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RESUMO
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Estudamos o gene da FAK (focal adhesion kinase) na mitocondriogénese cardiaca
induzida por estresse mecanico. O estresse prolongado (2-12 hs) de midcitos do
ventriculo esquerdo de ratos neonatos(NRVM) aumentou a expressdo do
regulador transcricional mitocondrial PGC-1a (peroxisome proliferator activated
receptor coactivator-1), NRF-1 (nuclear respiratory factor) e o Tfam (mitochondrial
transcription factor A). A ativagcdo da cascata transcricional mitocondrial em
cardiomiécitos estirados foi acompanhada pelo aumento da mitocondriogénese
(aumento da densidade mitocondrial e numero de cépias do DNA - miDNA) e
hipertrofia(tamanho da célula e transcricdo do ANP). Estresse mecanico também
aumentou a fosforilacdo da FAK, a localizacdo nuclear e associacdo com PGC1-a.
FAK C-terminal Recombinante, mas nao a N-terminal ou dominio kinase,
precipitaram PGC-1a em extratos nucleares de NRVMs. Além disso, a inibicdo da
expressdao da FAK por RNA de interferéncia suprimiu a hiper regulacdo do
PGC-1a. e NRF-1, e atenuou o aumento da mitocondriogénese e hipertrofia em
cardiomiécitos. Ao mesmo tempo, a inibicao da FAK reduziu os niveis de ATP em
cardiomiécitos estirados. Estudos complementares em ventriculos esquerdo de
camundongos adultos revelaram aumento da expressdao de PGC-1a, NRF-1 e
mtDNA em resposta a sobrecarga pressorica. In vivo o silenciamento da FAK
atenuou a hiper regulacdo do PGC-1a, NRF-1, mtDNA e a hipertrofia do ventriculo
esquerdo induzida por sobrecarga pressérica. A ativacdo da sinalizacdo da FAK
parece ter importante relacdo no aumento da mitocondriogénese paralelamente a
resposta do aumento hipertréfico relacionado ao estresse mecanico dos

cardiomiocitos.

Palavras chaves: estresse mecénico, coracao, transducao de sinal, mitocéndria.
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We studied the implication of FAK (focal adhesion kinase) in cardiac
mitochondriogenesis induced by mechanical stress. Prolonged stretching (2-12 hs)
of neonatal rat ventricular myocytes (NRVM) enhanced the expression of
mitochondria transcriptional regulator PGC-1a. (peroxisome proliferator activated
receptor coactivator-1), NRF-1 (nuclear respiratory factor) and transcripts of Tfam
(mitochondrial transcription factor A). The activation of the mitochondria
transcriptional cascade in stretched NRVM was accompanied by enhanced
mitochondriogenesis (increases in mitochondrial density and DNA copy number -
mtDNA) and hypertrophy (cell size and ANP transcripts). Cell stretching also
enhanced FAK phosphorylation, nuclear localization and association with PGC1a.
Recombinant FAK C-terminal, but not the N-terminal or kinase domain, precipitated
PGC-1a from NRVM nuclear extracts. Moreover, depletion of FAK by RNA
interference suppressed the upregulation of PGC-1a and NRF-1, and markedly
attenuated the enhanced mitochondriogenesis and hypertrophy of stretched
NRVMs. Concomitantly, FAK depletion induced a marked reduction of ATP levels
of stretched NRVM. Complementary studies in adult mice left ventricle revealed
enhanced expression of PGC-1a, NRF-1 and mtDNA in response to pressure
overload. In vivo FAK silencing attenuated the upregulation of PGC-1a, NRF-1,
mtDNA and left ventricular hypertrophy induced by pressure overload. Activation of
FAK signaling seems to be important for conferring enhanced mitochondriogenesis
coupled to the hypertrophying growth response to mechanical stress in

cardiomyocytes.

Keywords: mechanical stress, heart, signal transduction, mitochondria
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FAK- focal adhesion kinase

NRVMs- Neonatal Rat Ventricle Myocytes (MVRNS)

PGC-1a- peroxisome proliferator activated receptor coactivator-1
NRF-1- nuclear respiratory factor

Tfam- mitochondrial transcription factor A

ANP- atrial natriuretic peptide

ATP- adenosine trifosfato
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NE- células ndo estiradas
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QR- quantidade relativa

RT-PCR- real time polymerase chain reaction

QRT-PCR- quantitative real time polymerase chain reaction
pFAK- phosfo-FAK

siGFP- silenciamento por siRNA Green Fluorescent Protein

siFAK- silenciamento por siRNA Focal Adhesion Kinase
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A insuficiéncia cardiaca € associada a alta morbidade e mortalidade nas
sociedades ocidentais modernas, e é vista como o estagio final de varias doencas
do coragao (1). O progndstico para pacientes com insuficiéncia cardiaca € ruim e
se agrava em pacientes que sofrem de varias outras malignidades (2,3).
Em alguns estudos, a mortalidade anual encontrada em pacientes com sintomas
leves foi de 10-20%, em pacientes moderados, que exigem internagdo hospitalar o
numero pode ser tdo elevado quanto em pacientes com insuficiéncia cardiaca
grave (de 40-60%) (4). O predito mais poderoso para o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca é a presenca de hipertrofia ventricular esquerda (5).
Por esta razdo, ha varios esforgcos para desvendar os caminhos moleculares
subjacentes a esta doenga. Esses esfor¢cos sdo parte da investigagdo em curso
para encontrar novas modalidades de tratamento para impedir ou mesmo reverter
a parada cardiaca humana. A insuficiéncia cardiaca é uma das mais desafiadoras
doencas do futuro, devido a heterogeneidade da resposta cardiaca, especialmente
em suas fases finais. Além disso, sao ainda sub-representadas em relacéo a
atencao publica e politica. Uma ferramenta poderosa nas maos dos pesquisadores
€ a implementagdo de técnicas moleculares e abordagens bioldgicas para
investigar o papel de genes modificadores no desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca. Assim, o numero de transgénicos e modelos de knockout de hipertrofia
tem crescido exponencialmente nos ultimos anos, e isso tem fornecido novas

pistas sobre a genética e etiologia dessa doenca.

1.1- Insuficiéncia cardiaca

Insuficiéncia cardiaca em humanos é caracterizada por baixa no débito
cardiaco devido a disfuncéao sistdlica e/ou diastdlica (6). Quando dependem de um
aumento ventricular, por exemplo, durante o exercicio fisico, pacientes com
insuficiéncia cardiaca tipica, apresentam sintomas agudos de insuficiéncia
cardiaca clinica, por exemplo, dispnéia, fadiga e, as vezes dor anginosa, e
palpitacbes. Para o diagndstico de insuficiéncia cardiaca, os critérios clinicos da

Sociedade Européia de Cardiologia estao sendo utilizados (7). O diagnéstico da
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insuficiéncia cardiaca é feito com a presenca de multiplos sintomas e sinais
combinados com evidéncias objetivas de disfungéo cardiaca, geralmente por meio
de ecocardiograma. O ecocardiograma € essencial para se diagnosticar tanto a
insuficiéncia sistdlica quanto a diastélica (6). O grau de deficiéncia cardiovascular
€ distinguido pelo The New York Heart Association, Classificagdo Funcional
(classes I-IV) ou a classificagdo dos sintomas em leve, moderada e grave.

Ambos representam o grau de comprometimento funcional nos pacientes.

Do ponto de vista clinico, trés grandes categorias de insuficiéncia
cardiaca tém sido propostas. Nesta viséo, insuficiéncia cardiaca pode se originar a
partir de: 1- maior sobrecarga hemodinamica, de longe a causa mais comum,
2- mutagbes herdadas em genes que codificam componentes estruturais que
afetam contracao e relaxamento, e 3- antecessores que fazem com que episddios

de insuficiéncia cardiaca ocorram (8).

