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Resumo

Introducdo: As células musculares lisas vasculares séo ceélulas altamente
especializadas e diferenciadas. Em resposta a estimulos pré-aterogénicos, elas séo
capazes de alterar seu estado de diferenciagdo aumentando a taxa de proliferacéo e
migracdo. Ha também evidéncias crescentes de que a sinalizacdo das proteinas
morfogenéticas 0Osseas estdo envolvidas em doencas vasculares, incluindo
aterosclerose. Objetivos: Caracterizar o fenotipo de células musculares lisas vasculares
obtidas de camundongos alimentados por 8 ou 16 semanas de dieta controle ou
hiperlipidémica e sua relacdo com a sinalizacdo da via das proteinas morfogenéticas
O0sseas. Métodos: Camundongos de ambos 0s sexos entre 2 a 3 meses de idade
C57BL/6 (n=100) e ApoE”’" (n=107) foram alimentados por 8 ou 16 semanas com dieta
controle e/ou dieta hiperlipidémica. Apés o periodo de dieta e eutandsia, foi coletado o
arco da aorta e células musculares lisas vasculares isoladas em cultura primaria. Estas
células foram submetidas ou ndo a tratamentos com proteinas recombinantes de BMP2,
BMP4 (10ng/mL) ou Gremlin (25ng/mL) por 24 horas para avaliagdo da expresséo de
genes de diferenciacdo (cadeia pesada de miosina, calponina, SM22 e alfa actina)
através de gPCR e andlise proteica por imunohistoquimica. A andlise estatistica foi
realizada considerando distribuicdo Gama e as comparacdes mdltiplas corrigidas pelo
método de Bonferroni. Dados apresentados por diferenca média estimada e intervalo de
confianca de 95%. Resultados: Nossos dados mais relevantes foram no periodo
precoce da aterosclerose (8 semanas de dieta). A avaliacdo das linhagens utilizadas,
independentemente da dieta consumida, demostrou reducédo da expressao dos genes
de diferenciacdo de células musculares lisas vasculares mediante 0s seguintes
tratamentos: C57B/6 tratadas com BMP4 SM22 (0,794 [0,256; 1,331]), Alfa actina (0,927
[0,484; 1,370]); ApoE-/- tratadas com BMP4: Sm22 (0,879 [0,331; 1,427]) e Alfa actina
(1,190 [0,412; 1,968]); ApoE-/- tratadas com Gremlin: Sm22 (1,001 [0,437; 1,564]), Alfa
actina (1,248 [0,479; 2,017]) e calponina (1,614 [0,764; 2,463]). Considerando a dieta
consumida, também foi possivel observar reducdo da expressdao dos genes de
diferenciacdo das células musculares lisas vasculares mediante tratamentos: dieta
controle tratadas com BMP4: Sm22 (0,927 [0,484; 1,370]) e Alfa actina (0,613 [0,157;
1,068)); dieta controle tratadas com Gremlin: Sm22 (0,921 [0,433; 1,410]) e MHC (1,477
[0,605; 2,349]); Dieta Hiperlipidémica tratadas com BMP4: Alfa actina (1,190 [0,412;

Xiv



1,968]); dieta hiperlipidémica tratadas com Gremlin: Alfa actina (1,248 [0,479; 2,017]) e
calponina (1,319 [0,510; 2,129]). Todos 0s grupos experimentais foram comparados ao
grupo controle sem tratamento. Conclusdes: Em 8 semanas de dieta, o tratamento com
BMP4 recombinante foi eficaz na reducdo dos genes SM22 e alfa actina,
independentemente da linhagem ou dieta consumida. Gremlin foi mais eficaz na inducéo
de desdiferenciacao, preferencialmente em animais ApoE-/- ou animais alimentados com
dieta hiperlipidémica. Os efeitos de Gremlin sobre o estado de diferenciacdo de células
musculares lisas vasculares sugerem mecanismo independente da via das proteinas

morfogenéticas dsseas.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura vascular

Os vasos sao grandes reservatorios com propriedades elésticas,
capazes de conduzir o sangue ejetado pelo coracdo, com poucas mudancas de pressao,
através de um fluxo pulsatil.?) Esta propriedade adquirida é fundamental para acomodar
0 estresse circunferencial aplicado pelo fluxo sanguineo e sem esta caracteristica, a
enorme onda de pressao inibiria 0 esvaziamento do coracao (sistole) e posteriormente,
impossibilitaria a diastole cardiaca. O que torna este fendmeno possivel é a presenca da
matriz extracelular (MEC) especializada juntamente com as células que compde 0s
vasos sanguineos.) Sabe-se que a MEC apresenta propriedades estruturais e
mecanicas necessarias para manter a elasticidade do vaso, assim como fornece sinais
gue auxiliam, induzem ou estabelecem fenétipos das células vasculares.

O vaso arterial € composto por trés camadas distintas: intima, média
e adventicia.®® A camada intima, que entra em contato com o fluxo sanguineo, é
composta pelas células endoteliais, que ficam dispostas em monocamada. Juntamente
com estas células encontram-se 0s pericitos que participam do revestimento interno do
vaso e contribuem para manter a homeostase local. Estas células também
desempenham um papel importante na arquitetura do vaso. As células endoteliais sdo
capazes de produzir elastina, elemento que forma a lamina elastica interna. Ainda, estas
células séo perfeitamente adaptadas para conduzir o fluxo turbulento de sangue,*® e
estdo diretamente ligadas a lamina basal, estrutura sustentada pela lamina elastica
interna.®

O revestimento endotelial € exposto a diversos estimulos bioquimicos
e hemodindmicos em toda rede vascular, o que requer células apropriadas para suportar
a forca de cisalhamento e a tenséo ciclica local. As células endoteliais acabam sofrendo
variacdes fenotipicas, em resposta a sinalizacéo local, em direcdo a manutencédo da
homeostase adequada.®?

Abaixo da camada intima encontramos a regido subendotelial,
normalmente acelular, porém em humanos e animais maiores, podemos encontrar

algumas populacées de células musculares lisas vasculares (CMLV).G7)



A camada média das artérias € composta basicamente pelas CMLV e
elastina, que se dispdem em folhas (lamelas), entre as quais estao localizadas também
as fibras de colageno, elementos que formam a MEC.® A presenca da elastina no vaso
é o elemento-chave para este ser distensivel e adaptavel a pressdo sanguinea.®
Portanto, a elastina, juntamente com as CMLV, é responsavel por distribuir a tensdo de
maneira uniforme por toda a parede do vaso.® Entre as lamelas de elastina, existem
agrupamentos de colageno, que se alinham conforme a tensdo na parede vascular,
evitando a ruptura do vaso.®® As CMLV sio altamente especializadas, respondem a
estimulos externos, sdo também responsaveis pela contratilidade, tonus e diametro
vascular, contribuindo para o controle da presséao arterial.*%11) Em seu estado maduro-
diferenciado, as CMLV apresentam baixa taxa de migracao e proliferacdo.®

A camada externa do vaso, chamada de camada adventicia, é bem
definida em grandes artérias humanas.® Consiste em MEC rica em colageno, que é
produzido basicamente por uma camada de células fibroblasticas.? A rica producéo de
coldgeno nesta camada € fator protetor aos vasos. Em grandes vasos sanguineos é
possivel observar na camada adventicia a vasa vasorum, que corresponde a uma rede
de microvasos responsaveis pela irrigacdo mais externa do vaso, fornecendo oxigénio e
nutrientes para as células presentes nesta camada.1? Estudos demonstraram®?® que a
adventicia pode ser um compartimento de deteccdo de lesdo do vaso e, em vasos
sanguineos maduros, esta camada pode conter células progenitoras residentes capazes

de se diferenciar em CMLV envolvidas no reparo vascular.(-13.14)

1.2 Aterosclerose

As doencas cardiovasculares sado responsaveis pelo maior nimero de
mortes em todo mundo. A aterosclerose (ATS), caracterizada como uma doenca
inflamatoria cronica da parede arterial € considerada uma doenca tipica do mundo
ocidental, devido ao estilo de vida atual e habitos alimentares. Definida como uma
doenca silenciosa e progressiva, suas manifestagdes clinicas principais, muitas vezes
fatais, sédo o Infarto Agudo do Miocéardio (IAM) e Acidente Vascular Cerebral (AVC).(31516)

Placas aterosclerdticas sdo encontradas principalmente em locais

com fluxo sanguineo turbulento, devido a for¢a de cisalhamento local. Outros fatores que



contribuem para a formacdo da placa sédo idade, sexo, sedentarismo, obesidade,
dislipidemia, diabetes, hipertensdo arterial sistémica, tabagismo e fatores genéticos.?)
O inicio dessa doenca (Figura 1) é caracterizado por um dano focal
na camada endotelial, que pode ser ocasionado principalmente pelo desequilibrio do
metabolismo de lipidios, mormente por altos niveis de Lipoproteinas de Baixa Densidade
oxidadas (ox-LDL). Como consequéncia, ocorre aumento da expressao de moléculas de
adesao e producao de citocinas inflamatérias, as quais atraem principalmente mondcitos
e linfécitos T para o vaso.® A adesdo de leucécitos na camada endotelial do vaso é a
etapa chave para o inicio do processo de formacgdo da placa aterosclerdtica.® Os
monaocitos migrantes, que se diferenciam em macrofagos no interior do vaso, séo o tipo
leucocitario mais atraido para o local da leséo inicial. Estas células fagocitam o colesterol
ox-LDL (ap6s englobar estas moléculas lipidicas, sdo denominados como células
espumosas ou foam cells) e ficam instaladas na regido, contribuindo para o crescimento
da placa e propiciando um ambiente pré-inflamatério.® Juntamente com as células do
sistema imunologico descritas, as CMLV também participam de todos os estagios da
formac&o da placa aterosclerética.() As CMLV sé&o capazes de responder aos estimulos
locais. Acredita-se que estes estimulos sejam capazes de modificar estas células
morfofisiologicamente, de forma que parte delas percam suas caracteristicas iniciais e
passem a participar do processo de formacdo da placa aterosclerética.® As CMLV
migram da camada média para a intima, aumentando a sintese de macromoléculas da
MEC, como elastina, colageno e proteoglicanos. Com o passar do tempo e da evolucéo
da doenca, ha um aumento do centro necrético da lesdo, contribuindo para a obstrucéo
do vaso sanguineo. Placas em estado avangcado também contém cristais de colesterol e

até mesmo vasa vasorum.®



A 8 Monocitos Tcell . ‘

Células endoteliais Luz do vaso

Adventicia

Fibroblastos

M
.. "Apoptose
Cél espumosa

Vasa Vasorum

A) Camadas do vaso arterial e células constituintes. B) Apds lesao focal, ocorre a quimioatragédo
de células do sistema imunolégico para o local. Macréfagos que fagocitam o LDL oxidado
acabam se instalando na regido da lesdo e contribuem para o crescimento da placa
aterosclerotica. C) As células musculares lisas vasculares respondem aos estimulos locais e
sistémicos, proliferando e migrando para o local da leséo, produzindo componentes de matriz
extracelular, aumentando o volume da placa aterosclerética, formando uma capa espessa e
fibrosa. D) Desfecho da doenca. Com o passar dos anos, a capa fibrosa da placa pode se romper.
A exposicao do centro necrotico da placa aos componentes da cascata de coagulacdo sanguinea
leva rapidamente a formacgdo de trombo plaquetario, que pode obstruir totalmente o vaso
sanguineo, ocasionando o infarto agudo do miocérdio. Em outros casos, trombo formado em
determinado vaso pode obstrui-lo ou se desprender do local da leséo e ocluir pequenos vasos
distais, ocasionando o acidente vascular cerebral.

Fonte: Traduzido e adaptado de Libby P, Ridker PM, Hansson GK. Progress and challenges in
translating the biology of atherosclerosis. Nature.2011;473(7347):317-25.)

