dense bodies (MDB)
using TEM, as the ultrastructural evaluation allowed us to most
closely visualize VSMCs as they were arranged in vivo,
especially regarding the linkage to ECM. MDB (focal adhe-
sions) anchor actin filaments to plasma membrane, influence
SMC cytoskeleton remodeling and linkage to ECM, and may
be directly related to vessel rigidity (19, 36). MDB mean size
was significantly different between VSMCs from different
territories (P < 0.001): femoral had the largest MDBs, and
thoracic aorta had the smallest (Fig. 3, A-C). To evaluate if this
difference regarding focal adhesion area was persistent in vitro,
we have analyzed vinculin-stained immunofluorescence im-
ages of VSMCs and the results were consistent: VSMCs from
the thoracic aorta presented with significantly smaller focal
adhesions compared with VSMCs from the femoral artery (Fig.
3, F and G). As larger MDB/focal adhesions are positively
associated with greater cell rigidity, this finding highlights that
femoral VSMCs may have a different final mechanical behav-
ior compared with other arteries, especially regarding cytoskel-
eton organization and linkage to ECM.

Phalloidin-stained confocal images were studied regarding
VSMC shape and actin stress-fiber orientation (Fig. 3, D and
E). We decided to evaluate VSMC shape based on previous
observations that have correlated the morphology of VSMCs
and their phenotype: spindle-shaped VSMCs were always
associated with a more differentiated phenotype (contractile)
compared with rhomboid SMCs (proliferative) (15, 38). In our
analysis, VSMCs were morphologically different (P < 0.001,
for both AR and circularity): femoral and coronary VSMCs
were more elongated compared with VSMCs from the other
vessels (Fig. 3D). We did not find a significant difference
regarding stress-fiber orientation between the vessels (P =
0.242).

Cell-Cycle Analysis

VSMCs obtained from different arteries were subjected to
cell-cycle analysis. VSMCs cultured in vitro were homoge-
neous in terms of percentage of cells within each stage of the
cell cycle, irrespective of their vessel of origin (Fig. 4). We
identified, on average, 0.89 = 0.34% cells in Go-G, 73.28 =
9.2% in S phase, 3.99 £ 1.6% in Gy, and 12.21 = 5.7% in
sub-Go.
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Fig. 2. Structural characterization of studied arteries. A: amount of elastin within tunica media decreased as vessels moved away from heart. Thoracic aorta presented
with the highest amount of elastic fibers, while femoral and renal arteries presented the lowest ones. In the graph, arteries are disposed in descending order of distance
from the heart. Points: mean value; error bars: 95% confidence interval. B: thickness/internal diameter ratio was higher in the branches of the abdominal aorta, compared
with thoracic vessels. Points: mean value, error bars 95% confidence interval. C: Verhoeff Van-Gieson staining of femoral and thoracic aorta. Thoracic aorta presented
the highest thickness and the highest amount of elastin within its media layer, compared with all other vessels. Femoral and thoracic aorta are compared in terms of tunica
media thickness (main pictures) and in terms of percentage of elastin (smaller pictures, in which elastic fibers are stained in deep purple). D: amount of ECM surrounding
VSMC was lower in heart-distant femoral and renal arteries compared with thoracic aorta and mammary arteries. Transmission Electron Microscopy (TEM) images of
all vessels (E) clearly expose that difference and also highlights that femoral and renal VSMCs are more aligned than thoracic aorta and mammary VSMCs.
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Table 1. Anatomical and structural differences of studied vessels

Femoral Renal Abdominal Aorta Carotid Mammary Thoracic Aorta Coronary
Media thickness, pm 324 + 21 207 + 39 318 = 16 270 + 42 142 = 21 1,242 = 56 94 = 10
Internal diameter, wm 1,645 £ 12 944 + 134 4,500 £ 500 1,896 * 340 1,924 + 244 12,876 = 251 1,284 = 90
Thickness/internal diameter 0.2 £0.01 0.22 = 0.04 0.071 £ 0.01 0.149 = 0.04 0.076 = 0.02 0.096 = 0.002 0.074 = 0.01
Colagen, % 12.78 £ 6.57 24.17 £5.63 12.76 = 3.82 22.34 + 8.45 147 =35 18.13 £ 3.9 19.23 £99
Elastin, % 143 +29 9.2 %35 122 45 174 =53 43.1 7.7 56 = 2.8 32+%1
ECM/VSMC ratio 0.44 = 0.09 0.31 = 0.09 0.62 = 0.2 0.53 +£0.22 1.18 = 0.35 1.4 *£0.27 0.83 0.3

Data are expressed as means = SD. ECM, extracellular matrix; VSMC, vascular smooth muscle cell.