Varios estudos tém descrito diversas alteragdes caracteristicas
encontradas no estagio final da insuficiéncia cardiaca. As melhores caracteristicas
intracelulares documentadas em nivel de estroma ou do 6&rgédo séo:
1- reprogramacgao genética; diferentes graus de hipertrofia de cardiomiécitos e
concomitante ativacdo da sinalizacdo intracelular moléculas, disfungao
mitocondrial, alteragcdes ao nivel do sarcomero e arquitetura do citoesqueleto,
manipulagdo de caélcio intracelular, arquitetura miofibrilar desfavoravel,
2- maior vulnerabilidade na presencga de necrose ou morte celular programada e
excesso de formagao da matriz extracelular, 3- redugéo de capilarizagao do érgao
e presencga de isquemia regional miocardio, prova de vulnerabilidade sistémica e
(neuro) humoral, estimulagdo para (supra) do ventriculo, disritmias e,
principalmente, disfungdo hemodindmica a nivel sistdlico e/ou diastdlico.
Embora cada uma dessas alteragdes pareca formar disfungdes independentes, a
presenca de qualquer das caracteristicas mencionadas anteriormente é suficiente,
pelo menos em modelos experimentais, para definir uma sequéncia de eventos
que resulta invariavelmente na faléncia de érgéos, caracterizadas por um fenétipo

abrangente, algumas anomalias anteriormente discutidas.
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1.2- Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca representa ndo s6 um processo fundamental de
adaptacdo, mas também uma das complicagdes clinicas mais influentes das
doencas cardiovasculares (9). Este processo oferece vantagens mecéanicas que
permitem que os cardiomiocitos ajustem a capacidade contratii ao aumento da
demanda funcional. No entanto, em condi¢des patologicas, como a hipertenséo,
doencas cardiacas valvulares e infarto do miocardio, cardiomidcitos hipertréficos
podem se degenerar, levando a disfung&o cardiaca e insuficiéncia cardiaca (10).
Alteragdbes em cardiomidcitos hipertréficos ocorrem principalmente nos
sarcobmeros e mitocondrias. No inicio do crescimento hipertrofico dos
cardiomiocitos € mantido um equilibrio entre as mitocéndrias e o consumo de
energia de algumas estruturas, assim como, miofibrilas e bombas de ions (11).
Caso contrario, a ativagao inapropriada da biogénese mitocondrial leva a
capacidade oxidativa insuficiente que pode contribuir para a reducao progressiva
da atividade contrati e degeneragdo dos cardiomiocitos hipertroficos em
condic¢des patoldgicas (12 13,14).

Os processos que levam a biogénese mitocondrial de cardiomidcitos
envolvem um controle direto sobre a transcricdo de codificacdo do nucleo e
controle indireto da codificacdo das subunidades da cadeia respiratoria do DNA
mitocondrial por um numero relativamente pequeno de fatores de transcricdo
nuclear, ou seja, fatores respiratérios nucleares (NRF1/2) receptor o relacionado
ao estrogénio (ERRa) e receptor o ativador de proliferacdo de peroxissomos
(PPARa (15). Estes fatores de transcricdo sdo integrados a um programa da
biogénese mitocondrial por membros do PGC-1 (receptor coativador da ativagéo
de proliferacao de peroxissomos-1) familia de fatores coativadores transcricionais
(PGC-1a, PGC-1p e PRC) (16). O membro, PGC-1a é abundantemente expresso
e € induzido no coragdao, em condicdes das quais uma maior demanda de

producao de ATP no miocardio € necessaria (17).
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A ativacao do PGC-1a e a expressao de NRF-1 e NRF-2, assim como a
coativacao direta do NRF-1, induz a expressao do fator mitocondrial de transcricéo
A, facilitando assim a replicagdo do DNA mitocondrial e coordenando a expressao
de genes mitocondriais e nucleares importantes para a biogénese mitocondrial
(18, 19, 20, 21, 22, 23, 24).

Além disso, a superexpressao cardioespecifica do gene PGC-1a
durante os estagios neonatais mostraram liderar um aumento dramatico no
numero e no tamanho de mitocondrias, concomitantemente a aumento de genes
associados a biogénese mitocondrial (25) enquanto que a superexpressdo em
adultos, leva a um modesto aumento do numero de mitocondrias, mas com
modificacbes na ultraestrutura e desenvolvimento de cardiomiopatias (26).
Por outro lado, a deficiéncia de PGC-1a esta associada com uma disfuncéo
acelerada do ventriculo esquerdo e insuficiéncia cardiaca induzida por sobrecarga
hemodinamica, embora pare¢ca ndo modificar a densidade mitocondrial no coragao
(27, 28) indicando que a diminuicdo na expressao de PGC-1qa pode desempenhar

um papel importante no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (29).
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Figura 1- Esquema representativo da morfologia do ventriculo esquerdo,
demonstrando as diferencas entre coracdo normal e hipertrofico.

1.3- FAK (Focal adhesion kinase)

Ha varias evidéncias que indicam ser a quinase de adesao focal (FAK)
uma molécula de sinalizagdo com papel importante no processo de hipertrofia dos
miodcitos cardiacos, particularmente no que tange a resposta deste tipo celular a
estimulos mecanicos (17). Particularmente importantes sdo os fatos de esta
enzima ser precocemente ativada e de ter funcdo critica na coordenacido da
expressao do programa génico hipertrofico em midcitos cardiacos submetidos a
estimulos mecanicos. Mais recentemente, a importancia da FAK para as
alteragdes fenotipicas do ventriculo esquerdo desencadeadas por sobrecarga
pressérica foram demonstradas em modelos de camundongo com delegao

condicional ou deplegao da FAK por RNA de interferéncia (12,26,68).
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A estrutura da FAK apresenta trés dominios: N-terminal, quinase e
C-terminal (Figura 2). O dominio N-terminal € composto em sua maior parte pelo
dominio FERM, capaz de interagir com a extremidade citoplasmatica da subunidade
da integrina beta (155) e interagir com a regido central da FAK inibindo a atividade

quinase (158).

O dominio C-terminal da FAK apresenta uma sequéncia chamada de
FAT (Focal Adhesion Targetting), sendo responsavel por direcionar a FAK a adesao
focal (156) e pela associacao as proteinas paxilina (156) e talina (23), além de outras

proteinas sinalizadoras, como GRAF (GTPase associada a FAK) e pCas130 (26).

Y387 ?5?6";5 7 YBB1 Y925

—___FERM
35 362 41 686 917 1053

Figura 2- Representagéo esquematica da FAK com os respectivos dominios FERM,
quinase e FAT. Residios contidos no dominio N-terminal (FERM) podem
estar associados aos receptores de integrina e a cauda C-terminal (FAT)
contém residuos importantes interacao com talina e paxilina. “Y” indicam

os sitios de fosforilagao de tirosina. Modificado de Lietha et al. (2007).

A sinalizacdo via FAK requer que esta se torne fosforilada em seus
residuos de tirosina (Figura 2). O residuo de tirosina 397 (Tyr-397) é ativado por
mecanismos intra e intermoleculares de autofosforilagdo (155, 20), embora também
possa ser fosforilado pela Src. A autofosforilagdo da FAK resulta na formagao de um
sitio de alta afinidade para dominios SH2 de tirosina quinases da familia da Src (155)

e leva ao recrutamento desta, resultando na formacéo do complexo FAK/Src.
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Uma vez fosforilado, o residuo Tyr-397 recruta e ativa Src. A interagcao
entre Tyr-397 fosforilada e Src leva a uma cascata de fosforilagdo de tirosinas em
multiplos locais presentes na FAK (Tyr-576, Tyr-577, Tyr-925), assim como em outras
moléculas de sinalizagdo como a p130Cas e paxilina (156). FAK ativa pode também
afetar a organizagcdo da actina via Rho, incluindo Ras e ERK1/2. Ainda mais,
a fosforilagdo da Tyr-397 parece ser importante para o recrutamento da PI3K,
capaz de ativar AKT, uma serina-quinase envolvida na regulagdo do metabolismo

energético, crescimento celular e sobrevivéncia (23).