Figura 1. Estagios do desenvolvimento das lesGes ateroscleréticas

A estabilidade da placa estd relacionada com sua composicao.
Conforme descrito na literatura, a capa fibrosa das placas ateroscleroticas € rica em
CMLV, que envolve um centro necrético, ja mencionado aqui. A proporcéo relativa entre

0S componentes da capa fibrosa versus centro necroético pode ter implicacbes diretas



nas manifestacdes clinicas.’® Placas com capa fibrosa bem estabelecida apresentam
maior concentragdo de CMLV e sdo mais estaveis.(1®) Essa caracteristica reduz a
susceptibilidade da placa ao rompimento, evitando a exposi¢cdo do centro necrético ao
sangue.®® Placas com a capa fibrosa com menor quantidade de CMLV e maior
proporcdo de infiltrado de células inflamatérias e particulas de lipideos sdo mais
susceptiveis ao rompimento. Quando ha o rompimento devido ao shear stress local,
fatores plaquetdrios e teciduais entram em contato com o0 centro necrético,
desencadeando a rapida ativacdo da cascata de coagulagédo e a formacao do trombo
plaguetério, que se estende para o lumen do vaso. O bloqueio da circulacdo sanguinea
local ocasiona o IAM. J& a obstrucéo local ou desprendimento do trombo plaquetario com

consequente oclusdo de vasos cerebrais menores ocasiona o0 AVC.@18)

1.3 Células musculares lisas vasculares e estado de diferenciacao

As CMLV desempenham papel crucial no remodelamento vascular
numa variedade de doencas ja descritas na literatura, como a ATS, hipertensédo e
aneurismas vasculares.(1® Estas células respondem a estimulos ambientais e sdo
capazes de alterar seu estado de diferenciacdo, aumentando sua taxa de proliferagéo,
apresentando capacidade de migracdo e a sintese de MEC, considerados eventos
criticos nas doencas mencionadas.® Na literatura atual encontramos alguns estudos
que tentam rastrear a origem das CMLV presentes na placa aterosclerética. A
caracterizacdo destas células é parte fundamental no entendimento da progressédo da
doenca. (10.19.20)

Alguns autores especulam que a capacidade de desdiferenciacdo das
CMLV em determinados individuos seria relacionada a programacao embrionaria dessas
células, sugerindo que a susceptibilidade ou resisténcia a ATS estaria relacionada a um
processo originado na embriogénese e posteriores mecanismos epigenéticos. Tem sido
amplamente descrito que as CMLV expressam genes classicos de diferenciacdo celular,
como Cadeia Pesada de Miosina (MHC — Myosin Heavy Chain), Calponina, SM22-alfa
(smooth muscle-22 alfa) e Alfa actina. A MHC é uma proteina estrutural citoplasmatica
considerada o principal componente da contratilidade da CMLV. A Calponina é uma
proteina reguladora associada ao filamento de actina, que exerce papel na funcéo

contratil das CMLV. A SM22-alfa é uma proteina relacionada a calponina, sua funcéo é



participar da contracdo celular e também é conhecida como marcador precoce da
diferenciacdo de CMLV. A proteina alfa actina esta relacionada as fibras musculares,
funcdo de motilidade celular, estrutura e integridade. Também é conhecida como
marcador precoce da diferenciacdo de CMLV.(10.1821.22) Saphe-se que a andlise deste
conjunto de genes seria essencial para a caracterizagdo de desdiferenciacao celular.(®

Placas ateroscleréticas humanas analisadas em situacdes pos-morte
apresentaram células positivas para os marcadores de CMLV mencionados acima, e
estas coexpressavam os marcadores CD68 e LGALS3.(19 Este fato sugere que existem
células espumosas que também expressam genes de CMLV, e possivelmente revela
uma transicdo de fenétipo como macrophage-like cell.t8)

A capacidade de fagocitar moléculas de colesterol DL provavelmente
se d& devido a estimulos locais que as CMLV recebem constantemente. Logo, estas
células séo capazes de modular seu fenétipo em resposta ao ambiente, auxiliando na
fagocitose de ox-LDL e passando a se instalar no centro necrético da placa como célula
espumosa. Além disso, as CMLV migram para formar a capa fibrosa da leséo e
produzem quimiocinas capazes de atrair mais mondcitos, células T e dendriticas para o
local da les&o.®17)

A presenca de CMLV fenotipicamente moduladas auxilia na remocéao
do ox-LDL, porém, ao se instalarem na regido necrética da placa, acabam contribuindo
para a inflamac&o local.(® Por outro lado, a proliferacédo destas células na capa fibrosa
da placa garante maior estabilidade para a placa, assim como a maior producéo de MEC,
diminuindo o risco de ruptura.®18) Acredita-se que parte das CMLV presentes nas placas
ateroscleroticas podem também ser de origem mieloide, ou seja, derivadas da medula
6ssea.t10)

A literatura atual explora caminhos que possivelmente levam as CMLV
a alterar seu fendtipo contratil para sintético. As regibes CarG Box sdo regides
especificas nos promotores dos genes de diferenciacdo de CMLV e séo ativadas apos o
co-ativador miocardina se ligar ao fator de resposta ao soro (SRF). Ao ativar estas
regioes, as CMLV expressam genes que mantém o fenotipo contratil. Sabe-se que TGF-
B (Transforming growth factor beta) produzido pelas CMLV ativa a ligacdo entre
miocardina e SRF.(3 Recentes estudos demonstraram que PDGF-BB (Platelet-Derived
Growth Factor BB) foi capaz de ativar outros fatores de transcricdo, como por exemplo,
Kruppel-like factor 4 (KLF4) capaz de reduzir a expressdo da miocardina, levando a



CMLV a reduzir a transcricdo de seus genes especificos alterando seu fenotipo para

sintético.(?4

1.4 Proteina morfogenética 6ssea e seu antagonista Gremlin

Pertencentes a superfamilia do TGF-B, as proteinas morfogenéticas
osseas (BMP — Bone Morphogenetic Proteins) sdo um grupo de proteinas cuja primeira
isoforma foi descoberta na década de 1960.%® Primeiramente, estas proteinas foram
descritas como indutoras da formac&o dos 0ssos e cartilagens, porém, a literatura atual
demonstra que sua a¢ao vai além deste papel e estao envolvidas em diversos processos
como desenvolvimento muscular (atuando no desenvolvimento do tecido, proliferacéo,
migracdo e apoptose), biologia vascular e cancer.?>26) As BMPs também ja foram
descritas como promotores da calcificagdo vascular e angiogénese tumoral.?® Também
foi demonstrado que as BMPs atuam como mediadores de inflamacdo endotelial em
resposta pré-aterogénica, devido ao shear stress local em vasos propensos a ATS.@")

As proteinas BMPs ativas sdo compostas de 50-100 aminoacidos com
sete cisteinas, seis delas formando trés ligacdes dissulfeto intramoleculares, conhecida
como grupos de cisteinas.?>2") A sinalizacdo candnica destas proteinas (Figura 2) é
dependente dos receptores de membrana dos tipos | e I| de BMP (BMPRI e BMPRII).9
Apos a interacdo com o receptor BMPRII, ocorre a ativacdo do BMPRI e esta associacdo
resulta na imediata fosforilacdo das proteinas small mothers against decapentaplegic
(SMADs) (do tipo 1/5/8). As SMADs sao proteinas citoplasméticas que atuam como
mediadoras na sinalizac¢do intracelular, principalmente na cascata de sinalizacdo das
proteinas da familia do TGF-B.1% Apos a fosforilacdo das SMADs 1/5/8, ainda no
citoplasma, forma-se outro heterodimero composto pelas SMADS reguladoras com a
SMAD 4 (SMADs mediadora). Este complexo heterodimérico é translocado para o ndcleo
onde pode ser associado com fatores de transcricdo modulando a expressao de genes
alvos.(1525 A regulacdo desta sinalizacdo pode ocorrer por meio de proteinas
citoplasmaticas como, por exemplo, as SMADs de interferéncia (I-SMADs do tipo 6/7),
gue bloqueiam a formacgédo do heterodimero, impedindo a atuacdo deste no ndcleo da
célula, ou através dos antagonistas dos BMPs.?® Existem varios antagonistas

especificos para as diferentes isoformas ja descritas dos BMPs. (25:26)



O gene Gremlin, antagonista de BMPs 2, 4 e 7 (os BMPs -2 e -4 sao
as isoformas de interesse deste projeto), possui na sua forma glicosilada
aproximadamente 28 kDa e é essencial a formacao embrionéaria de rins, pulmdes, 0sso0s,
retina e outros tecidos.?® A ligacdo de Gremlin é seletiva para as isoformas das BMPs
citadas e impede a interacdo destas proteinas com o BMPRII, bloqueando assim a via
de sinalizagéo citada anteriormente.(?628) A isoforma Gremlin-1 € uma proteina altamente
conservada, membro da superfamilia do TGF-B, sua expressdo esta aumentada em
células endoteliais expostas ao fluxo alterado (shear stress) em aortas de rato e artérias
coronarias em humanos, sugerindo o envolvimento dessa proteina na inflamacéo e
ATS.@9 Dados anteriores publicados deste laboratério ja relacionavam a importancia de
Gremlin na vasculatura. ApGs a superexpressao in vitro de Gremlin em CMLV de ratos
foi identificado aumento na migracédo, proliferacédo e apoptose destas células e posterior

validac&o in vivo em modelo de restenose vascular.(0:31

BMPRII

BMPRI

SMAD 1/5/8

SMAD 1/5/8

As proteinas morfogenéticas 6sseas liga-se ao receptor de membrana BMPRII que se
heterodimeriza com o receptor BMPRI, ocorrendo uma rapida fosforilagdo das proteinas
SMADS, que no citoplasma, irdo formar um complexo com a SMAD do tipo 4. Este
complexo é translocado para o nilcleo, onde pode ser associado com fatores de
transcricdo modulando a expresséo de genes alvos. Uma regulacéo desta via pode ser
feita por meio da inibicdo da formagdo do complexo SMAD 1/5/8 com a SMAD 4, através
da interferéncia das SMADs 6/7, conhecida como SMAD de interferéncia (I-SMAD).
Figura 2. Esquema da via canénica das proteinas morfogenéticas dsseas



Estudos genéticos em humanos demonstraram que possiveis
mutacOes na sinalizacdo dos genes de BMPs estédo ligadas a problemas e doencas
vasculares, como talangectasia, hipertenséo arterial pulmonar e tumores angiogénicos,
demonstrando assim, sua importancia nas doencgas vasculares.@®

Resultados anteriores de nosso grupo demonstraram que BMPs (2 e
4) estdo suprarreguladas nos vasos e em CMLV de animais deficientes para
Apolipoproteina E (ApoE”) alimentados com dieta hiperlipidémica (DH) durante 8 e 16
semanas.®? Estes achados corroboram e ampliam dados da literatura.(@42%
Demonstramos também que Gremlin € constitutivamente expresso em CMLV de ratos e
camundongos.(?®)

Adicionalmente, esse gene desempenha papel importante na
proliferacdo e migracdo das CMLV, além de ser regulado por fatores de crescimento e
por lesdo vascular.1”26) HA necessidade, contudo, de estudos adicionais para melhor
compreensao do efeito da sinalizacdo por BMPs sobre mudancas fenotipicas nas CMLV.
Trabalhamos com a hip6tese de que a sinalizacdo de BMPs via SMADS possa estar
envolvida na desdiferenciagédo da CMLV, colaborando para a progresséao da ATS.

A melhor compreensédo do processo de desdiferenciacdo das CMLV
no contexto da ATS é de grande importancia. Proteinas envolvidas com a sinalizacao da
via BMPs sao candidatas interessantes como marcadoras do desenvolvimento da lesdo
e, consequentemente, possivel alvo terapéutico na ATS. Nosso trabalho explorou as
mudancas fenotipicas das CMLV obtidas do arco aértico de animais selvagens ou

deficientes para a ApoE 7~ alimentados com DH.

1.5 Objetivos

1. Caracterizar o estado de diferenciacédo das células musculares lisas
vasculares de aorta em camundongos ApoE”- comparados com sua respectiva linhagem
selvagem controle (C57BL/6), alimentados ou ndo com dieta hiperlipidémica no periodo
de 8 e 16 semanas;

2. Avaliar o fendtipo das células musculares lisas vasculares apos
manipulacdo da sinalizacdo de proteina morfogenética 6ssea no mesmo sistema, com

experimentos de ganho de funcao desta via.
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2 METODOS

O desenho experimental deste trabalho esta representado nas figuras
3 e 4 aseqguir:

A

V. Dieta padrio -GRUPO 1
C57BL/6
N\

\
.

Dieta hiperlipidémica - GRUPO 2

_, Dieta padrao - GRUPO 3
V.
ApoE-/-

N Dieta hiperlipidémica - GRUPO4

Coleta de CMLV e andlise temporal em todos os grupos:

CMLV: Anadlise genes de diferenciagdo
(qPCR/ Imunohistoquimica )

]
S semanas |
O Semanas

T

InKCi0

CMLV: Anadlise genes de diferenciagdao
(gPCR/ Imunchistoquimica )

da deta

]
16 semanas |

Camundongos C57BL/6 e ApoE com idade entre 2 a 3 meses foram alimentados com
dieta padrdo/controle ou hiperlipidémica por 8 e 16 semanas, e ap0s esses dois
periodos, CMLV foram coletadas do arco aértico e a expresséo de genes classicos
foi determinada por gPCR quantitativo e imuno-histoquimica.