Mechanical Characterization of VSMCs

VSMCs from different arteries were evaluated using OMTC
assay. We performed the following number of valid OMTC
experiments: 51 (renal), 33 (abdominal aorta), 49 (femoral), 51
(mammary), 63 (carotid), 16 (coronary), and 33 (thoracic
aorta). An experiment was considered valid if the following
conditions were met: /) VSMCs were confluent, 2) a minimum
of 150 ferromagnetic beads were identified within the well, and
3) VSMCs exhibited a regular morphology pre- and post-
OMTC experiment.

VSMCs differed in terms of G among the different arterial
beds, being the results consistent in all analyzed animals. The
Z-score of G was calculated for each artery (ZG), as exposed
in MATERIALS AND METHODS, and a significant difference was
found (P < 0.001; Fig. 5A). The thoracic aorta exhibited the
lowest value of ZG and femoral artery exhibited the highest
ones (P < 0.001; Fig. 5A). In a more comprehensive analysis,
thoracic aorta VSMCs exhibited significantly lower ZG than
VSMC:s from infra-diaphragm vessels (abdominal aorta, renal,
and femoral arteries; P << 0.001), reflecting a less rigid behav-
ior of VSMCs originating from that vessel. Regarding vessel
distance from the heart, a clear tendency of ZG elevation with
the increase of that distance was observed (Fig. 5A). This
statement does not apply to the coronary artery, which receives
blood irrigation during diastoles. The n median Z-score (nZ)
did not statistically differ between the different vessels, mean-
ing that histeresivity did not change significantly between the
VSMC (P = 0.115).

In all experiments with histamine, regardless of the animal,
an increase of G after the addition of drug was observed and
was reflected by a median normalized G (final postdrug
G/basal predrug G) of 1.604 (interquartile range: 0.559). Re-
sponse to isoproterenol was more heterogeneous (median nor-
malized G of 0.816; interquartile range: 0.416) and signifi-
cantly varied between animals (P < 0.001). This behavior has
already been described elsewhere (47) and may reflect the
amount of beta-receptors present within cell membrane.
VSMCs from different vessels did not differ regarding their
intensity of response to both antagonists and agonists drugs
(P = 0.327 for histamine and P = 0.234 for isoproterenol).

Identification of Possible Modulating Factors of VSMCs
Mechanics

After the recognition that VSMCs static rigidity varied
according to their position in the arterial tree, we studied
whether the ECM composition and the cyclic deformation of
the arterial wall due to blood flow had any influence on this
behavior.

Correlation between ECM data and VSMC rigidity. When
OMTC results are contrasted with our previous presented
vessels anatomic data, it is clear that VSMCs from arteries with
less elastic fibers and less surrounding ECM (femoral and
renal) were stiffer compared with the thoracic aorta VSMCs
(elastin and ECM-rich). We found a strong negative correlation
between the vessel percentage of elastin and the VSMC rigidity
(ZG; P < 0.01, correlation coefficient: —0.724 and > = 0.524)
and between the ECM/VSMC ratio and the VSMC rigidity
(ZG; P < 0.01, correlation coefficient: —0.847 and * =
0.718). Femoral VSMC higher rigidity was consistent with our
previous observations that those cells presented larger MDB in
ultrastructural analysis.

VSMC mechanical behavior after prolonged stretching. Our
main objective with this experiment was to verify if cyclic
circumferential stress applied over artery walls could influence
VSMC mechanical behavior and not to reproduce each vessel-
specific stretching condition. We chose the 10% intensity/1-Hz
rate protocol, as it is classically considered as physiological (7,
22) and has proven to reproduce an arterial regimen (6).