No miocardio de ratos sem hipertrofia e também em midcitos cardiacos
de ratos neonatos nao-estirados a FAK foi encontrada predominantemente em
estado nao-fosforilado, representativo de sua baixa atividade em condicdes
normais de carga mecanica (18,32). Por outro lado, na presenga de estimulos
mecanicos, foi descrita pronta fosforilagdo da FAK em residuos de tirosina,
incluindo os residuos Tyr-397, 576/577, 846 e 925 (18,32). A fosforilagdo destes
residuos foi capaz de potencializar a atividade de quinase da FAK e habilita sitios
especificos de ligagdo com proteinas e vias de sinalizagdo envolvidas nos efeitos

celulares da FAK.

Dados de estudos anteriores em miocardio de ratos sugerem que a
interacédo entre FAK e miosina sarcomérica tem influéncia inibitoria na atividade da
FAK (32). Nestes estudos, foi verificado que a associacdo FAK/miosina
sarcomérica no ventriculo esquerdo de ratos apresentou redugao significativa
apos a sobrecarga pressora. Esta reducdo da associagdo FAK/miosina foi
acompanhada de aumento da fosforilagdo no sitio de autofosforilacdo da
FAK (Tyr-397). Estes dados sugeriram que a associacdo FAK/miosina
sarcomérica ocorre predominantemente entre a FAK desfosforilada (inativa) e a
miosina. Foi verificado ainda, que a ativagdo da FAK é acompanhada pela
formacao de agregados dessa molécula (clusters) e pela translocagao destes
agregados, para outros sitios subcelulares como a linha Z, os costameros e,

surpreendentemente, o nucleo.
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Estimulos mecanicos relacionados como sobrecarga hemodinamica
constituem a maior classe de estimulo de crescimento hipertréfico e biogénese
mitocondrial em cardiomidcitos (30). Neste contexto, foi atribuido a Focal Adhesion
Kinase (FAK) um papel fundamental na ligagdo entre os eventos iniciados por
estimulos mecanicos as respostas hipertroficas em miocitos cardiacos (31-36).
A FAK regula a expressao de marcadores de hipertrofia em midcitos cardiacos em
resposta ao estresse mecénico (37). O papel da FAK na hipertrofia cardiaca foi
também confirmado por estudos em camundongos com a delecdo da FAK
estritamente em midcitos cardiacos (38-40). No entanto, ainda nao foi elucidado
se a sinalizacdo mediada pela FAK esta envolvida na regulagdo do controle da

biogénese mitocondrial de cardiomidcitos.

No presente estudo inicialmente se investigou se a sinalizagdo mediada
pela FAK desempenha um papel de regulacdo da expressdo do PGC-1a e da
biogénese mitocondrial ativados pelo estresse mecanico em cardiomidcitos.
Descobrimos que o estiramento ciclico induz a expressao de PGC1-a, NRF-1,
em paralelo a biogénese mitocondrial em cardiomidcitos. Com a delegcao do gene
da FAK com um especifico SIRNA demonstramos que os efeitos do estresse
mecénico na biogénese mitocondrial sdo dependentes da ativagdo da cascata de
sinalizagcdo da FAK induzida por sobrecarga. Este estudo foi complementado por
experimentos em camundongos. Em células musculares, uma vez que a produgao
de ATP é capaz de se igualar ao consumo de ATP em ampla e sem variagao do
potencial de fosfato, a hipotese de que disturbios no metabolismo energético,
iniciados por deplecédo de ATP ou uma mudanga no potencial de fosforilagao,
podem desencadear uma resposta compensatoria, levando a um aumento
mitocondrial (41), parece improvavel. Entretanto, um aumento no ‘“turnover”
de ATP sem variagdo dos niveis de ATP celular pode levar a um aumento da
biogénese mitocondrial. Ca?* induz ao aumento dos niveis de mRNA citocromo ¢
mediados pela ativacdo de isoformas da PKC(42). Entretanto, parece também
que um aumento de Ca** nao pode, por si sé, levar a um aumento na biogénese
mitocondrial em geral. De fato, estudos posteriores mostraram que, enquanto

genes nucleares que codificam a expressdo de subunidades mitocondriais séo
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aumentados, juntamente com citocromo ¢, uma série de outros genes que seriam
criticos para a biogénese mitocondrial, como as subunidades COX |V, Vb, e Vic,
nao aumentam. Surgem duas interpretagdes: 1) Ca’* faz parte apenas de série de
sinais que medeiam modificacbes na sintese de componentes mitocondriais ou

2) estequiometria global da cadeia respiratéria € modificada.

Sob condi¢des de desacoplamento mitocondrial parcial, que mimetiza o
exercicio intenso, a producdo de ATP é comparada ao consumo de ATP em um
menor potencial de fosfato, e uma indugéo do fator nuclear respiratério 1 (NRF-1)
€ observada. Posteriormente a esta indu¢do, um aumento na expressao de seus
genes-alvo tem sido observado. Parece que o aumento da respiragao mitocondrial
ou o desequilibrio entre ATP consumido e ATP produzido fornece um estimulo

induzindo uma variedade de genes envolvidos na biogénese das organelas.

Um grande numero de fatores de transcricdo tem sido implicado na
biogénese mitocondrial. Estdo incluidos NRF-1 e NRF-2, PPAR -a e -y, e Sp1 (43).
PGC-1 alpha é um coativador transcricional que se liga ao PPAR-y e regula sua
atividade. Recentemente foi demonstrado que mMRNA PGC-1a aumenta
aproximadamente de 1.5- e 7- para 10-vezes depois de uma unica série de
exercicios (44, 45). A atividade contratil demonstrou induzir o aumento de mRNA
e/ou niveis de proteinas, sendo que varios desses fatores de transcricdo mostram
ser coerente com as mudangas fenotipicas como resultado ao exercicio (46).
As regides de regulagdo de genes que codificam proteinas mitocondriais sao
altamente variaveis em sua composicao (47,48). Esta variabilidade sugere que
uma regulagdo coordenada de transcricdo de genes em resposta a atividade
contratil seria dificil de conseguir, a menos que multiplos fatores de transcrigao
mencionados acima fossem eficazes na regulacéo da atividade transcricional de
varios genes. A coordenacgdo completa entre as respostas ndo é alcangada em
nivel de proteina (49) e n&o parece ser necessaria para um aumento no conteudo

e atividade mitocondrial, isto €, funcdes fisiologicas.
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Esses resultados mostram que, foi observado o mesmo em levedura,
ou seja, que a produgdo de energia atende a demanda de energia, principalmente
através de um ajuste no conteido enzimatico mitocondrial. E 6bvio que,
em células musculares, esse ajuste no conteudo da enzima mitocondrial ndo pode
ser continuamente correlacionado a demanda de energia. Nestas células em
particular, a demanda de energia varia rapidamente (com um intervalo de tempo
muito diferente do volume mitocondrial) e, em grande medida. Assim, o fato de
que, no inicio do exercicio, um musculo abriga mais mitocéndrias implica um
aumento do desperdicio de energia (ciclos futeis, atividade mitocondrial)

em repouso.

No musculo, a resposta a demanda de energia mitocondrial envolve
pelo menos dois mecanismos distintos. (50) Um evento de curto prazo consiste
principalmente na sinalizagdo através de redes metabdlicas pela transferéncia de
energia compartimentada e transmisséo de sinal. Em tal mecanismo de regulagao,
a sinalizagdo de Ca®*" participa da ativagdo de desidrogenases matriciais,
bem como a ATP sintase mitocondrial (51). Uma adaptagdo a longo prazo implica

em um reforgo da biogénese mitocondrial.