Figura 3. Representacdo esquematica dos animais e dietas utilizadas neste projeto



11

CMLV de todos os grupos coletadas em 8 e 16 semanas

*

| 8 semanas |

Inicio
da dieta *

| 16 semanas |

* Tratamentos in vitro: BMPs recombinantes;
Gremlin recombinante;

Nova analise dos genes de diferencir.:giio de CMLV (qPCR/Imunchistoquimica)

Figura 4. Representacao esquematica dos tratamentos in vitro das células musculares
lisas vasculares para manipulagcdo da sinalizagdo de proteina morfogenética 6ssea
com experimentos de ganho de funcdo

Centro de Pesquisa: O Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert
Einstein (IIEPAE) conta com um moderno Centro de Experimentacédo e Treinamento em
Cirurgia (CETEC), que inclui um biotério completo, destinado a pesquisa com modelos
animais, Unico do setor académico a ter conferida a acreditacdo internacional da
Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care International
(AAALAC). Desta forma, temos toda a estrutura necessaria para manutencdo dos
animais que foram utilizados para desenvolver este projeto.

Animais e dieta: Camundongos de ambos os sexos com idade entre
2 a 3 meses de vida deficientes para ApoE~ e sua respectiva linhagem selvagem controle
(C57BL/6) foram utilizados como modelo experimental neste estudo. Foram utilizados
100 animais C57BL/6 e 107 animais ApoE"- que foram submetidos a dieta controle (DC)
ou hiperlipidémica por 8 ou 16 semanas de dieta. Os animais ApoE” sdo
reconhecidamente adequados para estudo da ATS, recapitulando em boa parte a doenca
desenvolvida em humanos.®29 Esse modelo encontra-se em uso em nosso laboratorio
nos ultimos 3 anos. Os animais foram alimentados com DC ou hiperlipidémica (Research
Diets, NJ, USA) por periodos de 8 ou 16 semanas. A DC é composta de 4,5% de gordura
com 0,1% de colesterol, enquanto a DH contém 21% de gordura e 1,5% de colesterol.
Apds o término do protocolo os animais foram eutanasiados em camara de CO:2 pré-
anestesiados com isoflurano, o arco aértico coletado assepticamente e as CMLV
isoladas para cultura.

Cultura celular: Culturas primarias de CMLV da aorta de

camundongos foram obtidas por métodos ja padronizados neste laboratério.
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Resumidamente, apdés o periodo de dieta (8 ou 16 semanas), 0os animais foram
sacrificados, o torax foi aberto e a regido do arco e aorta toracica foi isolada de maneira
estéril, sendo retiradas a camada adventicia e células endoteliais. A camada média do
vaso foi cortada em pequenos fragmentos e tratada com colagenase tipo D
(SigmaAldrich; 500ug/mL) por 1 hora a 37°C e, apés lavagens, as células foram
semeadas em frascos de cultura em meio DMEM:F12 (Gibco Life Technologies —
Invitrogen, Carlsbad/CA) suplementado com FBS a 10% (Invitrogen, Carlsbad/CA) e
penicilina/estreptomicina (1%, Invitrogen/CA), sendo mantidas a 37°C e 5% COz2.
Culturas foram utilizadas nas primeiras 07 passagens. Estoques de células congeladas
garantiram a manutencdo de uniformidade nos experimentos, com semelhanca
fenotipica do inicio ao fim do projeto.

Isolamento de RNA total: O RNA total das CMLV foi extraido por
meio do kit RNAspin (GE Healthcare), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A
concentracdo de RNA total foi determinada por espectrofotometria, a partir da
absorbancia em 260nm, e a pureza das amostras foi determinada pela razao entre os
valores de absorbancias em 260nm e 280nm. Somente as amostras que apresentaram
razdes entre 1.9 e 2.1 foram utilizadas. A integridade do RNA foi averiguada por
eletroforese em gel de agarose.

gPCR: Os niveis de expressdo de RNAm para os genes SM22 alfa,
MHC, alfa actina, calponina e GAPDH foram avaliados. A tabela 1 apresenta os Primer

utilizados:

Tabela 1. Primer utilizados

Gene Tipo Sequéncia Tam"’?”m
amplicon
Sense 5' GCAGATGGAACAGGTGGCTCA 3’
SM22alfa  pptisense 5 CTGCCCAAAGCCATTAGAGTCC 3 138pb
MHC Sgnse 5 TGGAGCCGGAAAGACAGAGAAC 3 169pb
Antisense 5 GTTCTTGACGGTTTTCGCATTG 3’
Calponina Sgnse 5" ACCTCCCAGAACCAGAAACCC 3’ 155pb
Antisense 5 GTCACATCCACAAACACCAGTCAC 3
alfa actina Sgnse 5 AGCCCTCGCACCCAGCAC 3’ 177pb
Antisense 5 GCTTCGTCGTATTCCTGTTTGCTG 3’
Sense 5"-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
Crlbln Antisense 5"-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 25400

O cDNA foi preparado a partir de 0,5ug de RNA total com o uso
enzima ImProm Il (Promega), combinando-se com oligo-dT (500ng), MgCI2 (50mM) e

dNTP mix (10mM) em tamp&o concentrado especifico e agua. Uma aliquota de cDNA foi



13

combinada aos componentes do kit SYBR GREEN PCR Master Mix (QIAGEN) e Primer
especificos para cada gene. O gPCR foi realizado no termociclador Rotor Gene
(Qiagen/CorbettResearch).

Avaliacdo morfolégica e imuno-histoquimica das artérias: Apoés a
aorta ser dissecada, os segmentos foram embebidos em parafina e cortes corados por
HE (morfologia), tricromio de Masson (deposicdo de colageno/matriz), e Verhoeff (fibras
elasticas). Paralelamente, para a analise de imuno-histoquimica (IHQ), cortes incluidos
em parafina foram bloqueados e incubados com anticorpos primarios conforme descrito
na tabela 2. Todas as secc¢Oes foram incubadas com anticorpo secundario conjugado
com HRP e a deteccao feita com reagentes indicados pelo fabricante. Os cortes foram
contracorados com HE. Os controles foram feitos com uso de anticorpo anti-IgG isotipico
de camundongo.

Estatistica imuno-histoquimica: Para minimizar viés de
interpretacdo, as laminas foram fotografadas e as medi¢des para quantificagcdo foram
realizadas por um observador independente que desconhecia a identidade das
amostras. A distribuicdo dos dados foi estudada por meio de histogramas e boxplots e
para a analise inferencial foram aplicados modelos de equacbes de estimacao
generalizadas, considerando a correlacdo entre as medidas obtidas em diferentes fotos
de um mesmo animal.

Foram ajustados modelos com distribuicdo de probabilidade gama e
funcao de ligacao log para os percentuais de area marcada por MHC, SM22 e alfa actina
nos experimentos de oito e de dezesseis semanas.

Todos os modelos tinham como as variaveis explicativas ‘linhagem do
animal’ e ‘dieta consumida’, além da interagéo entre ‘linhagem’ e ‘dieta’ e os resultados
dos modelos foram apresentados por valores médios estimados e intervalos de
confianca de 95%.

As andlises foram realizadas com o programa SPSS e adotou-se nivel

de significancia de 5%.

Tabela 2. Lista de anticorpos

- . Concentracéo
[0}
Espécie Alvo Empresa N° catélogo utilizada
Camundongo a-Actina Sigma Aldrich A2547 1:400
Camundongo MHC Abcam Ab53219 1:100

Camundongo SM22 — alfa Abcam Ab155272 1:100
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Estatistica qPCR: Os desfechos numeéricos do estudo (MHC,
Calponina, SM22 alfa e alfa actina) foram descritos por medianas, quartis, valores
minimos e maximos e suas distribuicbes de frequéncias verificadas por meio de
histogramas, boxplot e graficos de comparacdes de quantis. Para cada desfecho
numerico foi ajustado um modelo linear generalizado, com distribuicdo de probabilidade
gama e funcéo de ligacéo log, e as variaveis explicativas ‘linhagem do animal’ e ‘dieta
consumida’, além da interagao entre linhagem e dieta. O efeito do tratamento in vitro,
controlando para linhagem dos animais e dieta consumida por eles na expressédo dos
desfechos, foi avaliado por meio de modelos lineares generalizados com distribuicdo de
probabilidade gama e funcéo de ligacdo log, e as variaveis explicativas ‘tratamento in
vitro’, ‘linhagem’ e ‘dieta’, considerando as interagdes entre tratamento e linhagem e
entre tratamento e dieta. Os resultados dos modelos foram apresentados por valores
meédios estimados e intervalos de confianca de 95% e as comparac¢des multiplas foram
corrigidas pelo método de Bonferroni sequencial. As andlises foram realizadas com os

programas R e SPSS e adotou-se nivel de significancia de 5%.

2.1 Estratégias de acao

Para cumprir os objetivos inicialmente propostos, utilizamos as
seguintes estratégias de acao, detalhadas para cada objetivo:

Analisamos a expressdo de genes marcadores de CMLV
diferenciadas largamente estudadas, como alfa actina de musculo liso, SM22 alfa, MHC
e calponina. Para tanto, utilizamos as técnicas de gPCR e IHQ. Este objetivo é essencial
para demonstrar que a desdiferenciacdo de CMLV também ocorre em nosso modelo e
gue o0 mesmo € viavel para atingir o segundo objetivo.

Ensaios de ganho de funcédo da via BMPs foram realizados. Entre
eles, o tratamento com proteinas recombinantes (BMP2, BMP4, Gremlin). Depois de

estabelecidos os modelos, novas avaliagdes dos genes descritos foram realizadas.

2.2 Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA: 2079-14) do Hospital Israelita Albert Einstein.
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3 RESULTADOS

3.1 Andlise histoldgica de secc¢des de aorta de camundongos alimentados por 8 e
16 semanas de dieta

Para avaliar a morfologia e a composicao da parede arterial dos vasos
dissecados dos quatro grupos de animais em diferentes periodos de dieta, realizamos
analises histolégicas (HE, Masson e Verhoeff). As figuras 5, 6 e 7 representam as
analises de HE, Verhoeff e Masson dos animais com 8 semanas de dieta.

8 semanas Dieta Controle Dieta Hiperlipidémica

BG --
- --

Cortes representativos do arco aértico dos grupos G1 (C57 + dieta padrao), G2 (C57 + dieta
hiperlipidémica), G3 (ApoE 7 + dieta padrédo) e G4 (ApoE~ + dieta hiperlipidémica). Aumento
de 4x. N: 3.

Figura 5. Histologia de secc¢fes das aortas (hematoxilia e eosina; 8 semanas)




8 semanas Dieta Controle Dieta Hiperlipidémica

Bs --
- --

Cortes representativos do arco aoértico dos grupos G1 (C57 + dieta padrédo), G2 (C57 + dieta

hiperlipidémica), G3 (ApoE - + dieta padrédo) e G4 (ApoE - + dieta hiperlipidémica). Aumento de
4x. N: 3.

Figura 6. Histologia de sec¢fes das aortas (Verhoeff; 8 semanas)

8 semanas Dieta Controle Dieta Hiperlipidémica

BG --
o --

Cortes representativos do arco aértico dos grupos G1 (C57 + dieta padrdo), G2 (C57 + dieta
hiperlipidémica), G3 (ApoE - + dieta padrédo) e G4 (ApoE * + dieta hiperlipidémica). Aumento de 4x.
Setas evidenciam acimulo de colageno na parede arterial. N: 3.

Figura 7. Histologia de sec¢des das aortas (Tricromio de Masson; 8 semanas)

16
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Assim como esperado,® com 8 semanas de dieta ndo ha formacgéo
de placa aterosclerotica (Figuras 5, 6 e 7). Observam-se, porém, alguns fendbmenos
caracteristicos do estabelecimento e progressdo da ATS principalmente nos animais
ApoE - com ou sem DH, como alteracdes na composicdo da parede arterial, aumento
da deposicédo de matriz, marcacao positiva para deposicédo de colageno (caracterizada
pela coloracdo azul — Figura 7) e desarranjo das fibras elasticas da camada média
(observado por meio da coloracdo Verhoeff — Figura 6).