VSMCs from each studied vessel underwent cyclic stretch-
ing (10%, 1 Hz) for 24 and 48 h. Each experiment was repeated
twice, on different occasions and with VSMCs from different
animals, to guarantee reproducibility. We performed the fol-
lowing valid OMTC experiments after 24 h of stretching/48 h
of stretching: 12/12 (carotid), 12/9 (femoral), 12/12 (renal),
12/8 (abdominal aorta), 12/8 (thoracic aorta), and 12/8 (coro-
nary). The same number of control experiments was done.

The 24-h-stretched VSMCs from the mammary artery were
less stiff compared with their static controls (P < 0.001; Fig.
5B). VSMCs from other vessels did not significantly change
their elastic behavior after 24 h of stretching. By contrast, after
48 h of stretching, VSMCs from all vessels were less stiff
compared with controls and the magnitude of G reduction,
expressed in terms of normalized poststretching G (G of
poststretched VSMCs/median G of control wells), was similar
for all vessels (P = 0.675; Fig. 5B).

Comparison of Protein Expression Between VSMCs with
Different Rigidity Using Shotgun Proteomics

VSMC:s from the thoracic aorta and femoral artery, which had
highly heterogeneous mechanical behaviors, were quantitatively
compared using shotgun quantitative proteomics (Fig. 6). This
methodology was chosen based on its high sensitivity and
reproducibility in profiling protein content in biological sam-
ples and, in our case, in comparing two different dynamic
proteomes, as well as due to its high-throughput capacity. A
total of 1,628 proteins were quantified and/or identified, of
which 232 were exclusively identified in aorta VSMCs, 168
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Fig. 3. VSMCs from different arteries were significantly different in terms of shape and membrane dense body dimensions (MDB; ANOVA, P < 0.001).
A: femoral VSMC had an average area of MDB significantly larger than the other vessels. Graph: bars represent logarithm conversion of MDB area and error
bars represent 95% confidence interval. Asterisks mark post hoc comparisons of the arteries in relation to the femoral artery. B: X2,500 TEM image of femoral
VSMCs. Arrow point: one MDB. C: X5,000 TEM image of thoracic aorta VSMCs. Arrow point one MDB. D: femoral VSMCs were more elongated than the
others (except for coronary). In the first graph, the studied variable was circularity and, in the second graph, major axis/minor axis ratio (AR). Bars represent
mean and error bars represent 95% confidence interval. E: confocal images of femoral and thoracic aorta VSMC stained with phalloidin. Femoral VSMC are
more elongated than thoracic aorta VSMC. Both the size of MDB and the VSMC shape may have an influence on their final mechanical behavior. These results
highlight that femoral VSMC differently organize the cytoskeleton. F: in vitro size of focal adhesions (FAs) was compared between VSMCs from femoral and
thoracic aorta arteries using vinculin-stained immunofluorescence images (G and H, red: vinculin, blue: nucleus). Consistent with our previous results using TEM
images (A), the thoracic aorta presented significantly smaller FAs compared with the femoral artery (F, bars: mean value of FA area after logarithm conversion,

error bars: 95% confidence interval).
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Fig. 4. Histograms representing cell cycle analysis of VSMCs from all arteries.
MI: phase Go-Gi; M2: phase S; M3: phase G»; and M4: phase sub-Go.
Percentage of cells within each phase of the cell cycle was homogeneous,
irrespective of the vessel of origin.

exclusively identified in femoral VSMCs, and 1,233 were
identified in both groups (Fig. 6A). Quantified proteins were
submitted to statistical analysis, 10 proteins were overex-
pressed in aorta VSMC group and 3 overexpressed in femoral
VSMC group (P < 0.05, Fig. 6C).

Based on enrichment analysis, aorta expressed significantly
higher amounts of proteins related to the biological processes
of contraction and cytoskeletal organization (Fig. 6C). Proteins
involved in the cytoskeletal biological network, mainly regard-
ing regulation of cytoskeleton rearrangement and actin fila-
ments, were strikingly more expressed in VSMC from the aorta
than in those from the femoral artery. In statistical analysis, we
identified the differential proteins of the aorta as microtubule-
associated protein, a-actinin 4, fructose-bisphosphatealdolase
A, vinculin (isoform 2), a-actinin 2, actin, 22-« smooth muscle
protein, malate dehydrogenase, phosphoglycerate mutase-1,
and protein DJ-1.