1.4- RNA de interferéncia

RNAi (RNA interferente, ou RNA de interferéncia) € um mecanismo
exercido por moléculas de RNA complementares a RNAs mensageiros,
o qual inibe a expressao génica na fase de traducdo ou dificulta a transcricao de

genes especificos.

Dois tipos de pequenas moléculas de RNA podem estar envolvidas em
mecanismos de RNA interferente, sdo elas: miRNA (microRNA) e siRNA
(do inglés, small interfering RNA). Os miRNA s&o produtos da transcricdo de
genes presentes em muitos eucariotos. Eles se originam de RNAs precursores,

com cerca de 70 nucleotideos de comprimento, que possuem regides internas
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autocomplementares, capazes de se parear e formas estruturas do tipo hairpin
("grampo de cabelo").Os siRNA sao derivados de longas moléculas de RNA dupla

fita de origem exdgena (como aquelas provenientes de virus de RNA).

1.5- Mecanismo de acao

Mediante clivagem pela agdo da enzima Dicer, estas pequenas

moléculas de RNA dupla fita sdo geradas e se associam a um complexo protéico,
formando um complexo ribonucleoprotéico conhecido como RISC (sigla do inglés:
RNA-induced silencing complex). Apos esta associacédo, uma das fitas do RNA é
eliminada e a outra serve de guia para que o complexo RISC encontre fitas
complementares de mMRNA especificos, as quais serdo alvo da acdo de

silenciamento génico.

Quando o pareamento entre a fita guia e o mRNA envolve diversas
bases, gerando um pareamento efetivo, este mMRNA sera degradado pela agao
catalitica de uma das subunidades de RISC: a enzima denominada Argonauta.
Quando o pareamento entre a fita guia e o0 mRNA alvo ocorre de maneira parcial,
RISC n&o promove a clivagem do mRNA, mas atua inibindo o processo de
traducao deste. Nesta condicdo, 0 mRNA desestabilizado pode ser conduzido aos

chamados corpos de processamento (corpos-P), estruturas citosolicas

responsaveis pela degradacdo de mRNA.
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Figura 3- A enzima Dicer corta RNA de dupla fita, de modo a formar siRNA ou
MiRNA. Estes RNAs processados sdo incorporados no complexo RISC,
o qual tem como alvo moléculas de RNA mensageiro, onde atuam

impedindo o processo de traducao.
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A RNA de interferéncia tem um papel importante na defesa do

patrimonio genético celular contra genes parasiticos - virus e transposdes - mas

também no desenvolvimento e expressdo genética em geral

1.6- Ligacao entre disturbios no metabolismo energético mitocondrial e

cardiomiopatia

Um ponto critico a desativagdo do metabolismo mitocondrial na
insuficiéncia cardiaca é saber se essas anormalidades metabdlicas contribuem
para a patologia, ou sdo secundarias a remodelagdo patolégica na insuficiéncia
cardiaca. O metabolismo alterado foi inicialmente considerado um subproduto
destes estados patoldgicos. Contudo, algumas evidéncias incluindo a observagao
genética e a expressédo fenotipica dos defeitos em modelos humanos e animais,
mostram que disturbios no metabolismo energético mitocondrial contribuem para
disfungcao cardiaca. Por exemplo, mutagcées no DNA mitocondrial de humanos
resultam em prejuizo global causando disfungcé&o respiratoria mitocondrial e em
consequéncia cardiomiopatia dilatada ou hipertréfica (52-54). Mutagbes em genes
nucleares que codificam enzimas responsaveis pela oxidagdo de acidos graxos
mitocondriais também podem se manifestar como cardiomiopatia (55-58).
Curiosamente, cardiomiopatias resultantes de erros inatos de enzimas de
oxidagdo mitocondrial de acidos graxos sao muitas vezes provocados por
condigdes fisiologicas ou fisiopatoldogicas que aumentam a dependéncia de
oxidagao de acidos graxos para producao de ATP para o miocardio, assim como
quando ha jejum ou exercicio prolongado associados as doencgas infecciosas
(59-61).

A relagédo entre a disfungdo mitocondrial e a cardiomiopatia € também

evidenciada por varios modelos de camundongos mutados geneticamente.

A delegao do gene translocador de adenina um, que transporta o ATP
gerado pela mitocéndria para o citosol, leva a uma disfungdo mitocondrial e

cardiomiopatia (62). Camundongos com delegcédo especifica cardiaca do fator de
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transcricdo que ativa a mitocdndria, o qual controla a transcricdo e replicagdo do
genoma mitocondrial, mostra também deficiéncias marcantes no metabolismo
mitocondrial, cardiomiopatia severa e mortalidade pré-matura(63). Cardiomiopatia
e/ou defeitos de condugdao também sido observados em varios modelos de
camundongos com delecao especifica de enzimas relacionadas a oxidagao de
acidos graxos (64-66). Em resumo, o fendtipo cardiaco causado por defeitos
genéticos relacionados a transduc¢ao de energia mitocondrial ou produgéo de ATP
em humanos e camundongos é tido como prova de conceito para relagbes causais

entre disturbios no metabolismo energético mitocondrial e disfungéo cardiaca.

1.7- O papel do PGC-1a no controle fisiolégico do metabolismo energético

mitocondrial

O PGC-1a € altamente induzivel em resposta a condi¢des fisiologicas
que sinalizam o aumento da demanda de produgdo de ATP para o miocardio,
particularmente quando a dependéncia de acidos graxos € aumentada (67,68).
Por exemplo, PGC-1a do miocardio € induzido em resposta a privagao aguda de
alimento e diabetes, quando o miocardio utiliza preferencialmente acidos graxos.
Além disso, a expressdao do PGC-1a no musculo esquelético e no miocardio
(A. Wende e D. Kelly, dados ndo publicados, 2005) é ativada por exercicio fisico,
estimulo fisioldgico o qual a utilizagao de acidos graxos e glicose estd aumentada

para que aumente a sintese de ATP.

Abordagens sobre o ganho e perda de fungdo genética em
camundongos tém sido um meio de demonstrar importantes fungdes fisioldgicas
que o PGC-1a possui na regulagdo do numero de mitocondrias € no metabolismo.
Por exemplo, estudos em animais transgénicos, com superexpressao de PGC-1a
especifica no miocardio demonstraram que o PGC-1a € suficiente para direcionar
uma reposta de biogénese mitocondrial (69,132). O papel do PGC-1a
na regulagdo da fungdo mitocondrial também foi visto em camundongos com

delecdo do gene alvo e dois modelos de camundongos com inativagdo do
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PGC-1a (134, 135) Curiosamente os camundongos que possuem delecdo do
gene PGC-1a (-/-) demonstraram que este gene ndo é essencial no processo de
biogénese mitocondrial; a densidade volumétrica mitocondrial do miocardio n&o foi
alterada com significancia nestes animais (134, 136). Entretanto, estudos nestes
camundongos forneceram informacgdes importantes sobre a exigéncia do PGC-1a
na adaptagao da energia metabdlica em resposta fisioldgica ao estresse em varios
orgaos. O camundongo PGC-1a -/- apresenta diminuigdo da capacidade de se
exercitar, e as miofibras isoladas mostraram fadiga prematura (134). A deficiéncia
do PGC-1a também tem como resultado um defeito na homeostase da
temperatura corporal (134, 135) e papel de coativador no coragao. A expressao de
varios genes envolvidos na oxidagao de acidos graxos € diminuida no miocardio
destes animais (59,136). Estes dados em conjunto mostram que PGC-1a € um

fator critico no controle da capacidade do sistema mitocondrial.