Abaixo, observamos que aortas dos camundongos submetidos ao
protocolo de dieta durante 16 semanas apresentam caracteristicas mais expressivas da
doenca, com placas ateroscleréticas ja formadas e bem estabelecidas nos animais do
G4 (ApoE + DH). Observamos o espessamento da camada média na regiao de formacéo
da placa aterosclerdtica (Figura 8), assim como o desarranjo das laminas elasticas nos
grupos G3 e G4 (Figura 9), maior deposicao de coldgeno na camada média (G3) e placa
(G4) (Figura 10). Estas imagens sdo compativeis com o esperado descrito na

literatura.(3?

16 semanas Dieta Controle Dieta Hiperlipidémica

B6

ApoE-/-

Cortes representativos do arco aoértico dos grupos G1 (C57 + dieta padrdo), G2 (C57 + dieta
hiperlipidémica), G3 (ApoE 7 + dieta padréo) e G4 (ApoE - + dieta hiperlipidémica). Aumento
de 4x. Seta indica espessamento da camada média e formacgéo de placa ateroscler6tica. N: 3.
Figura 8. Histologia de secc¢des das aortas (hematoxilia e eosina; 16 semanas)
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16 semanas Dieta Controle Dieta Hiperlipidémica

BG --
B --

Cortes representativos do arco aortico dos grupos G1 (C57 + dieta padrado), G2 (C57
+ dieta hiperlipidémica), G3 (ApoE * + dieta padrdo) e G4 (ApoE 7 + dieta
hiperlipidémica). Aumento de 4x. Setas indicam desarranjo da camada média
vascular. N: 3.

Figura 9. Histologia de sec¢8es das aortas (Verhoeff; 16 semanas)

16 semanas Dieta Controle Dieta Hiperlipidémica

BG - -
- - -

Cortes representativos do arco aodrtico dos grupos G1 (C57 + dieta padrdo), G2 (C57 + dieta
hiperlipidémica), G3 (ApoE - + dieta padrédo) e G4 (ApoE - + dieta hiperlipidémica). Aumento de
4x. Setas evidenciam acimulo de colageno na parede arterial. N: 3.

Figura 10. Histologia de sec¢8es das aortas (Tricromio de Masson; 16 semanas)




19

3.2 Caracterizacao da diferenciacdo das células musculares lisas vasculares dos

animais alimentados por 8 semanas de dieta

3.2.1 Anédlise do estado de diferenciacdo das células musculares lisas vasculares
por reacao em cadeia da polimerase quantitativa

Para caracterizarmos o estado de diferenciacdo das CMLV, como
proposto no objetivo 1 deste projeto, camundongos C57BL/6 e ApoE~ foram alimentados
por 8 semanas com DC ou hiperlipidémica, sendo agrupados da seguinte forma:
C57BL/6 alimentados com DC (Grupo 1), C57BL/6 alimentados com DH (Grupo 2) ApoE
- alimentados com DC (Grupo 3) e ApoE - alimentados com DH (Grupo 4).

Estes animais foram sacrificados de acordo com os protocolos
aprovados no comité de ética e tiveram a regido do arco aértico coletados e as CMLV
isoladas em cultura primaria, conforme ja descrito em métodos. Na ATS, sabe-se que ha
diminuicdo da expressdo dos marcadores classicos de diferenciacdo de musculo liso,
amplamente descritos na literatura, como alfa actina de musculo liso, cadeia pesada de
miosina (MHC — Myosin Heavy Chains), Calponina e SM22 alfa. O mecanismo pelo qual
esta resposta acontece ainda néo esta claro.(19 A tabela 3 demonstra os valores médios
ajustados e intervalo de confianca de 95% para os niveis de expressdo de MHC,

Calponina, SM22 alfa e alfa actina, segundo a linhagem do animal e dieta consumida.

Tabela 3. Niveis de expressdo de cadeia pesada de miosina, calponina, SM22 alfa e alfa actina,
segundo a linhagem do animal e dieta consumida

Linhagem C57

Linhagem ApoE

Dieta Dieta controle Dieta

Dieta controle

Expressao ; S A . T
P média estimada hlpe_rhpldgmma média estimada hlpe_rllpldgmma
(IC 95%) média estimada (IC 95%) meédia estimada
(IC 95%) (IC 95%)
MHC 0,538 1,523 1,060 0,889
(0,335; 0,864) (1,012; 2,292) (0,718; 1,566) (0,578; 1,366)
. 1,002 1,071 1,062 0,744
Calponina
(0,654; 1,537) (0,732; 1,568) (0,725; 1,553) (0,505; 1,097)
0,595 0,741 0,634 0,717
SM22 alfa
(0,381; 0.931) (0,500; 1,097) (0,438; 0,918) (0,487; 1,056)
. 0,548 0,936 0,999 0,873
alfa actina

(0,340; 0,883)

(0,615; 1,425)

(0,677; 1,475)

(0,574; 1,329)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 4. Testes para os efeitos de linhagem e de dieta nos niveis de expresséo de cadeia
pesada de miosina, calponina, SM22 alfa e alfa actina

Efeito de interac&o entre

Expressio Efeito de linhagem Efeito de dieta linhagem e dieta
Valor de p Valor de p valor de p

MHC 0,747 0,047 0,005

Calponina 0,447 0,474 0,295

SM22 alfa 0,940 0,404 0,815

Alfa actina 0,224 0,358 0,125

Tabela 5. Comparacdes entre dietas para cada linhagem e entre linhagens dentro
de cada dieta para niveis de expressédo de cadeia pesada de miosina

Contraste Valor de p
Linhagem C57 Dieta controle x dieta hiperlipidémica 0,016
Linhagem ApoE Dieta controle x dieta hiperlipidémica 0,550
Dieta controle Linhagem C57 x linhagem ApoE 0,105
Dieta hiperlipidémica Linhagem C57 x linhagem ApoE 0,177

Valor de p corrigido pelo método de Bonferroni sequencial.

Avaliando os niveis de expressdo de MHC observamos (Tabela 4) que
h4 efeito de interacdo entre linhagem e dieta (p=0,005) e que esta interacdo é
dependente da dieta consumida p=0,016 (Tabela 5). Portanto, nas CMLYV isoladas das
aortas sem serem submetidas a quaisquer tratamentos, apenas o gene MHC foi

suprarregulado no Grupo 2.

3.2.2 Analise do estado de diferenciacéo das células musculares lisas vasculares
por qPCR (16 semanas de dieta)

Assim como no protocolo de 8 semanas, aortas dos animais
alimentados por 16 semanas de dieta foram coletadas e isoladas em cultura. Apos 3 ou
4 passagens obtivemos uma cultura homogénea de CMLV e novamente analisamos 0s
genes de diferenciagao.

As analises estatisticas geradas das amostras de CMLV do protocolo
de 16 semanas demonstraram maiores niveis de expressao de MHC (p=0,024) e alfa
actina (p=0,034) no grupo de animais ApoE-/- independentemente da dieta consumida.

Para os niveis de expressdo do gene calponina os animais ApoE-/-

apresentaram menor expressao quando comparados aos animais C57BL/6 (p<0,001).
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Na avaliacdo do gene SM22 alfa, ndo foram evidenciadas diferencas
estatisticas independentemente de gene ou dieta consumida. As tabelas 6, 7, 8 e 9

representam os dados discutidos.

Tabela 6. Niveis de expressao de cadeia pesada de miosina, calponina, SM22 alfa e alfa actina,
segundo a linhagem do animal e dieta consumida

Linhagem C57
Dieta

Linhagem ApoE
Dieta

Dieta controle Dieta controle

Expresséao i inidémi i inidémi
P Média estimada &'P;.r“p'd?m'ga Média estimada &'Pde.r“p'd.em'ga
(IC 95%) édia estimada (IC 95%) édia estimada
(IC 95%) (IC 95%)
MHC 0,907 0,579 1,897 1,465
(0,438; 1,875) (0,294; 1,140) (0,918; 3,924) (0,681; 3,151)
Caloonina 1,129 1,497 0,206 0,824
P (0,617; 2,063) (0,853; 2,627) (0,113; 0,377) (0,436; 1,556)
0,833 0,705 0,826 1,135
SM22 alfa ' ' ' '
(0,482; 1,440) (0,423; 1,174) (0,478; 1,427) (0,638; 2,020)
. 1,231 1,233 1,975 2,004
Alfa actina

(0,790; 1,917)

(0,816; 1,864)

(1,268; 3,077)

(1,256; 3,197)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.

Tabela 7. Teste para os efeitos de linhagem e de dieta nos niveis de expressao de cadeia
pesada de miosina, calponina, SM22 alfa e alfa actina

Efeito de interac&o entre

Efeito de linhagem Efeito de dieta

Expressao valor de p valor de p linguagem e dieta
Valor de p

MHC 0,024 0,339 0,798

Calponina 0,000 0,007 0,073

SM22 alfa 0,402 0,787 0,383

Alfa actina 0,034 0,971 0,978

Tabela 8. Niveis de expressdo de cadeia pesada de miosina, calponina,
SM22 alfa e alfa actina, segundo a linhagem dos animais

Linhagem
Expresséo o Gor ~ ApoE
Média estimada Média estimada
(IC 95%) (IC 95%)
MHC 0,724 (0,441; 1,191) 1,667 (0,983; 2,826)
Calponina 1,300 (0861; 1,963) 0,412 (0,266; 0,639)
SM22 alfa 0,766 (0,527; 1,114) 0,968 (0,650; 1,440)
Alfa actina 1,232 (0910; 1,668) 1,989 (1,442; 2,745)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 9. Niveis de expresséo de cadeia pesada de miosina, calponina, SM22
e alfa actina, segundo a dieta consumida pelos animais

Dieta

Expressao ] C_:ontrqle Hipe_rlipidémica

Média estimada Média estimada

(IC 95%) (IC 95%)

MHC 1,311 (0,785; 2,192) 0,921 (0,552; 1,536)
Calponina 0,482 (0,315; 0,739) 1,111 (0,726; 1,698)
SM22 alfa 0,829 (0,563; 1,221) 0,894 (0,609; 1,314)
Alfa actina 1,559 (1,140; 2,133) 1,572 (1,151; 2,147)

IC 95%: Intervalo de confianga de 95%.

3.2.3 Andlise da diferenciacéo das células musculares lisas vasculares por imuno-

histoquimica (8 semanas)

Para corroborar dados de gPCR, investigamos a expressao das
proteinas em cortes histologicos dos 4 grupos de animais estudados. Para quantificar as
marcac0fes de IHQ as laminas foram fotografadas, em média, cinco regides aleatoérias de
cada aorta. As figuras 11, 12 e 13 representam a expressao das proteinas MHC, SM22

alfa e alfa actina.



MHC Dieta controle
8 semanas
C57BL/6
ApoE-/- |
lgG

Nao imune DT
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Dieta hiperlipidémica

Cortes representativos do arco adrtico dos diferentes grupos de
animais e respectivas dietas. Os cortes foram contra corados com
hematoxilina, marcacdo em marrom indicam expressdo de MHC.

Aumento de 20x. N: 3-4 por grupo.

Figura 11. Imuno-histoquimica para cadeia pesada de miosinade
seccdes de aorta de camundongos de 8 semanas de dieta

Os percentuais de area marcada por MHC foram mensurados em 60

fotos de 13 animais no experimento de oito semanas. As analises da expressédo de MHC

foram feitas considerando efeito linhagem do animal e dieta recebida. A tabela 10

representa as médias dos valores mensurados para a proteina MHC. A tabela 11

representa os valores dos testes de efeito entre linhagem e dieta de area marcada por

MHC.

Tabela 10. Niveis de expressédo de cadeia pesada de miosina, segundo a dieta consumida e linhagem

dos animais
Linhagem C57 Linhagem ApoE
. Dieta . Dieta
Experimento D/le;a controle hiperlipidémica D,'e'Fa coqtrole hiperlipidémica
Média estimada <di imad Média estimada <di imad
(IC 95%) Média estimada (IC 95%) Média estimada
(IC 95%) (IC 95%)
8 semanas 13,30 14,60 11,29 13,08
(7,89; 22,43) (13,48;15,81) (9,27; 13,74) (8,88; 19,26)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 11. Testes para os efeitos de linhagem e de dieta nos percentuais de area marcada
por cadeia pesada de miosina

Efeito de interac&o entre
linhagem e dieta
Valor de p

8 semanas 0,432 0,491 0,876

Efeito de linhagem Efeito de dieta

Experimento Valor de p Valor de p

N&o encontramos evidéncia de interacdo significativa entre dieta e
linhagem (p=0,876). Além disso, ndo ha evidéncias de que os percentuais de area
marcada por MHC sejam diferentes entre as dietas consumidas (p=0,491) ou que difiram
entre linhagens C57 e ApoE -/- (p=0,432).