VARIABILITY OF VSMC MECHANICS AND PROTEOMICS

Of these differential proteins, actin stands out as the most
important structural cytoskeletal protein, directly responsible
for cell deformability and integrity, followed by microtubule-
associated protein. The increased expression of actin by aorta
VSMCs was accompanied by an also increased expression of
proteins involved in the organization of actin stress fibers
(a-actinin and vinculin isoform 2). Those “organizer” proteins
form VSMC dense bodies/focal adhesions, which play an
important role in determining cell mechanics through rear-
rangement of actin fibers. The impression is that aorta VSMC
protein machinery is intensely dedicated to meeting the con-
tinuous need of cytoskeleton reorganization due to cyclic
fluidization and re solidification of cell cytoplasm.

Femoral differential proteins (quantitatively most different
from aorta) were related to the cell cycle network. Based on
our cell-cycle analysis, this finding does not mean that femoral
VSMCs have a higher replicative behavior than aorta VSMCs,
but maybe this reflects that different levels of proteins are
required to achieve a similar rate of replication in different
environments, as previously observed (18).

DISCUSSION

Our results point out that VSMCs from different vessels of
the arterial tree differ in terms of mechanical phenotype:
VSMCs from the thoracic aorta are significantly less rigid than
VSMCs from heart-distant renal and femoral arteries. VSMC
rigidity was lower in the vessels with the higher percentage of
elastin and higher amount of ECM, suggesting a common
modulator for all parameters or an influence of ECM on VSMC
rigidity. Cyclic stretching of VSMCs (simulating elastic artery
regimens) led to homogeneous reduction of their rigidity. This
finding highlights the finding that regional mechanical forces
have an influence on VSMC mechanics independent of ECM
cross-signaling and that some interarterial static differences
regarding this phenotype may be due to the intensity of cyclic
wall deformation imposed by blood flow. The amount of
cytoskeletal proteins expressed in VSMCs with extreme com-
pliant behavior (thoracic aorta) was significantly higher than
that present in their stiffer opponent (femoral), which ex-
pressed more proteins involved in the cell cycle process. This
may be reflective of different regional mechanical stresses and
ECM composition, which influence VSMC cytoskeletal orga-
nization.

The present study is the first to confirm the heterogeneity of
VSMCs mechanics along arterial tree through direct measuring
of cytoplasm rigidity and through evaluation of global protein

Fig. 5. VSMC rigidity varied according to the position in arterial tree (Z-score G and G, Kruskall-Wallis, P < 0.001). A: Z-scores of the variable G for each
artery are disposed in the first graph and, in the second graph, raw data (G) is presented. In both graphs, arteries are displayed in descending order of distance
from the heart (femoral, renal, abdominal aorta, carotid, mammary, thoracic aorta, and coronary), and an increase in VSMC rigidity as their vessel of origin moves
away from the heart is noticed. When those mechanical data are interpreted taking into consideration previously exposed vessel anatomy, it is clear that VSMCs from
arteries with less elastic fibers and less surrounding ECM (femoral and renal) were stiffer compared with the thoracic aorta VSMCs. In both graphs, asterisks mark the
post hoc comparisons of the arteries in relation to the femoral artery. B: to evaluate if mechanical differences found between VSMCs from different arteries were due
to the differences in regional mechanical forces, we subjected cells to 24- and 48-h-cyclic stretching protocol. After 24 h of stretching, only mammary VSMCs acquired
a less rigid behavior. However, after 48 h of stretching, all VSMCs were less rigid compared with their controls (black bars represent median G of control
non-stretched VSMC and gray bars represent median G of stretched VSMC, error bars are 95% confidence interval). C: as it was demonstrated that cyclic
stretching is a regulator of VSMC mechanical phenotype, we compared VSMC rigidity after 48-h stretching between 4 different vessels (femoral, renal, carotid,
and thoracic aorta) to evaluate if the mechanical differences we initially found persisted after a course of peristalsis, which would represent a more physiological
in vitro model. We chose four vessels to assure that VSMC were stretched within the same experiment, avoiding biased comparisons. The persistence of
mechanical differences between VSMCs from different origins is shown in the graph, in which asterisks mark the post hoc comparisons of the arteries in relation
to the femoral artery. This finding reinforces that VSMC rigidity varies according to their position in arterial tree.
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expression, as well as the first to identify regional forces and
ECM as possible modulating factors of this specific phenotype.
Previous studies that have addressed the heterogeneity of
SMCs from different origins mostly compared VSMCs with
visceral SMCs (23) or arterial VSMCs vs. venous VSMCs (28)