1.8- Interferéncias na sinalizacao do pgc-1a contribuem para a remodelacao

cardiaca patoldgica e a insuficiéncia cardiaca?

A expressao do PGC-1a e seus alvos, incluindo PPARs e ERRs é diminuida em
formas patoldgicas de hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (137, 138). Por outro
lado, é hiper expresso o gene PGC-1a nas formas fisiologicas de hipertrofia
relatadas no crescimento pos natal e treinamento fisico (A. Wende e
D. Kelly, dados néo publicados, 2005). Como mencionado antes, a hipoexpressao
do PGC-1a que ocorre nas formas patoldgicas de hipertrofia cardiaca esta
associada a disturbios no metabolismo mitocondrial conhecidos por ocorrer em
coragdes hipertrofiados e insuficientes. A resposta deste gene regulatério ocorre
muito cedo na hipertrofia, sugerindo que este seja o primeiro evento, mesmo que
seja indireto, da hipertrofia patolégica. Esta conclusdo € apoiada na observagao
de que a expresséao e atividade do ERRa, PPARa e PGC-1a s&o hipo regulados
no curto tratamento de cultura de cardiomidcitos com agonistas hipertroficos

(21, 97, 108). O desenvolvimento de modelos de camundongos com a atividade
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alterada do gene PGC-1a tem demonstrado que a desativagdo deste gene do
sistema regulatério € adaptativa ou maladaptativa sob condigdes patoldgicas.
Camundongos com delecdo do gene PGC-1a, produzidos pelo Laboratério
Spiegelman exibiu disfungcdo cardiaca moderada a niveis basais (138).
Em contraste, o modelo produzido pelo laboratorio de Kelly ndo exibiu disfungéo
cardiaca nas mesmas condi¢des. Entretanto, a segunda linha de camundongos
com delecédo do gene, exibiu como caracteristica um coragdo menos eficiente em
resposta ao exercicio e a estimulacdo adrenérgica (137). Similarmente,
esses camundongos também exibiram comprometimento da resposta cronotropica
em resposta a estimulagdo de dobutamina (139). Estes camundongos
desenvolvem tracos tipicos de faléncia cardiaca, incluindo uma diminuicao
acentuada da concentragdao de ATP, quando ha a coarctagdo da aorta (107).
A super expressao do gene impede a ciclina dependente de kinase 9, que medeia
a desativacéo da expressdo do gene mitocondrial e apoptose (108). Estes estudos
sugerem que desarranjos mitocondriais sdo conhecidos por ocorrerem em
coragdes em faléncia, em parte, com a hipo regulacdo do PGC-1a na cascata
regulatéria. Camundongos com PGC-1a super expresso (MHC-PGC) exibem
ativacado da biogénese mitocondrial em cardiomidcitos, levando por ultimo a morte
por faléncia cardiaca (21,22). Posteriormente, a indug¢ao especifica do PGC-1a por
tetraciclina também foi estabelecida (tet-on PGC) (28). Nos dois modelos, a super
expressao cardiaca prolongada do gene PGC-1a causam uma resposta biogénica
mitocondrial e cardiomiopatia associadas com anormalidades mitocondriais
ultraestruturais. A base da cardiomiopatia ap6s a ativagcdo do PGC-1a ainda é
desconhecida, mas parece estar envolvida no metabolismo mitocondrial
desregulado e/ou alteragbes das proteinas sarcoméricas. Interessante que alguns
estagios das doengas do musculo esquelético humano, estdo associadas com
defeitos genéticos no genoma mitocondrial, ocorrendo uma segunda biogénese
mitocondrial, levando as fibras a uma aparéncia irregular, pelo ponto de vista
histolégico (140). O papel desta proliferagdo mitocondrial na patogénese do
musculo estriado ainda € desconhecida, mas ha especulagbes que a resposta

proliferativa esteja envolvida na ativagdo da cascata regulatéria do PGC-1a.
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Muitas questdes sobre os mecanismos basicos da disfuncédo cardiaca em relagao
as anormalidades do metabolismo energético relacionadas a alteracdo da

atividade do gene PGC-1a permanecem sem resposta.

1.9- Hipoétese

Estimulos mecanicos hipertroficos levam a ativacdo de vias de
sinalizagdo mediadas pela FAK. A ativacdo da FAK por sua vez controla vias
celulares envolvidas no crescimento hipertréfico dos cardiomiocitos. Dado que o
crescimento hipertréfico inclui mitocondriogénese, é possivel que a FAK influencie

as vias de sinalizagao que controlam a mitocondriogénese.
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2.1- Objetivo geral

Avaliar se FAK influencia a mitocondriogénese em cardiomidcitos
durante o crescimento hipertrofico induzido por sobrecarga pressorica.

2.2- Objetivos especificos

1- Avaliar os efeitos do silenciamento da FAK na resposta hipertréfica em
cardiomiécitos de ratos neonatos e camundongos submetidos a sobrecarga

pressorica.

2- Avaliar os efeitos da sobrecarga pressérica e silenciamento da FAK na
atividade de PGC-1a e NRF-1.

3- Avaliar os efeitos do silenciamento da FAK na biogénese das mitocondrias e
metabolismo energético em cardiomidcitos de ratos neonatos e camundongos

submetidos a sobrecarga pressoérica.
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Anticorpos e reagentes: anticorpos policlonais anti FAK (sc558),
pFAK(sc11765), GAPDH(sc25778), PGC-1a (sc13067) e NRF-1 (sc33771),
Santa Cruz Biotechnology (EUA), anti-pFAK 397 policlonal da BioSource
International (USA). Colagenase tipo | A e tripsina Sigma (E.U.A.). Trizol, Fenol e
Super Script Il Invitrogen. Super Signal West Pico Cheluminescent Substract e
Ampliscribe T7 high vyield transcription da Epicentre, Sistema Envision da Dako

Envision System.

Oligonucleotideos para sintese de siRNA: da IDT:
T7- Sequéncia: 5 GGT AAT ACG ACT CAC TATAG 3’

FAK236s- Sequéncia: 5 GCG AAA TCC ATA GCA GGC CAC TAT AGT GAG
TCGTATTACC 3

FAK236as- Sequéncia: 5 ACG TGG CCT GCT ATG GAT TTC TAT AGT GAG
TCGTATTACC 3

GFPs- Sequéncia: 5° GTG TCT TGT AGT TCC CGT CTA TAG TGA GTC GTA
TTACC 3’

GFPas- Sequéncia: 5 ATG ACG GGA ACT ACA AGA CAC CTA TAG TGA GTC
GTATTACC ¥

Oligonucleotideos para RT-PCR: da IDT:

GAPDH s- Sequéncia: 5 GGC ATT GCT CTC AAT GAC AA 3
GAPDH as- Sequéncia: 5 AGG GTG CAGH GGA ACT TTATT 3
FAKs- Sequéncia: 5 ATG TTC TGG TGT CCT CAAATG 3’

FAK as- Sequéncia: 5 GAG GTA AAA CGT CGAAAAATT G 3
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ANF sense 5' CCA TCA CCAAGG GCT TCT TC 3'
antisense 5 GTG TTG GAC ACC GCA CTG TATAC 3’
Tfam (Rn00580051_m1)Applied Biosystems

SyBr Green Probes

D-Loop 5' GGTTCTTACTTCAGGGCCATCA 3'
antisense 5 ATCTCGAGGTAACGGGTCTAA TC3

18S sense 5TAGAGGGACAAGTGGCGTTCT 3’

antisense 5° CGCTGAGC CAGTCAGTGT 3°

Animais

Camundongos Swiss machos de 6-8 semanas, pesando entre 20-30g,
e ratos Wistar neonatos de 1-2 dias de vida, provenientes do Centro de Bioterismo

da Unicamp.