Portanto, os dados de IHQ nao evidenciaram o0 aumento de expressao
desta proteina nos animais do grupo 2 (assim como os dados de expressao génica).
Experimentos de mecanismos de regulacdo pos-transcricional poderiam explicar este

achado.

SM22 Dieta controle Dieta hiperlipidémica
8 semanas -
C57BL/6 SN, .
v"‘:‘ ' .4 ';" i' 2 .
: \ Ra .‘ 0 oy ¥ ,.&_
APOE-/' ) S 2 {;J‘ ..{L‘t‘
IgG
Nao imune

Cortes representativos do arco adrtico dos diferentes grupos de animais
e respectivas dietas. Os cortes foram contra corados com hematoxilina,
marcacdo em marrom indicam expressdo de SM22 alfa. Aumento de 20x.
N: 3.

Figura 12. Imuno-histoquimica para SM22 alfa de sec¢bes de aorta de
camundongos de 8 semanas de dieta
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Os percentuais de area marcada por SM22 foram mensurados em 57
fotos de 12 animais no experimento de oito semanas. As analises foram realizadas,
assim como na proteina MHC, considerando efeito linhagem do animal e dieta recebida.
As tabelas 12 e 13 representam os dados encontrados nas IHQ para SM22 alfa.

Tabela 12. Percentuais de area marcada por SM22, segundo a linhagem do animal e dieta consumida
Linhagem C57 Linhagem ApoE

Dieta . Dieta
. RS Dieta controle . SRS
hiperlipidémica Média estimada hiperlipidémica
Média estimada Média estimada

Dieta controle

Experimento - !
P Média estimada

o 0,
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
8 semanas 24,35 2o e o ot
(20,71; 28,64) (24,93; 30,43) (8,66; 25,42) (20,96; 28,56)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.

Tabela 13. Testes para os efeitos de linhagem e de dieta nos percentuais de area marcada
por SM22

Efeito de interacdo entre
linhagem e dieta
Valor de p

8 semanas 0,042 0,039 0,212

Efeito de linhagem Efeito de dieta

Experimento Valor de p Valor de p

Na avaliacdo de porcentagem de marcacao da proteina SM22 nos
animais de oito semanas de dieta, ndo encontramos evidéncia de interacao significativa
entre dieta e linhagem (p=0,212). Observamos evidéncias de efeito significativo de
linhagem dos animais, onde animais ApoE-/- apresentaram menores percentuais de area
marcada por SM22 (p=0,042; diferenca média estimada: -6,85; IC 95%: -12,73 a -0,97).
Considerando a dieta consumida, animais que receberam DH apresentaram maiores
percentuais de area marcada (p=0,039; diferenca média estimada: 6,95; IC 95%: 1,10 a
12,80).



Alfa Actina Dieta controle Dieta hiperlipidémica
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Cortes representativos do arco aértico dos diferentes grupos de animais e
respectivas dietas. Os cortes foram contra corados com hematoxilina,

marcac¢do em marrom indicam expresséo de alfa actina. Aumento de 20x. N:
3

Figura 13. Imuno-histoquimica para alfa actina de secc¢des de aorta de
camundongos de 8 semanas de dieta

Os percentuais de area marcada por alfa-Actina foram mensurados
em 55 fotos de 12 animais no experimento de oito semanas de dieta. Assim como as

demais proteinas, as mesmas analises foram consideradas para alfa actina, conforme
tabelas 14 e 15 abaixo.

Tabela 14. Percentuais de area marcada por alfa actina, segundo a linhagem do animal e dieta
consumida

Linhagem C57

Linhagem ApoE
i Dieta . Dieta
Experimento Dieta controle hiperlipidémica Dieta controle hiperlipidémica
Média estimada sdi imad Média estimada <di imad
(IC 95%) Média estimada (IC 95%) Média estimada
(IC 95%) (IC 95%)
8 semanas 26,62 28,38 20,02 27,82
(22,86; 30,37) (22,97, 33,80) (13,28; 26,75) (24,60; 31,04)
IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 15. Testes para os efeitos de linhagem e de dieta nos percentuais de area marcada por

alfa actina
. Efeito de linhagem Efeito de dieta Efe|t9 de Interagao entre
Experimento linhagem e dieta
Valor de p Valor de p
Valor de p
8 semanas 0,159 0,060 0,235

De acordo com os dados das tabelas acima, ndo encontramos
evidéncia de interacéao significativa entre dieta e linhagem (p=0,235). Além disso, ndo ha
evidéncias de que os percentuais de area marcada por alfa actina sejam diferentes entre
as dietas consumidas (p=0,060) ou que difiram entre linhagens C57BL/6 e ApoE™
(p=0,159).

3.2.4 Andlise da diferenciacdo das células musculares lisas vasculares por imuno-

histoquimica (16 semanas)

Para complementar os dados de expressédo génica, avaliamos as
proteinas MHC, SM22 e alfa actina em secc¢des de aortas de camundongos alimentados
por 16 semanas de dieta. Observamos na figura 14 marcacdes para a proteina MHC. Os
percentuais de area marcada por MHC foram mensurados em 53 fotos de 14 animais no
experimento de 16 semanas de dieta. Os resultados foram apresentados por valores
médios ajustados (Tabela 16) e por estimativas de efeito dos modelos ajustados (Tabela
17).

Tabela 16. Percentuais de area marcada por cadeia pesada de miosina, segundo a linhagem do animal
e dieta consumida

Linhagem C57 Linhagem ApoE

Dieta controle Dieta Dieta controle . D'?taA .
hiperlipidémica

Média estimada hiperlipideémica Média estimada

Experimento

Média estimada Média estimada
0, 0,
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
16 semanas 9,88 10,80 13,39 9,30
(8,26; 11,82) (7,07; 16,49) (10,28; 17,44) (8,10; 10,67)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.

Tabela 17. Testes para os efeitos de linhagem e de dieta nos percentuais de area marcada por
cadeia pesada de miosina

Efeito de interacdo entre
linhagem e dieta
Valor de p

16 semanas 0,581 0,325 0,105

Efeito de linhagem Efeito de dieta

Experimento Valor de p Valor de p
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MHC Dieta controle Dieta hiperlipidémica
16 semanas ; L
{ y

C57BL/6 1 2
ApoE-/-
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Cortes representativos do arco aértico dos diferentes grupos de
animais e respectivas dietas. Os cortes foram contra corados com
hematoxilina, marcagdo em marrom indicam expressdo de MHC.
Aumento de 20x. N: 3-4 por grupo.

Figura 14. Imuno-histoquimica para cadeia pesada de miosina de
seccdes de aorta de camundongos de 16 semanas de dieta

Nas aortas de 16 semanas de dieta com marcacfes para a proteina
MHC nao foram observadas evidéncias de interacdo entre dieta e linhagem (p=0,105).
N&o foram encontradas evidéncias de efeitos significativos de dieta (p=0,325) ou de
linhagem (p=0,581). Portanto, ao contrario dos dados de expressdo génica, ndo
observamos aumento da proteina MHC no grupo de animais ApoE~ alimentados com
DH. Mecanismos de regulacdo pés-transcricional provavelmente explicariam este

achado.
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SM22 Dieta controle Dieta hiperlipidémica
16 semanas '
C57BL/6
B 2
ApoE-/- :
lgG
Nao imune

Cortes representativos do arco adrtico dos diferentes grupos de
animais e respectivas dietas. Os cortes foram contra corados com

hematoxilina, marcag&o em marrom indicam expresséo de SM22 alfa.
Aumento de 20x. N: 3.

Figura 15. Imuno-histoquimica para SM22 alfa de secc¢bes de aorta
de camundongos de 16 semanas de dieta

Os percentuais de area marcada por SM22 foram mensurados em 42
fotos de 12 animais no experimento de 16 semanas de dieta. Também avaliamos os

resultados por valores médios ajustados (Tabela 18) e por estimativas de efeito dos
modelos ajustados (Tabela 19).

Tabela 18. Percentuais de &rea marcada por SM22, segundo a linhagem do animal e dieta consumida
Linhagem C57

Linhagem ApoE

; Dieta controle . Digta . Dieta controle . Di?ta .
Experimento P . hiperlipidémica 1 . hiperlipidémica
Média estimada Médi imad Média estimada Médi imad
(IC 95%) édia estimada (IC 95%) édia estimada
(IC 95%) (IC 95%)
16 semanas 10,40 12,57 19,84 17,66
(9,48; 11,33) (6,47; 18,66) (11,95; 27,73) (13,15; 22,16)
IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 19. Testes para os efeitos de linhagem e de dieta nos percentuais de area marcada por

SM22
. Efeito de linhagem Efeito de dieta Efe|t9 de Interagao entre
Experimento linhagem e dieta
Valor de p Valor de p
Valor de p
16 semanas 0,009 0,998 0,437

Nas amostras de IHQ de 16 semanas marcadas para a proteina
SM22, nao foram observadas evidéncias de interacdo entre dieta e linhagem (p=0,437).
Os animais ApoE-/- apresentaram maior marcacao para SM22 quando comparado aos
animais C57BL/6 (p=0,009; diferenca média estimada: 7,26; IC 95%: 1,78; 12,75), mas
nao entre as dietas consumidas pelos animais (p=0,998).

Alfa Actina Dieta controle Dieta hiperlipidémica
8 semanas W e i 5.
N 3
,_“" ¢ \§ : o . “".
C57BL/6 ;oo e YR
, - ¥
{ ,’ ;q "’ . !év
) ? P T
" { g Ve
: : B %
ApoE-/- o,
A e ‘I :'N‘. | £
4 |
#A PRYEY AT
® \ '»!:4 e, [ ' ¢ ¥
IgG :
Nao imune R,

Cortes representativos do arco adrtico dos diferentes grupos de animais e
respectivas dietas. Os cortes foram contra corados com hematoxilina,
marcacdo em marrom indicam expressado de alfa actina. Aumento de 20x.
N: 3.

Figura 16. Imuno-histoquimica para alfa actina de sec¢des de aorta de
camundongos de 16 semanas de dieta
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Os percentuais de area marcada por alfa-Actina foram mensurados
em 52 fotos de 12 animais neste experimento. As tabelas 20 e 21 representam as

analises estatisticas realizadas.

Tabela 20. Percentuais de area marcada por alfa actina, segundo a linhagem do animal e dieta consumida

Linhagem C57 Linhagem ApoE

Dieta controle Dieta Dieta controle . D'?taA .
hiperlipidémica

1 . hiperlipidémica 1 .
Media estimada Média estimada Média estimada Média estimada

Experimento

9 0,
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
16 semanas 16,41 15,94 23,43 23,07
(7.09; 25,73) (7,53; 24,35) (20,00; 26,86) (17,38; 28,76)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.

Tabela 21. Testes para os efeitos de linhagem e de dieta nos percentuais de area marcada por

SM22
. Efeito de linhagem Efeito de dieta Efe|t9 . '”tera‘r“".‘o entre
Experimento linhagem e dieta
Valor de p Valor de p
Valor de p
16 semanas 0,052 0,910 0,988

N&o foram observadas evidéncias de interag&o entre dieta e linhagem
(p=0,988) na expressao da proteina alfa actina. Também ndo encontramos evidéncias
de efeitos significativos de dieta (p=0,910) ou de linhagem (p=0,052). Portanto, ao
contrario dos dados de gPCR, a proteina alfa actina ndo se apresentou aumentada nos
animais ApoE™.

3.3 Avaliacédo do fendtipo das células musculares lisas vasculares (protocolo de 8
semanas de dieta) apdés manipulacado da sinalizacdo de proteinas morfogenéticas

6sseas

Como proposto no objetivo 2 deste trabalho, apds o estabelecimento
da cultura celular das CMLV dos 4 grupos de animais estudados, estas células foram
tratadas com as proteinas recombinantes de BMP-2, BMP-4 (10ng/mL por 24 horas) ou
Gremlin (25ng/mL por 24 horas), para posterior analise dos genes de diferenciacao
celular. A proteina recombinante Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas BB,
(PDGF-BB — Platelet-Derived Growth Factor BB) (25ng/mL por 24 horas) foi utilizada com

controle positivo da desdiferenciagéo.
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Os genes MHC, calponina, SM22 e alfa actina foram avaliados quanto
as suas variaveis explicativas: linhagem do animal e dieta consumida, além da interacao

linhagem-dieta.