A P
°
37 0
e
Az *ik i
Q E
o 17 .
1
]
8- I
NO
A i
P
I I | I T |
T =
IO
o & §o & 3 s S
8 3 2 3§ & 8
B < 3 ¢
0
=+
8
B 24h stretching
0.5
E 0.4
£
I
L.
o
c
©
5 0.2
@
=
0.1

-
o
3
<]
o

[euiwopq

and relied mainly on evaluating expression of SMC marker
genes and their transcription factors (45).

The observation that VSMCs are mechanically different
along arterial tree is indeed relevant, as it goes against indis-
criminate labeling of VSMC mechanical and synthetic behav-

3.07
L]
2,57 o
]
207
£
- kkk
e ;
b ° Kk
01,07 8
0.57 ;
0_
T T T T T T
? 23286 §F 7§
3 3 32 3 3 9 3
g 2 ®¥9 = 3 98 3
9 3 2 § 9o B
H < 5 8
o]}
3
Q
48h stretching
1.2
E 1.0
£
©
o 0.8
(O}
c 0.67
s
S
204
0.2

o
N w
T %

N
o
|

-
=}
|

Post-stretching G (Pa/nm)
o o
| |

o
|

ket R

[ | I
Renal Femoral  Carotid Thoracic

Aorta

AJP-Heart Circ Physiol « doi:10.1152/ajpheart.00655.2013 « www.ajpheart.org



Anexos 146

H514
Aorta  Femoral
=5
® o
Re)
g
S
Qo
Fold Change > 2

n
w
N
o

‘.5 -log(pValue)

[ 1. cytoskeletal protein binding

[ 2. identical protein binding

[ 3. protein homodimerization activity
| 4. protein dimerization activity

| 5. protein binding

| 6. tubulin binding

[ 7 structural molecule activity

[ 8. microtubule binding

© © N o o A~ 0 N o=

[ 9. binding

it

i [ 10. lyase activity
[ 11. metal ion binding
| 12. cation binding

[ 13.ion binding

| 14. catalytic activity
Molecular functions
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analysis: 10 proteins were overexpressed in aorta VSMC and they were mainly
related to the cytoskeleton structure and organization (P < 0.05). C: molecular
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(black: aorta VSMC, gray: femoral VSMC). The amount of proteins related to
cytoskeleton organization expressed by aorta VSMC was strikingly higher than
that expressed by femoral VSMC. This finding is consistent with our results
showing the dichotomous mechanical behavior of VSMC from these 2 terri-
tories.

iors, both in physiological and pathological situations. VSMCs
from different vessels synthesize ECM quantitatively and qual-
itatively heterogeneously, depending on the regional blood
flow during the arterial tree development phase. After this
period, VSMCs classically assume a quiescent, low-prolifera-
tive and contractile phenotype (29). Considering that static
VSMC mechanics are considerably variable among different
arteries, classifying all of them as “contractile” does not seem
to be correct. Even the concept of “phenotypic switching,”
commonly used to explain the assumption of a more prolifer-
ative and synthetic behavior of VSMCs in pathological situa-
tions (19), needs to be considered carefully, as it does not
foresee heterogeneous cell mechanics and, consequently, does
not take into consideration a plausible heterogeneity in this
process along the arterial tree.