Isolamento e estiramento de midcito ventricular de ratos neonatos

Detalhes da técnica de extragao e estiramento de midcitos ventriculares
de ratos neonatos (MVRN) foram descritos anteriormente (Torsoni et al., 2003 a;
Nadruz et al., 2003 a). Os coragdes foram retirados de ratos neonatos Wistar
(1-2 dias), cortados em 4 pedagos e submetidos a digestdo branda em solugéo
tampdo de ADS (6,8g de NaCl, 4,76g de Hepes Salt, 0,12g de NaH2POs4,
1g de glicose, 0,4g de KCl e 0,10 MgS0Os4, H20 q.s.p 100ml p/ ADS 10X e 1000ml
para ADS 1X, pH 7,35) com colagenase/pancreatina, centrifugacdo a 3000rpm,
37°C, por 5 minutos e pré-plaqueamento em placa de petri de vidro. Apos 6 ciclos

de digestao e pré-plaqueamento, os cardiomiécitos foram separados em gradiente

Material e Métodos
66



de Percoll por centrifugagdo, por 30 min, 3000rpm, 37°C. Apbés a separagao,
as células foram colocadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) enriquecido com 5% de soro fetal bovino e 10% de soro equino e
acrescido de 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina) e 100uM de
Bromodioxiuridina. As células foram plaqueadas em placas com base de silicone
recoberta com colageno tipo | (Bioflex) para estiramento a vacuo biaxial ciclico em
Sistema Flexercell 3000T (Flexercell International, USA). Antes do estiramento,
as células permaneceram em cultura com meio DMEM enriquecido com soros por
36- 40 horas. Apds o meio de cultura foi trocado por DMEM sem adi¢ao de soro no

qual as células permaneceram por, no minimo, 24 horas antes de serem estiradas.

Figura 4- Representacdo esquematica do aparato utilizado para estiramento

mecanico em células cardiacas isoladas.

Desenho de siRNA FAK

O siRNA contra o RNAm do gene da FAK de camundongos foi
desenhado com a auxilio do software desenvolvido por Tiago Campos Pereira e
Iscia Lopes-Cendes (FCM, Unicamp). Para gerar as sequéncias in silico,
este software utiliza parametros de estabilidade interna, descritos originalmente

por Khvorova et al. (2003). Desta maneira, as sequéncias foram selecionadas de
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acordo com a tendéncia maxima de incorporacao da fita antisenso no complexo
RISC. Uma vez que a eficiéncia de silenciamento de siRNAs é variavel, diversas
sequéncias de siRNAs foram obtidas tendo como alvo diferentes regides do
RNAmM da FAK. Para os experimentos, a sequéncia com maior probabilidade de

knockdown o gene da FAK de acordo com a analise in silico foi escolhida.

Sintese de siRNA in vitro

Para a sintese de siRNA FAK, foi utilizado um molde de DNA
correspondente a posicdo 236 no RNAmM do gene da FAK de camundongo
(AB030035), cuja sequéncia € apresentada em Materiais (pagina 28). Como
controle foi utilizado siRNA sintetizado a partir de uma sequéncia irrelevante
(GFP), sem homologia com genes de camundongo. A sintese in vitro do
siRNAFAK e siRNAGFP foi realizada sob dominio do promotor da RNA polimerase
[l T7, utilizando o kit Ampliscribe T7 high yield transcription (Epicentre), de acordo
com o protocolo do fabricante. 1uL dos RNAs e 1 e 3ug de T7, utilizados como
padrdo para a quantificagdo, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1% com brometo de etideo, em tampao TAE (40mM tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8,5),

e visualizados com luz UV.

Modelo animal
Injecdo na veia jugular de camundongos.

A solucao de siRNA foi injetada na veia jugular de camundongos Swiss.
Para tanto, os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com
mistura de quetamina e xilazina. Em seguida, a regido do pescogo foi aberta,
a veia jugular direita dissecada e introduziu-se uma canula de polietileno
(PE-50 estirada) por onde 300uL de solugdo com diferentes concentragbes de

siRNA foram infundidas lentamente (40pL, intervalo de 5 segundos, mais 40uL e
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assim por diante) no animal. Uma segunda injecao foi feita com 80uL de PBS para
lavagem da canula. Ao final da injegdo a canula foi retirada, a jugular ligada e a
regidao da ferida cirurgica fechada. Apds a recuperagdo anestésica os
camundongos foram acomodados em gaiolas. Animais controles foram injetados

com solucao siRNA GFP.

Coarctacao da aorta

Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com
mistura de quetamina e xilazina. Em seguida, a cavidade toracica foi aberta no
segundo espaco intercostal esquerdo, a croga da aorta foi dissecada e constricta
com fio de sutura 7-0 (Dafilon, B. Braun Melsungen AG, Germany) tendo como
guia uma agulha 27G. A cavidade toracica foi fechada e apds a recuperagao
anestésica os camundongos foram acomodados em gaiolas. Os animais controle
foram submetidos a cirurgia ficticia (sham), com abertura da cavidade toracica,

porém sem constriccdo da croga da aorta.

Coarctagdo da aorta
Camundongo

_—_Pressure
ol Transducer

H-;H - :..
Carotd 4;.

_ Descending
= Aotla

Figura 5- Representagdo esquematica da coarctagdo da aorta em camundongos.
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Medida de pressao arterial

Antes da eutanasia, os camundongos foram anestesiados e submetidos
a monitorizagdo de pressao arterial e do gradiente trans-constricgdo da aorta
através da insercdo de cateteres de polietileno (PE-50 estirado) nas artérias
carétida direita e femoral direita, os quais foram acoplados a transdutores de
pressdo COBE (Avarda, EUA). O sinal de pressao arterial foi amplificado por um
amplificador GP4A Stemtech (Stemtech, USA), acoplado a um conversor
analdgico-digital, conectado a um computador contendo o programa
WINDAQ-PRO (DATAQ Instruments, EUA) para a monitoragdo hemodinémica
continua e gravagao de dados. Os registros hemodinamicos foram realizados

1,7,15 e 21 dias ap0s a coarctagao da aorta.

Ecocardiografia

Para avaliar a fungdo do ventriculo esquerdo, camundongos foram
submetidos a ecocardiografia modo 2D-M, utilizando o aparelho Toshiba
PowerVision e o transdutor linear 12MHz. Para tanto, os animais foram
anestesiados com a mistura de 5mg/kg de xilazina e 100mg/kg de quetamina,
de acordo com Roth et al. (2002). O exame foi iniciado apés 15 minutos da
aplicacdo do anestésico. Cortes tranversais do ventriculo esquerdo, na altura dos
musculos papilares, foram feitos para medida do septo, parede posterior e
didmetro diastdlico no final da diastole e didmetro sistdlico no pico da sistole.

Cada medida foi repetida 3 vezes com arquivo fotografico das mesmas.

Os valores de massa (M) do ventriculo esquerdo (mg) foram calculados

pela formula:

M= [(DDVE+Septo+Parede posterior)3 - DDVE3]* 1,055
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Os valores de fragao de encurtamento (%FS) foram calculados pela

formula:
%FS= (DDVE-DSVE)/DDVE* 100

Os valores de volume de ejecédo (SV, em pL) foram calculados pela

formula:
SV= (DDVE3-DSVE3)/DDVE3
Onde: DDVE: didametro diastélico final do ventriculo esquerdo,

DSVE: diametro sistdlico final do ventriculo esquerdo.

26042010 HELOISA 26/ 110 PHILIPS

Figura 6- Representagdo esquematica de ecocardiograma em camundongos

Gravimetria do ventriculo esquerdo

Apds a avaliagdo hemodindmica, com 7 e 15 e 21 dias,
os camundongos foram sacrificados e o coragao foi retirado, lavado em solugao
fisiologica e seco delicadamente com uma gaze para a retirada do sangue

intracavitario. O ventriculo direito, os atrios e a base do coragcédo foram retirados
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com a ajuda de uma tesoura de ponta fina e o ventriculo esquerdo foi pesado
utiizando uma balanga de alta precisdo. A gravimetria foi calculada pela raz&o
entre a massa do ventriculo esquerdo pelo peso corporal final dos animais,

multiplicado por um fator 10000.