3.3.1 Cadeia Pesada de Miosina

Na analise de expressdao do gene MHC segundo linhagem dos
animais (Tabela 22) observamos que apenas o tratamento com PDGF-BB foi efetivo para

a reducéo da expressao deste gene nos animais C57BL/6.

Tabela 22. Niveis de expressdo de cadeia pesada de miosina segundo a linhagem dos

animais
Linhagem C57 Linhagem ApoE
Tratamento in vitro Média estimada Média estimada
(IC 95%) (IC 95%)
Controle 1,534 (0,907; 2,596) 1,107 (0,662; 1,851)
BMP-2 0,925 (0,469; 1,822) 1,207 (0,678; 2,149)
BMP-4 1,208 (0,650; 2,245) 0,822 (0,377; 1,793)
Gremlin 0,905 (0,636; 1,288) 0,482 (0,328; 0,708)
PDGF-BB 0,343 (0,217; 0,542) 1,010 (0,447; 2,280)
Contraste Valor de p Valor de p
Controle x BMP-2 >0,999 >0,999
Controle x BMP-4 >0,999 >0,999
Controle x Gremlin 0,932 0,285
Controle x PDGF-BB 0,036 >0,999

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

Em relacdo a dieta consumida, o tratamento com Gremlin
recombinante reduziu a expressado da MHC nos animais que foram alimentados com DC
(Tabela 23).



Tabela 23. Niveis de expressao de cadeia pesada de miosina segundo a dieta recebida

pelos animais

Dieta controle

Dieta hiperlipidémica

Tratamento in vitro

Média estimada
(IC 95%)

Média estimada
(IC 95%)

33

Controle 1,747 (1,064; 2,871) 0,972 (0,565; 1,672)
BMP-2 0,805 (0,364; 1,777) 1,387 (0,853; 2,257)
BMP-4 0,869 (0,415; 1,819) 1,143 (0,603; 2,166)
Gremlin 0,270 (0,192; 0,381) 1,612 (1,088; 2,390)
PDGF-BB 0,544 (0,292; 1,016) 0,636 (0,306; 1,324)
Contraste Valor de p Valor de p
Controle x BMP-2 0,517 >0,999
Controle x BMP-4 0553 >0,999
Controle x Gremlin 0,007 0,553
Controle x PDGF-BB 0,080 >0,999

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

3.3.2 Calponina

Observamos que os tratamentos com Gremlin (p=0,001) ou PDGFBB
(p<0,001) reduziram a expresséo de calponina nas CMLV de animais ApoE-/- (Tabela
24).

Tabela 24. Niveis de expresséo de calponina segundo a linhagem dos animais
Linhagem C57 Linhagem ApoE”

Média estimada Média estimada
(IC 95%) (IC 95%)

Tratamento in vitro

Controle 1,222 (0,709; 2,108) 2,044 (1,365; 3,060)
BMP-2 1,123 (0,686; 1,838) 1,124 (0,723; 1,746)
BMP-4 0,576 (0,428; 0,777) 1,143; (0,581; 2,246)
Gremlin 0,542 (0,325; 0,902) 0,430 (0,269; 0,688)
PDGF-BB 1,783 (1,090; 2,917) 0,130 (0,078; 0.216)
Contraste Valor de p Valor de p
Controle x BMP-2 0,822 0,367
Controle x BMP-4 0,367 0,367
Controle x Gremlin 0,367 0,001
Controle x PDGF-BB 0,638 <0,001

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

Da mesma forma, os tratamentos com Gremlin (p=0,010) ou PDGF-
BB (p=0,002) foram efetivos na reducao deste gene nas CMLV dos animais alimentados
com DH (Tabela 25).



Tabela 25. Niveis de expressdo de calponina segundo a dieta recebida pelos animais

Dieta controle

Dieta hiperlipidémica

Tratamento in vitro

Média estimada
(IC 95%)

Média estimada
(IC 95%)

Controle 1,389 (0,819; 2,356) 1,798 (1,164; 2,778)
BMP-2 1,012 (0,680; 1,506) 1,247 (0,754; 2,064)
BMP-4 0,869 (0,553; 1,367) 0,758 (0,438; 1,310)
Gremlin 0,486 (0,281; 0,840) 0,479 (0,310; 0,742)
PDGF-BB 0,730 (0,458; 1,163) 0,316 (0,183; 0,548)
Contraste Valor de p Valor de p
Controle x BMP-2 0,664 0,664
Controle x BMP-4 0,664 0,127
Controle x Gremlin 0,127 0,010
Controle x PDGF-BB 0,440 0,002

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

3.3.3 SM22 alfa

A expressao génica da SM22 alfa foi reduzida nas CMLV dos animais
C57BL/6 tratadas com BMP4. J4 nas CMLV dos animais ApoE-/- observamos reducéo
na expressao génica apos tratamento com BMP4 (p=0,010), Gremlin (p=0,004) e PDGF-
BB (p<0,001). Estes dados estdo demonstrados na tabela 26.

Tabela 26. Niveis de expressdo de SM22 alfa segundo a linhagem dos animais

Linhagem C57

Linhagem ApoE"

Tratamento in vitro

Média estimada
(IC 95%)

Média estimada
(IC 95%)

Controle 1,115 (0,700; 1,774) 1,315 (0,876; 1,973)
BMP-2 0,671 (0,474; 0,951) 1,112 (0,724;1,708)
BMP-4 0,321 (0,205; 0,502) 0,436 (0,327; 0,580)
Gremlin 0,431 (0,235; 0,791) 0,314 (0,177; 0,559)
PDGF-BB 0,837 (0,554; 1,265) 0,131 (0,082; 0,207)
Contraste Valor de p Valor de p
Controle x BMP-2 0,379 0,764
Controle x BMP-4 0,019 0,010
Controle x Gremlin 0,084 0,004
Controle x PDGF-BB 0,764 <0,001

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

Também observamos diminui¢do na expressdo de SM22 nos animais
alimentados com DC ap06s tratamento com BMP4 (p<0,001), Gremlin (p=0,001) e PDGF-
BB (p<0,001). Nos animais alimentados com DH houve reducdo na expresséo génica
apenas quando as CMLV foram tratadas com PDGF-BB (p=0,047) conforme tabela 27.
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Tabela 27. Niveis de expressdo de SM22 alfa segundo a dieta recebida pelos animais
Dieta controle Dieta hiperlipidémica

Tratamento in vitro

Média estimada
(IC 95%)

Média estimada
(IC 95%)

Controle 1,245 (0,879; 1,763) 1,178 (0,716; 1,938)
BMP-2 0,770 (0,521; 1,138) 0,969 (0,635; 1,478)
BMP-4 0,318 (0,237; 0,426) 0,440 (0,275; 0,702)
Gremlin 0,323 (0,160; 0,652) 0,419 (0,258; 0,680)
PDGF-BB 0,296 (0,190; 0,460) 0,370 (0,239; 0,573)
Contraste Valor de p Valor de p
Controle x BMP-2 0,156 0,568
Controle x BMP-4 <0,001 0,066
Controle x Gremlin 0,001 0,066
Controle x PDGF-BB <0,001 0,047

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

3.3.4 Alfa actina

Os niveis de alfa actina foram reduzidos nas CMLV de animais
C57BL/6 apos tratamento com BMP4 (p=0,020) ou PDGF-BB (p<0,001). Nas células
provenientes de animais ApoE-/-, houve diminuicdo da expressdo génica apoés
tratamento com BMP4 (p=0,015), Gremlin (p<0,001) ou PDGF-BB (p<0,001) conforme
tabela 28.

Tabela 28. Valores médios ajustados e intervalos de confianca de 95% para os niveis de
expresséo de alfa actina segundo a linhagem dos animais

Linhagem C57

Linhagem ApoE”

Tratamento in vitro

Controle

BMP-2

BMP-4

Gremlin

PDGF-BB
Contraste

Controle x BMP-2

Controle x BMP-4

Controle x Gremlin

Média estimada
(IC 95%)
1,245 (0,924; 1,678)
0,930 (0,660; 1,311)
0,534 (0,294; 0,968)
0,701 (0,286; 1,719)
0,568 (0,350; 0,922)
Valor de p
0,432
0,020
0,432

Média estimada
(IC 95%)
1,753 (1,229; 2,502)
1,590 (1,058; 2,392)
0,639 (0,361; 1,130)
0,403 (0,207; 0,787)
0,170 (0,083; 0,348)
Valor de p
0,723
0,015
<0,001

Controle x PDGF-BB 0,020 <0,001
Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

A expresséo da alfa actina também foi reduzida nas CMLV de animais
alimentados com DC e tratadas com BMP4 (p=0,033) e PDGF-BB (p=0,001).
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Nas CMLV de animais alimentados com DH, a reducéo deste gene foi
observada apds tratamento com BMP4 (p=0,014), Gremlin (p=0,009) e PDGF-BB
(p<0,001) (Tabela 29).

Tabela 29. Niveis de expresséo de alfa actina segundo a dieta recebida pelos animais

Dieta controle

Dieta hiperlipidémica

Tratamento in vitro

Controle
BMP-2
BMP-4
Gremlin
PDGF-BB

Contraste
Controle x BMP-2
Controle x BMP-4
Controle x Gremlin

Controle x PDGF-BB

1,288 (1,058; 1,569)
1,043 (0,815; 1,335)
0,676 (0,386; 1,182)
0,633 (0,251; 1,600)
0,388 (0,192; 0,785)

Média estimada

(IC 95%)

Valor de p
0,369
0,033
0,134
<0,001

Média estimada

(IC 95%)

0,586
0,014
0,009
<0,001

1,695 (1,112; 2,583)
1,419 (0,869; 2,315)
0,505 (0,274; 0,931)
0,447 (0,236; 0,847)
0,248 (0,141; 0,436)
Valor de p

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

Em resumo, podemos observar os efeitos dos tratamentos in vitro nas

CMLV na figura 17, onde esta representado de forma colorimétrica os efeitos de BMP4,
Gremlin e PDGF-BB em CMLV obtidas de camundongos de 8 semanas de dieta. O

tratamento com BMP2 ndo foi representado na tabela, pois ao contrario do que

esperavamos, esta isoforma ndo modulou a expressao dos genes avaliados. A eficiéncia

dos tratamentos foi representada pela intensidade das cores. Os dados representam o

namero de vezes da expressao génica reduzida comparada com seu respectivo controle.

Todos os dados apresentados na tabela foram significativamente estatisticos.

Tratamentos
BMP4 Gremlin PDGF-BB
linhagem dieta linhagem dieta linhagem dieta
C57 ApoE | controle | Hiperlip| €57 ApoE | controle | Hiperlip| C57 ApoE | controle | Hiperlip

MHC -6,5X -4,5X

Calponina -4.8X -3,7X -5,7X
Sm22 -35X -3,X -3,9X 42X | -39X -3,2X
Alfaactina | -23X | -27X | -19X | -3,4X -43X 38X | -2.2X -33X | -6,8X

Cores representam a intensidade da reducédo dos genes avaliados ap0s tratamentos in vitro.
Figura 17. Mapa colorimétrico representativo da eficiéncia dos tratamentos realizados nas CMLV de 8

semanas
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3.4 Avaliacédo do fenoétipo das células musculares lisas vasculares (protocolo de
16 semanas de dieta) apdés manipulacdo da sinalizacdo de proteinas

morfogenéticas 0sseas

Devido a variabilidade encontrada na expressao génica entre
amostras de um mesmo grupo, foram realizados testes para validar os efeitos de
tratamento in vitro, controlado por linhagem e dieta. Para isso, a expressao de MHC,
Calponina, SM22 alfa e alfa actina em CMLV apds os animais serem alimentados por 16
semanas foi avaliada.

Apenas para o gene MHC foi possivel observar efeito de interacéo
entre linhagem e tratamento in vitro (p<0,001), ou seja, ha evidéncias de que o efeito do
tratamento in vitro dependa da linhagem dos animais (Tabela 30).

Para os demais desfechos n&o observamos evidéncias de efeito de
interacdo significativa entre linhagem e tratamento in vitro nos niveis de expressao de
Calponina (p=0,667), de SM22 alfa (p=0,888) e de alfa actina (p=0,331). Também nao
encontramos evidéncias de efeito de interacdo significativa entre dieta e tratamento in
vitro nos niveis de expressdo de Calponina (p=0,598), de SM22 alfa (p=0,328) e de alfa
actina (p=0,811). Nestes desfechos os resultados foram apresentados por valores

meédios ajustados pelos modelos para cada nivel do efeito de tratamento in vitro.