The embryological origin of vessels is always pointed out as
one of the things responsible for VSMC phenotypical diversity,
as cells from vessels of distinct embryological origin differ in
terms of morphology, growth, and response to growth factors
(40). Differences regarding VSMC mechanical behavior, as
demonstrated by our results, may also be related to the embry-
ological origin of the vessels: thoracic aorta and mammary,
whose VSMCs were less rigid, are para-axial mesoderm and

VARIABILITY OF VSMC MECHANICS AND PROTEOMICS

cranial neural crest derived, while the abdominal aorta and its
branches, whose VSMCs were more elastic, are derived from
splanchnic mesoderm. However, based on our results, ECM
and circumferential stress also play a role in determining
VSMC mechanical phenotypes.

We found a clear correlation between VSMC rigidity and the
amount/composition of ECM within the media layer. There
was a negative correlation between the amount of medial ECM
and VSMC rigidity, the thoracic aorta being the vessel with the
greatest amount of surrounding ECM and with the least elastic
VSMC. The progressive decrease in elastin content as vessels
moved away from the heart was accompanied by an increase in
VSMC rigidity towards the same direction. One hypothesis is
that VSMC mechanical phenotype may be influenced by ECM
properties. Indeed, elasticity and thickness of ECM are known
to influence cytoskeletal organization and cell mechanics: rigid
ECM leads to formation of large and stable focal adhesions,
whereas soft matrices lead to the establishment of transient
ones (4, 36). Our ultrastructural analyses of VSMCs are in
accordance with these previous observations, as cells from the
thoracic aorta (higher amount of elastin) exhibited smaller
focal adhesion compared with cells from the femoral artery
(lower amount of elastin).

The presence of elastin within ECM has been previously
demonstrated to regulate VSMC functioning, as it positively
influences VSMC cytoskeletal organization and negatively
influences their proliferative rate (20). In our analysis, we
found neither significant differences regarding stress fiber ori-
entation between the territories, nor significant differences
regarding proliferative behavior. Even though cell adhesion to
ECM is known to regulate cytoskeleton organization mainly
through focal adhesion plasticity (36) an alternative explana-
tion to our findings is that, as VSMC secrete ECM during
development, the correlation of composition/amount of ECM
and VSMC mechanics may be reflective of a common modu-
lator of both parameters.

Circumferential stress applied towards the vessels by blood
flow influences VSMC mechanical heterogeneity, as chronic
cyclic axial stretching at a fixed intensity was able to change
static VSMC rigidity in our experiments, this response being
homogeneous for all studied vessels. Stretching conditions sim-
ulated in our experiments are best compared with the condition
that VSMCs from elastic vessels undergo during physiological
situations. VSMCs from the thoracic aorta, which undergoes the
most intense circumferential stress, exhibited a static compliant
profile. Femoral and renal VSMCs, which were more rigid,
assumed a more compliant static behavior after cyclic stretching,
shedding light on circumferential stress as a determinant of
VSMC mechanical heterogeneity.

Cyclic stretching is known to stimulate some SMC signaling
pathways (GTPase Rac, protein kinase A, protein kinase, and
p38 mitogen-activated protein kinase) (21, 27) and to increase
both the ECM synthesis (26) and the expression of SMC
contractile marker-genes proteins (alpha-actin, sm-22, cal-
ponin, and smooth muscle myosin heavy chain) (38). Also,
stretching may lead to reorientation of stress fibers, depending
on the cell type, substrate characteristics and intensity of
deformation (9) and may change VSMC proliferative behavior
(7). However, most studies assess the final results of cyclic
stretching-induced cytoskeletal reorganization. It must be high-
lighted that, to fluidize and resolidify their cytoplasm during
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cyclic deformation, VSMCs suffer assembly/disassembly of
their stress fibers, as well as growth and disruption of focal
adhesions (36). Therefore, the process is much more dynamic.