Extrato total de proteinas

Ao final do periodo experimental, os camundongos foram anestesiados
com tiopental, a cavidade toracica aberta e os coragdes foram rapidamente
removidos e homogeneizados em tampéao de extracdo (100mM Tris-HCI pH 7.4;
100mM pirofosfato de sédio; 100mM fluoreto de sdédio; 10mM EDTA;
10mM ortovanadato de sodio; 2mM PMSF; 0,2mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100)
a 4°C usando o homogeneizador tipo Polytron. Apds 30 minutos de incubagéo em
gelo, os homogenatos foram centrifugados a 4°C, 11000rpm, por 20 minutos para
remover o material insoluvel e o sobrenadante utilizado para os ensaios.
A determinagdo do conteudo de proteinas totais do sobrenadante foi feita pelo

método de biureto.

Determinacao de proteinas pelo método de Lowry

Este método foi escolhido por ser mais sensivel e preciso em amostras
de baixa concentragdo protéica e cada amostra foi analisada em triplicata
(este método foi utilizado para a dosagem de proteinas em cardiomiocitos de
neonatos de ratos). Neste método, a cada 1mL de solugdo C foram adicionados
10uL de amostra e os tubos de ensaio foram incubados por 10 minutos protegidos
da luz. Apos este periodo, adicionaram-se 50uL Folin Chateau (Folin-Ciocalteau)
e as amostras foram incubadas por mais 30 minutos protegidas da luz. Apos esta
ultima incubagao, foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 660nm - Ultrospec
2100 pro Amersham Bioscience®. Para o calculo da concentragcdo de proteinas,

foi feita uma curva padrdo de albumina bovina (Sigma), variando em

Material e Métodos
72



concentracdes de 5,5ug/uL a 0,5ug/uL, e os valores de absorbancia obtidos das
amostras foram comparados para estimar a concentracdo de proteinas

correspondente.

Solucao A: 2% NayCOg3; 0,1N NaOH;
Solucao B1: 1% CuSOy;

Solucao B2: 2% NaK tartarato;

Solucéao C: para cada 1mL de solugao A, adicionar 100uL de solugéo B1 e 100uL

de solucio B2.

Apds quantificagdo das proteinas, 400uL de amostra acrescida de
100uL de tampédo de Laemmli (37,5g/L  Tris-base; 2% SDS;
25% B-Mercaptoetanol; 10% glicerol e 0,01% bromofenol) foram aquecidos a 95°C
por 5 minutos e armazenados em biofreezer para posterior analise das proteinas

por western blotting.

Western Blotting

As amostras de proteinas normalizadas foram submetidas a
eletroforese  SDS-PAGE em gel de acrilamida 8% em tampado de corrida
(4X: 200mM  Tris-HCI; 7,148mM EDTA; 0,4% SDS; 1,52M dlicina).
A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada por 90 minutos a 120V, utilizando tamp&do de transferéncia
(25mM Tris-HCI; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM glicina). A membrana foi
incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente, em tampao de bloqueio
(5% leite em po6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20)
para minimizar ligagdo inespecifica dos anticorpos e depois lavadas por
15 minutos em solug¢ao basal (10mM Tris-HCI; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20).
Para a imunomarcacdo, as membranas foram incubadas com os anticorpos
anti-FAK (diluigdo 1:1000), anti-pFAK 397 (diluicdo 1:2000), anti-NRF-1
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(diluigdo 1:1000), anti-PGC-1a(diluicdo 1:1000), em tampao de anticorpo (3% leite
em po desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) durante toda a

noite, a 4°C.

Apds serem lavadas por 15 minutos em solucédo basal, as membranas
foram incubadas com 10ml do kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate da Thermo Scientific por 5 minutos, em temperatura ambiente,
para a imunodetecc¢do. Apos este periodo, as membranas foram fotografadas pelo
sistema IMAGE QUANT 350 da GE. As bandas dos filmes foram quantificadas por
densitometria Optica através do software Image J. Na andlise de expressado de
FAK, foi utilizado o valor lido de FAK normalizado pelo valor de GAPDH

(padrao interno).

RT-PCR

RT-PCR foi realizado para avaliar a expressdo de RNAm do gene da
FAK e ANP em coragdes de camundongos apos tratamento com siRNAFAK ou

siRNAGFP, em diversos periodos experimentais.

Extracao de RNA de tecido cardiaco

Ao final do periodo experimental, os camundongos foram anestesiados
com tiopental, a cavidade toracica aberta e o coragcdo rapidamente removido e
congelado em nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido utilizando Trizol,
de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O RNA foi quantificado em

espectrofotdbmetro a 260nm.

Avaliacao da integridade do RNA

Apoés a quantificagdo, 0,5ug de RNA total foi submetido a eletroforese
em gel desnaturante (1,2% agarose, MOPS 1x, 2,2M formaldeido em &gua

DEPC). Cada amostra teve seu volume elevado até 5uL com agua DEPC e foram
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adicionados 5uL de tampao de corrida MOPS 10X (0,4M acido 3-N-morfolino-
propanosulfénico pH 7; 0,1M acetato de sédio e 0,01M EDTA), 9uL de 12,3M
formaldeido, 25uL de formamida deionizada e 10uL de tampao de aplicacao
(1TmM EDTA, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilenocianol, 50% glicerol,
0,2ug/mL brometo de etideo). As amostras foram incubadas a 60°C por
15 minutos e aplicadas no gel. Apds a corrida (5V/cm), o gel foi exposto a luz UV e
fotografado.

A Figura 7 mostra um gel representativo de bandas de RNA que,
quando integro, apresenta bandas de RNA ribossémico: 28S (4,7Kb), 18S (1,9Kb)
e 4-5S (0,1-0,15Kb).
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Figura 7- Gel denaturante representativo da integridade de RNA total.

Extracao de DNA do tecido cardiaco

A extracdo do DNA foi realizada pelo padrao de fenol/cloroférmio DNA
procedimento estava de acordo com método previamente publicados

(Thomas Ried's Lab, NCl-www.protocol-online.org).
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Figura 8- Gel denaturante representativo da integridade de DNA total.

Reacao de RT-PCR multiplex em uma etapa

Foram feitas reagcdes de RT-PCR multiplex, onde é possivel utilizar
mais de um par de primers especificos na mesma reagdao e, assim,
minimizar erros devidos a reagdes de RT-PCR feitas em eppendorfs diferentes,
erros de pipetagem, diferenga na eficacia das enzimas nas reacgdes, entre outros.
Desta maneira, foi feita a reacdo multiplex de FAK, Tfam, ANP e GAPDH
(controle interno). O gene de GAPDH foi escolhido para a normalizagdo dos
resultados (controle interno), uma vez que a literatura mostra que GAPDH é um
gene housekeeping que tem sido utilizado extensivamente em estudos de
expressdo génica em hipertrofia cardiaca (Winer et al., 1999), mantendo seus
niveis de expressdo constante durante os ensaios de sobrecarga pressorica.
Assim, o protocolo envolveu a sintese de cDNA (transcrigdo reversa) a partir de
RNA total, com o uso da enzima de transcrigao reversa SuperScriptll e primers

especificos, e a amplificagdo (PCR) em uma mesma reagéo.
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Figura 9- DNA mitocondrial mostrando a localizagdo do gene D-loop.(Human
Molecular Genetics 2; 1999).