Tabela 30. Niveis de expressdo de cadeia pesada de miosina segundo a linhagem dos

animais
Linhagem C57 Linhagem ApoE”
Tratamento in vitro Média estimada Média estimada
(IC 95%) (IC 95%)
Controle 1,316 (0,534; 3,247) 1,037 (0,524; 2,050)
BMP-2 0,295 (0,168; 0,520) 3,922 (1,793; 8,578)
BMP-4 0,484 (0,294, 0,797) 2,269 (1,056; 4,876)
Gremlin 0,550 (0,238; 1,267) 1,193 (0,510; 2,790)
PDGF-BB 0,495 (0,166; 1,475) 0,301 (0,132; 0,688)
Contraste Valor de p Valor de p
Controle x BMP-2 0,382 0,218
Controle x BMP-4 0,535 0,395
Controle x Gremlin 0,535 0,804
Controle x PDGF-BB 0,535 0,218

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.



Tabela 31. Niveis de expressédo de calponina segundo o tratamento in vitro

Tratamento in vitro

Controle

BMP-2

BMP-4

Gremlin

PDGF-BB
Contraste

Controle x BMP-2

Controle x BMP-4

Controle x Gremlin

Controle x PDGF-BB

Média estimada
(IC 95%)
1,090 (0,684; 1,737)
0,930 (0,611; 1,414)
1,223 (0,749; 1,995)
0,442 (0,291, 0,671)
0,164 (0,096; 0,280)
Valor de p
>0,999
>0,999
0,056
0,002

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

Tabela 32. Niveis de expressédo de SM22 alfa segundo o tratamento in vitro

Tratamento in vitro

Controle

BMP-2

BMP-4

Gremlin

PDGF-BB
Contraste

Controle x BMP-2

Controle x BMP-4

Controle x Gremlin

Controle x PDGF-BB

Média estimada
(IC 95%)
0,981 (0,653; 1,474)
1,484 (0,953; 2,312)
0,900 (0,583; 1,389)
0,621 (0,387; 0,995)
0,368 (0,198; 0,685)
Valor de p
0,462
0,777
0,462
0,036

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial

Tabela 33. Niveis de expressédo de alfa actina segundo o tratamento in vitro

Tratamento in vitro

Controle

BMP-2

BMP-4

Gremlin

PDGF-BB
Contraste

Controle x BMP-2

Controle x BMP-4

Controle x Gremlin

Controle x PDGF-BB

Média estimada
(IC 95%)
1,723 (1,219; 2,436)
2,297 (1,593; 3,312)
1,798 (1,255; 2,575)
1,206 (0,767; 1,895)
0,828 (0,409; 1,675)
Valor de p
0,629
0,868
0,629
0,143

Valores de p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial.

Para facilitar a compreensao dos resultados obtidos em 16 semanas

de dieta, também elaboramos um mapa representado de forma colorimétrica a eficacia
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dos tratamentos utilizados (Figura 18). Os dados representam o numero de vezes da

expressdo génica reduzida comparada com seu respectivo controle. Todos os dados

apresentados na tabela foram significativamente estatisticos.

Tratamentos
BMP4 GREMLIN PDGF-BB
linhagem dieta linhagem dieta linhagem dieta
C57 | ApoE | Controle | hiperlp| C57 ApoE | Controle | hiperlp C57 ApoE | controle | hiperlp

MHC

Calponina -6,6 x

SV22 -2,7X

Alfa Actina |

Cores representam a intensidade da reducgdo dos genes avaliados apés tratamentos in vitro.
Figura 18. Mapa colorimétrico representativo da eficiéncia dos tratamentos realizados nas CMLV de 16

semanas

Observamos que apds 16 semanas de dieta, apenas o controle

positivo da desdiferenciacdo PDGF-BB, foi capaz de reduzir a expressdo dos genes

Calponina e SM22 de maneira menos intensa quando comparado com dados de 8

semanas de dieta (Figura 17). Concluimos que as CMLV coletadas de animais de 16

semanas de dieta ja partiram de um estado desdiferenciado, pois até mesmo nosso

controle positivo teve sua eficacia reduzida.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos a desdiferenciagdo de CMLV em modelo
murino de ATS. Os dados obtidos permitiiam esclarecer as mudancas fenotipicas
dessas células e assim, melhorar a compreensao da progressdo da doenca vascular.
Observamos BMP4 influenciando a expresséao de dois genes no estagio precoce da ATS.
Além disso, Gremlin agiu independentemente da via das BMPs, potencializando a
desdiferenciacdo das CMLV. As analises histolégicas documentaram dois momentos
importantes da doenca, evidenciando que nosso modelo estava ajustado conforme
esperado na literatura. O tratamento por 8 semanas de dieta (Figura 5) reflete o periodo
inicial da doenca, portanto sem formacédo de placa, mas com alteracbes histolégicas
incipientes.® J4 a andlise dos cortes histoldgicos apds 16 semanas de dieta (Figura 6)
mostra placas ateroscleréticas bem estabelecidas nos animais do grupo 4, onde grande
parte da luz do vaso ja estad ocupada pelo espessamento da camada média e formacéo
do centro necroético. Neste estagio da doenca, as CMLV passam a exercer funcdes
distintas aquelas habituais, deixando o estado quiescente (com baixa proliferacéo) e
migrando e proliferando para a regido da capa fibrosa da placa.®34

Na avaliacdo da expressdo dos genes responsaveis pela
diferenciacdo das CMLV proveniente de animais com 8 semanas de dieta o gene MHC
teve sua expressdo aumentada nos animais C57BL/6 alimentados com DH (grupo 2).
Este achado néo foi observado na andlise da expressao proteica da MHC. Mecanismos
de regulacéo pos-transcricionais poderiam explicar os achados deste estudo. Ainda no
grupo de 8 semanas de dieta, observamos reducédo da proteina SM22 nos animais ApoE
-/-, independentemente da dieta consumida. Este resultado corrobora dados encontrados
na literatura.®>36) A proteina alfa actina manteve-se homogénea entre 0s grupos
avaliados. Curiosamente, quando analisamos a proteina SM22, considerando a dieta
consumida os animais que foram alimentados com DH apresentaram aumento da
proteina SM22. Acreditamos que este achado é resultado da técnica usada para
guantificar as amostras que sera discutido posteriormente. A literatura demonstra que
fatores hormonais como a angiotensina Il e vasopressina regulam positivamente alguns
dos genes marcadores de musculo liso, como a alfa actina e SM22, além de influenciar
na proliferacdo e hipertrofia celular.®”:38) Song et al. analisaram em CMLV humanas a
expressdo de TLR4 (Toll-like receptor 4) e desdiferenciacdo via ox-LDL. Quando as
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CMLV humanas tiveram TLR4 silenciado in vitro, a expressao de marcadores como alfa
actina, SM22 e miocardina foi aumentada.®® Também de acordo com a literatura, o
cultivo de CMLV isoladas, assim como o excesso do numero de passagens, Sao
condicdes que influenciam na plasticidade celular.®% Acreditamos que mesmo mantendo
padrdao homogéneo de passagens para realizacdo dos experimentos (passagens 4 e 5),
esta variavel possa interferir em nossos dados deixando os quatro grupos avaliados em
estagios semelhantes e mais adiantados de desdiferenciacéo. Dong et al. demonstraram
a desdiferenciagdo de CMLV de ratos em cultura. As células mantidas em cultura por 15
dias tiveram a expressao dos marcadores SM22, calponina e alfa actina reduzidos em
aproximadamente 50% quando comparado ao dia zero sem serem submetidas a
quaisquer tratamentos.“0)

Os dados de expressdo génica do grupo de 16 semanas de dieta
demonstraram em CMLV dos animais ApoE-/- (independentemente da dieta consumida),
ao contrario do que ja foi relatado por outros autores na literatura, aumento da expressao
dos genes MHC e alfa actina. A literatura demonstra que em resposta ao ambiente
inflamatério as CMLV produzem TGF-B1, que por sua vez é capaz de sinalizar
mecanismos intracelulares que aumentam a sintese dos genes MHC e Alfa actina.®®
Essa resposta poderia estar acontecendo em nosso modelo animal. Nesse mesmo grupo
de animais a expressédo génica da calponina foi reduzida, dado que condiz a literatura. 0
A analise proteica dos animais submetidos a 16 semanas de dieta revelaram apenas o
aumento da proteina SM22 também nos animais ApoE-/- independentemente da dieta
consumida. Analisando o padrdo de marcacéo nas laminas destes animais (Figura 15),
claramente no grupo de animais ApoE-/- alimentados com DH percebemos maior
intensidade de marcacéo nas CMLYV localizadas na camada média, e minima reatividade
de marcacdo na placa aterosclerdtica. Portanto, embora os dados estatisticos néo
demonstrem desdiferenciacdo, a andlise histolégica qualitativa demonstra a
heterogeneidade da doenca aterosclerética. As CMLV que migraram para a placa
apresentaram baixa marcacao dos genes de interesse.

Na analise de quantificacdo por pixels, as camadas que compde o
vaso sdo avaliadas em conjunto, desta forma essa técnica se mostrou incapaz de revelar
as alteragdes pontuais no componente vascular. Publicagdes em revistas de alto impacto
também relatam situacbes semelhantes ao quantificar o vaso como um todo, mesmo
evidenciando diferencas na intensidade de marcacéo na IHQ, a técnica empregada nao

foi capaz de refletir as diferencas encontradas na analise individual.“?) Para confirmar
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esta possibilidade, teriamos de reavaliar estas laminas considerando as diferentes
regides do vaso e da placa ateroscleroética. Técnicas mais requintadas e complexas que
vao além do escopo desse trabalho, como microscopia de disseccdo a laser e qPCR
com pré-amplificacdo,“? poderiam trazer dados mais robustos. Serhatli et al. utilizaram
a microscopia de disseccdo a laser para avaliar degeneracdo de MEC em amostras
coletadas de aneurisma de aorta. Foi possivel demonstrar diferencas de expressao
proteica de alguns elementos de matriz apés selecédo da regiédo afetada.“®)

Por outro lado, poderiamos tentar compreender estes achados
realizando experimentos de controle pos-transcricional avaliando, por exemplo, a
expressdo de alguns microRNAs ja descritos como reguladores das mudancas
fenotipicas das CMLV.“#446) Qutro caminho a ser explorado poderia ser avaliagdo do
acumulo de MEC. Em recente publicacdo, Bennet et al. mencionam mudancas
fenotipicas das CMLV relacionado com a presenca de MEC. De um modo geral, a
presenca de MEC suprime as mudancas fenotipicas das CMLV. Ja a degradacao de
MEC por metaloproteinases liberadas a partir de macroéfagos e CMLV promoveria a
desdiferenciacgéo, facilitando assim a proliferacdo e migracédo destas células.® Dados
anteriores na literatura ja demonstravam a importancia da elastina (componente de MEC)
na diferenciacdo das CMLV. Foi observado em modelos de camundongos nocaute para
elastina inducdo de proliferacdo de CMLV, contribuindo para doenca arterial
obstrutiva.#”) Uma investigacdo adicional sobre o aciimulo de componentes de MEC
nestas amostras poderia ajudar na compreensao de nossos resultados.