Our proteomics analysis of VSMCs with opposing mechan-
ical behaviors (thoracic aorta and femoral) clearly demon-
strates that these cells quantitatively differ in terms of proteins
involved in the processes of muscle contraction and cytoskel-
eton organization. VSMCs from the thoracic aorta expressed a
significantly higher amount of cytoskeleton proteins, both
constituents of cytoskeleton structure itself (actin, microtubule-
associated protein) and members of focal adhesions (vinculin,
alpha-actinin). On the contrary, VSMCs from the femoral
artery expressed significantly more proteins involved in cell
cycle network. As presented earlier, the thoracic aorta’s VSMC
had a static mechanical behavior more compliant than femoral
VSMCs, and in ultrastructural analysis the thoracic aorta had
significantly smaller membrane focal adhesions. Both thoracic
aorta and femoral arteries had similar amounts of cells in each
stage of cell cycle. The common sense understanding would be
that VSMCs with higher amounts of cytoskeletal proteins have
a more rigid cytoplasm and that VSMCs with higher amounts
of cell cycle proteins proliferate more. In our observations, this
extrapolation proved not to be true, and carefully studying cell
physiology before the interpretation of any proteomics data is
essential to avoid inaccuracies.

The organization of actin stress fibers is highly dynamic and
involves a large array of actin-binding proteins and focal-
adhesion associated proteins, which regulate stress fibers as-
sembly and stability, allowing cells to properly adapt to dif-
ferent mechanical forces (39). Even if the amount of actin is
kept constant, cytoplasm rigidity can change due to modifica-
tions in the rate of stress fiber assembly (44) and focal adhesion
enlargement, which is dependent on mechanical stress (34, 36).
In our results, VSMCs from the aorta were less rigid than
VSMCs from femoral, but the former presented with smaller
focal adhesions. Even though we could not detect differences
regarding stress fibers alignment, VSMCs from aorta and
femoral were heterogeneous regarding their shape, which may
indirectly reflect their cytoskeleton organization.

Based on previous observations of Trepat et al. (41) and
Chen et al. (8), cell response to stretch is cytoplasm fluidiza-
tion. Considering mechanical forces imposed by blood flow in
the thoracic aorta, VSMCs from this area experience both
fluidization during systole and resolidification during diastole.
The quick and effective reorganization of the cytoskeleton,
especially through focal adhesion plasticity, allows VSMCs to
meet ECM cyclic deformation due to circumferential stress. As
this process may be less intense in peripheral arteries, it may
justify the lower expression of proteins related to cytoskeletal
organization within their VSMCs.

Finally, the contribution of VSMC rigidity to the resultant
mechanical property of any vessel has always been considered
nonsignificant (1). This concept has recently begun to change,
as there is evidence that senescent arterial rigidity may be due
to the stiffening of VSMCs (32), that selective removal of
VSMCs from tunica media may alter vessel morphology (24),
and that mutations in the myosin heavy chain (MYHI11) may
alter aorta contractility due to modifications in the VSMC
cytoskeleton (25). In our experiments, VSMC-measured rigid-
ity was consistent with previously described compliance and
ECM elasticity of their vessels of origin, so that a more rigid
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behavior was observed in VSMCs from more rigid vessels that
exhibited lower elastin content. However, a causal relationship
cannot be established, as this subject was not addressed di-
rectly in the present study.

Our study has some limitations. The first is that the regula-
tory function that endothelial cells may exert on VSMC me-
chanical behavior was not specifically studied. It is known that
this influence may be mostly related to changes in shear stress,
which are directly sensed by these cells (37). VSMC behavior
in vitro may not be completely extrapolated to their properties
in vivo, but restricting culture passage and selecting a primary
culture may have helped in preserving cell phenotype (10).
Vessel intrinsic tone, which is regulated by adrenergic stimulus
(46), may influence VSMC rigidity by modifying substrate
stiffness (3). In our study, the influence of this factor on VSMC
behavior was not directly evaluated. Finally, our choice in
focusing on the media layer was an attempt to evaluate the
environment surrounding terminally differentiated VSMCs,
which might have a direct influence on their behavior, but it is
known that adventitia may also contribute to vessel mechanics.

In conclusion, VSMCs are heterogeneous in terms of vis-
coelasticity and the amount of cytoskeletal proteins expressed
along the arterial tree, their mechanical phenotype possibly
being influenced by ECM characteristics (amount and compo-
sition) as well as being modulated by cyclic circumferential
stress applied to vessel walls by blood flow.
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