Além disso, vem sendo discutido na literatura que mudancas
fenotipicas destas células sdo dependentes, também, de sua origem progenitora.“®)
Bennet et al. apontaram que diferentes origens embrionarias das CMLV podem até
modular a capacidade de desenvolver ou ndo ATS. A natureza das transi¢des fenotipicas
destas células é a chave para o melhor entendimento da desdiferenciacdo no ambiente
da ATS.(8) Evidéncias sugerem que a heterogeneidade das células que compdem a
camada média do vaso pode refletir no fenétipo e na variabilidade de suas funcdes.“®
Chappell et al., demonstraram que dependendo da localizacdo das CMLV a perda destes
marcadores pode ser mais ou menos evidente (pontual), variando, por exemplo, pelo
stress local. Este dado corrobora nossos dados de IHQ em que evidenciamos
intensidades de marcacbes ndo homogéneas, demonstrando diferenca de estado de
diferenciacéo entre as CMLV no vaso.
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Também foi proposto neste trabalho avaliar a influéncia das BMPs nas
CMLV. A andlise destas células dos animais provenientes de 8 e 16 semanas de dieta
sugere gque o tratamento com a proteina recombinante BMP2 néo foi capaz de alterar a
expressdo de genes de diferenciacdo destas células. A literatura demonstra que a
proteina BMP2(9:50) esta envolvida na calcificagdo vascular, ativando genes relacionados
a diferenciacédo de osteoblastos (por exemplo, RUNX2, MSX2), capazes de ativar vias
de calcificacido celular e consequentemente, desdiferenciando CMLV. E possivel que
tempo e/ou concentracdo utilizados em nosso modelo possam ser insuficientes para
alcancar a desdiferenciacdo. Recente publicacdo demonstrou que BMP2 facilita a
transicdo de CMLV de camundongos obesos para um perfil osteogénico. Porém, foi
utilizada in vitro concentracéo 5 vezes maior de BMP2 que aquela por nés empregada. b

Nos dados de 8 semanas de dieta, o tratamento com a proteina
recombinante BMP4 foi capaz de reduzir apenas a expressdo dos genes SM22 e alfa
actina. Na literatura, estes dois genes sdo descritos como marcadores precoces na
diferenciacdo de CMLV durante a embriogénese.® As BMPs ja foram descritas como
essenciais para o controle de muitos processos do desenvolvimento embrionario e
também no organismo adulto. Possivelmente essa relacéo justifique o fato de BMP4 agir
apenas na sinalizacdo destes dois marcadores. A isoformas BMP4 também foi
relacionada na literatura com calcificacao de placas ateroscleréticas, quimioatraentes de
monacitos e até mesmo indutores da hipertenséo arterial.(3252:53) Este achado aponta
para mais uma maneira de participacdo dessa proteina na formacdo da placa
aterosclerotica, contribuindo na modulacdo de CMLV. Dados deste laboratério (ainda
nao publicados) demonstraram aumento na expressdo de BMP4 em placas
ateroscleroticas de amostras humanas (doenca vascular periférica). Outra
particularidade deste achado € que BMP4 agiu tanto nas células dos animais selvagens
(C57BL/6) quanto de animais propensos a doenca aterosclerética (ApoE™), sugerindo
gue BMP4 seja capaz de agir nas CMLV independentemente da presenca de ATS ou
hiperlipidemia. Isso ocorreu de forma especifica para os genes SM22 e alfa actina.

Nestas mesmas amostras também demonstramos que o0 antagonista
das BMPs, Gremlin, foi capaz de reduzir a expressao dos quatro genes de diferenciacéo,
agindo seletivamente nas CMLV provenientes de animais ApoE"- independentemente da
dieta administrada. Este dado chama atencéo e apoia dados atuais de nosso laboratorio
gue mostram que camundongos haploinsuficientes para o gene Gremlin desenvolvem

menos placas ateroscleréticas, mesmo quando alimentados com DH e até mesmo
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quando intercruzados com animais ApoE”. Gremlin foi pouco explorado na literatura
relacionada a ATS. Assim como nOSSO grupo, outros autores ja descreveram Gremlin
sendo expresso nas aortas de animais ApoE”.®* Também ja foi descrito como
antagonista endégeno do macrophage migration inhibitory factor (MIF) e quando a razédo
dos niveis de Gremlin e MIF estava desequilibrada no soro dos pacientes, o risco da
ruptura de placas ateroscleréticas era maior.®® Miuiller et al. demonstraram que Gremlin
previne o recrutamento e ativacdo de macrofagos na placa aterosclerdtica através da
inibicdo de MIF. Na literatura também é conhecido como mediador inflamatério e
Gremlin-1 é capaz de ligar-se com alta afinidade ao MIF, inibindo a liberacdo de TNF-a
pelos macréfagos atenuando assim, a progresséo da doencga.®?

Nossos dados sugerem que Gremlin possa agir no estagio precoce
da ATS de maneira independente da via das BMPs. Esta exclusividade da agao de
Gremlin apenas nas CMLV de animais ApoE’ deixa os dados aqui encontrados mais
intrigantes. Inicialmente, acreditivamos que Gremlin seria capaz de minimizar/atenuar
os efeitos da sinalizacdo de BMP, efeito classico de antagonista. Contudo, tanto BMP4
quanto Gremlin parecem contribuir para a desdiferenciacdo de CMLV em cultura.

Os dados dos tratamentos in vitro das CMLV de 16 semanas de dieta
demonstram que as células ja partiram de um estado de desdiferenciacdo avancado.
Ressaltamos que até mesmo nosso controle positivo da desdiferenciagdo PDGF-BB agiu
de maneira menos intensa e em apenas dois genes. Evidenciamos que estas células
foram cultivadas da mesma maneira que as células de 8 semanas de dieta e que ao
comparar as imagens de IHQ de 8 e 16 semanas observamos menor intensidade de
marcacao em 16 semanas e placa bem estabelecida, portanto nosso modelo € adequado
conforme literatura e claramente temos desdiferenciacdo. Concluimos que quaisquer
gue seja 0os mecanismos de acao de BMP4 e Gremlin influenciando a desdiferenciacéo
de CMLV, certamente € no periodo precoce da doenca aterosclerdtica. Mecanismos
distintos ocorrem nos diferentes estagios da doenca aterosclerdtica. Sabe-se que no
estagio precoce da doenca, a migracdo de monacitos circulantes prevalece (cerca de
70%) e que apoOs o estabelecimento da placa, a proliferacdo local destas células
predomina, sendo que apenas 13% dos mondcitos s&o recrutados.®® Apds a placa estar
bem estabelecida, talvez a sinalizagdo por outras vias prevaleca. Estudos futuros
poderiam melhor elucidar o papel de Gremlin na desdiferenciacdo das CMLV. Como
citado anteriormente, dispomos de linhagens haploinsuficientes para o gene Gremlin,

que foram intercruzadas com animais ApoE~. Este modelo de ganho de funcdo de BMP
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por perda parcial do antagonista é ferramenta valiosa na investigacdo dos mecanismos
de Gremlin/BMP na ATS e desdiferenciacdo de CMLV, caminho que devera ser trilhado
pela aluna em seu projeto de doutorado. Finalizamos este trabalho ilustrando possiveis
caminhos que Gremlin e BMP4 poderiam estar agindo nas CMLV. A figura 19 representa
as possiveis vias de interacao destas proteinas com vias ja conhecidas na literatura, que
levam as CMLV ao fendtipo sintético ou até mesmo bloqueando vias que auxiliam na

manutencao do fenoétipo contratil.

Fendtipo
Sintético

Gremlin ou BMP4 podem agir inibindo a via de TGF-B1. Outra possibilidade é
estimularem a sinalizacdo de PDGF-BB ou ativar diretamente KLF-4 e
consequentemente inibir a ativacdo de miocardina e fator de resposta ao soro
(SRF). Esta inibicao impede a ativacao das regides CarGBox que sdo especificas
regides nos promotores dos genes de diferenciacdo de CMLV, levando ao fen6tipo
sintético.

Figura 19. Esquema representativo das possiveis vias que BMP4 e Gremlin
poderiam interagir no periodo precoce da doenca aterosclerética levando a CMLV
ao fendtipo sintético
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4.1 Limitacdes

O tamanho amostral (animais utilizados) pode representar uma
limitacdo desse estudo. Para dissertacdo de mestrado seguimos a recomendacdo dada
pelo comité de ética local. Na analise da influéncia de BMP/Gremlin na desdiferenciagéo
das CMLV observamos em alguns casos diferencas entre grupos de magnitude razoavel,
sem significancia estatistica.

Utilizacao de técnicas mais requintadas para avaliar areas seletivas
que sofreram desdiferenciacdo (como a microscopia de disseccao a laser) requereria
aumento de animais avaliados, inviabilizando a execucdo no ambito de projeto de
mestrado. As CMLV em cultura sofrem variacfes fenotipicas e longos periodos em
cultura distanciam-nas ainda mais de seu comportamento biolégico natural. Tentamos
minimizar este viés restringindo o nimero de passagens (como ja citado), mas isso pode
nao ter sido suficiente.

A ATS é sabidamente uma doenca heterogénea e técnicas utilizadas
neste trabalho, de alguma maneira, acabaram combinando material de células
diferenciadas e desdiferenciadas, provavelmente mascarando dados de

desdiferenciacéo.
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5 CONCLUSOES

1. Nossos experimentos reproduziram modelo de aterosclerose
compativel com dados da literatura;

2. Vasos com aterosclerose apresentaram reducdo da expressao de
proteinas especificas de diferenciacdo, conforme esperado;

3. BMP4, mas nao sua isoforma BMP2, foi efetivo em reduzir a
expressédo de parte dos genes de diferenciagéo;

4. Gremlin, surpreendentemente, teve efeito na mesma direcéo e de
forma mais evidente, reduzindo a expresséao de todos os genes estudados em CMLV de
animais propensos a ATS;

5. Estes dados sugerem que Gremlin atue independentemente da via
das BMPs, ndo exercendo, nesse caso, seu papel de antagonista,

6. O estado avancado de desdiferenciacéo apds 16 semanas de dieta
provavelmente justifica o contraste observado entre os efeitos das proteinas estudadas
em relagdo as células de animais alimentados por 8 semanas;

7. A anadlise deste trabalho, em conjunto com dados anteriores que
documentaram suprarregulacdo de BMPs e Gremlin em vasos apos 8 semanas de dieta
hiperlipidémica, permite concluir que Gremlin e BMP4 tenham papel relevante na
fisiopatogénese da aterosclerose;

8. Estudos adicionais devem ser executados para melhor esclarecer
a relevancia desses achados e investigar o mecanismo de acdo de Gremlin na

desdiferenciacdo de CMLV.
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Abstract

Introduction: Vascular smooth muscle cells are highly specialized and differentiated
cells. In response to pro-atherogenic stimuli they are able to alter their state of
differentiation by increasing the rate of proliferation and migration. There is also growing
evidence that bone morphogenetic protein signaling is involved in vascular diseases,
including atherosclerosis. Purpose: To characterize the vascular smooth muscle cell
phenotype of mice fed 8 or 16 weeks with control or high fat diet and its relation to the
signaling pathway of bone morphogenetic proteins. Methods: Male and female C57BL/6
(n=100) and ApoE" (n=107) mice between 2 and 3 months old, fed for 8 or 16 weeks
with control diet and/or high fat diet. After the diet period and euthanasia, the aortic arch
and vascular smooth muscle cells were isolated and cultivated as primary cultures. These
cells were treated with recombinant BMP2, BMP4 (10ng/mL) or Gremlin (25ng/mL) for 24
hours and then gene expression of myosin heavy chain, calponin, SM22 and alpha actin
was evaluated via qPCR and protein expression was analyzed by immunohistochemistry.
The statistical analysis was performed considering Gamma distribution and the multiple
comparisons corrected by Bonferroni method. Data was presented by estimated mean
difference and 95% confidence interval. Results: Our most relevant data was found in
the early period of atherosclerosis (8 weeks of diet). The comparison of the animals
strains, independently of consumed diet, demonstrated reduced expression of vascular
smooth muscle cell differentiation genes during the following treatments: for C57B/6 mice
treated with BMP4, SM22 (0.794 [0.256; 1.331]), alpha actin (0.927 [0.484; 1,370]). For
the ApoE-/- mice treated with BMP4, Sm22 (0.879 [0.331; 1.427]) and Alpha actin (1.190
[0.412; 1.968]). When ApoE-/- cells were treated with Gremlin, they showed reduced gene
expression of Sm22 (1,001 [0,437; 1,564]), alpha actin (1,248 [0,479; 2,017]) and
calponin (1,614 [0,764; 2,463]). Moreover, considering the consumed diet, it was also
possible to observe a reduction in expression of the vascular smooth muscle cells
differentiation genes. Control diet treated with BMP4 showed Sm22 (0.927 [0.484, 1.370])
and Alfa actin (0.613 [0.157, 1.068]); control diet treated with Gremlin, Sm22 (0.921
[0.433; 1.410]) and MHC (1.477 [0.605, 2.349]); high fat diet treated with BMP4 resulted
in decreased Alpha actin (1.190 [0.412; 1.968]); high fat diet treated with Gremlin
revealed downregulation of Alpha actin (1.248 [0.479, 2.017]) and calponin (1.319 [0.510;
2.129]). All experimental groups were compared to the control group without treatment.



Conclusions: At 8 weeks of diet, treatment with recombinant BMP4 was effective in
reducing the SM22 and alpha actin genes, regardless of the animal lineage or consumed
diet. Gremlin was more effective in inducing dedifferentiation, especially in ApoE-/-
animals or animals fed with a high fat diet. The effects of Gremlin on the differentiation
state of vascular smooth muscle cells suggest an independent mechanism mediated by

the bone morphogenetic proteins pathway.