Microscopia de Imunofluorescéncia

MVRNs em cultura foram lavados em tampao PBS 0,1M, pH 7.4,
por 3 vezes (5 minutos cada lavagem) e as células foram fixadas em
paraformaldeido 4% (p/v) durante 15 minutos a TA. Em seguida, este material foi
submetido a reagao de imunofluorescéncia. Apds lavagem em PBS 0,1M, pH 7,4,
MVRNs foram incubados com solugdo bloqueadora (0,8% Triton X-100,
3% leite em pd desnatado, diluido em PBS 0,1M, pH 7,4), por 1 hora, a TA,
a fim de se evitar a ligacdo de proteinas nao-especificas. A seguir,
foram incubados com anticorpo secundario conjugado com faloidina conjugada
com isotiocianato de tetrametilrodamina (diluicdo 1:100) em solugéo de anticorpo,
por 2 horas, no escuro, a TA. As células foram montadas em Vectashield e

examinadas pelo microscopio de fluorescéncia (LEICA LAS-AF). As imagens das
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células foram usadas para a quantificacdo da area superficial dos cardiomidcitos

através do programa LEICA QwinV3.

Mitotracker

MitoTracker Verde (MTG) € um marcador mitocondrial fluorescente
seletivo comumente usado em microscopia confocal e citometria de fluxo.
Espera-se que o corante se acumule seletivamente na matriz mitocondrial,
onde se liga a proteinas covalentemente mitocondrial reagindo com grupos tiois

livres de residuos de cisteina. O kit foi utilizado de acordo com o fabricante.

Imunoprecipitacao

Apos determinagcdo do conteudo de proteinas totais, para a
investigacédo da interacdo entre FAK/ PGC-1a e PGC-1a/NRF-1 cerca de 250ug
de proteinas presentes no extrato total, nuclear e citosdlico de MVRNSs,
submetidos ou ndo ao estiramento mecanico. Para isto os respectivos extratos
foram utilizado para imunoprecipitagdo overnight, a 4°C. O imunoprecipitado foi
separado apoés incubacao com proteina A sepharose 6MB por 2 horas a 4°C.
Apés isso, as amostras foram centrifugadas (800 x g, 20 minutos, 4°C) e
submetidas a lavagem com tampado de lavagem (100mM Trisma base,
10mM EDTA, 2mM NazVO4 e 0.5% Triton X-100) por 5 vezes de 1 minuto cada
(800 x g, 4°C). Em seguida, as proteinas precipitadas foram tratadas com tampéo

de Laemmli"

contendo 100mmol/l de DTT e aquecidas a 95°C em banho seco
por 5 minutos. A seguir, quantidades iguais de proteina foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE em aparelho de eletroforese
BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi
realizada em 120 minutos a 120 V em aparelho miniaturizado de transferéncia da

BIO-RAD. A ligacado dos anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por
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pré-incubagcdo da membrana por 120 minutos com tampao de bloqueio a
temperatura ambiente (TA) (5% BSA dissolvido em solugdo basal). A membrana
de nitrocelulose foi incubada, overnight, com anticorpos especificos diluidos em
solugéo para anticorpo (3% BSA dissolvido em solugao basal), e entéo, lavada por
15 minutos com solugdo basal (150mM NaCl, 10mM Trisma base e
0.02% Tween 20). Apdés, a membrana foi incubada com 5uCi de [**I]
Proteina A (30uCi/ug) em solugéo de iodo (1% BSA dissolvido em solugéo basal)
por 120 minutos a TA e lavada novamente por 15 minutos, como descrito
anteriormente. As bandas identificadas foram quantificadas nas suas areas
utilizando-se densitometria 6ptica. Para tal, foi utilizado o ImageQuant e o

programa ImageJ.

Ensaio de precipitacao (Pull-down assay)

Para a realizacdo deste ensaio, foram utilizadas as proteinas
recombinantes GST-FERM e GST-Cterminal, ligadas as pérolas de glutationa
sefarose. Aproximadamente, 2ug de proteinas purificadas foram incubadas com
200ug de proteinas obtidas dos extratos nucleares de coragdes de ratos controle
ou estirados por 1 hora. Como controle para ligacdo nao-especifica, 200ug de
proteinas foram incubadas com 2ug de GST ligada a pérolas de glutationa.
As amostras foram incubadas por 12 horas, 4°C, sob agitacdo constante.
Em seguida, submetidos a centrifugacéo e o precipitado lavado trés vezes com
400uL de tampédo de lavagem (100Nm Tris-HClI pH 7,4; 1mM EDTA;
0,5% Triton-X 100; 2mM ortovanadato de so6dio). Por fim, foram adicionados 30uL
de tampédo de Laemmli ao precipitado e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida. Para ensaio de precipitacdo entre GST-MEF2 e a proteina
recombinante His-Cterminal, foram utilizados aproximadamente 1ug de cada
proteina recombinante e incubadas com tampao de incubagao (20mM Tris HCI
pH 7,5;150mM NaCl; 10ug/mL de aprotinina; 1mM PMSF; 1mM DTT;
1% Triton X-100) volume final de 200uL por 12 horas. Em seguida, submetidas a
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centrifugacéo e o precipitado lavado trés vezes com 400uL de tampao de lavagem
(100Nm Tris-HCI pH 7,4; 1mM EDTA; 0,5% Triton-X 100; 2mM ortovanadato de
sédio). Por fim, foram adicionados 30uL de tampao de Laemmli ao precipitado e
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida. Para ensaio de precipitagao
entre a FAK recombinante humana e o PGC-1a foram utilizados 0,1ug de
GST-PGC-1a que foram incubados com 0,3ug de FAK com 5ul de tampao MOPS
(4mM MgCl,, 16mM MOPS, 0,4mM EDTA, Ph 7,5) com e sem 500uM de ATP.
As reacdes foram incubadas a 37°C, por 2 horas, 200rpm. O precipitado foi
submetido a 3 lavagens com 100uL de tampao MOPS. As reag¢des foram inibidas
pela adicdo de 30uL de tampao de Laemmli e fervura por 5 minutos. As amostras

foram separadas em SDS-PAGE e submetidas a ensaio de Western Blotting.

Analise de ATP, ADP, AMP e ADO por cromatografia liquida
Tratamento das amostras de tecidos

Apds serem anestesiados, os camundongos foram sacrificados,
e o ventriculo esquerdo foi coletado, lavado com salina e imediatamente imerso
em um gral com nitrogénio liquido para congelamento e homogeneizagao.
Em seguida, deixou-se o nitrogénio do gral secar e, rapidamente, transferiu-se o
homogenato de tecido para um tubo plastico (Eppendorfs) previamente congelado.
Estas amostras de tecido foram mantidas a -80°C até o dia da analise,
utilizando um método de cromatografia liquida. Antes da injegdo no cromatégrafo,
os nucleotideos (ATP, ADP, AMP e ADO) foram extraidos dos tecidos de acordo
com o procedimento seguinte: pesou-se entre 1,5 a 3,0mg do homogenato de
coragdes em um tubo de ensaio que continha 1mL de solugcdo de KH;PO4
(50mmol L") e acido citrico (25mmol L) em pH 4,5. A mistura foi colocada em
banho-maria a 85°C durante 2 minutos para desativar qualquer processo biolégico
que pudesse degradar os nucleotideos. Em seguida, foram adicionados mais

3mL de tampéao fosfato-citrato. 1mL desta solugdo foi levado a centrifuga
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(8000rpm, 5min.). Desta solugéo, retirou-se 200uL e a derivatizagao foi conduzida
acrescentando-se 20uL de 2-cloroacetaldeido (agente de derivatizagdo)
(Katayama M, et al, 2001 e Kawamoto Y, et al, 1998). A mistura reacional foi
aquecida em banho-maria a 80°C por 20 minutos. Apds o resfriamento em banho

de gelo, foram injetados 25uL para analise no cromatografo.

Condicoes Cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em equipamento Alliance
série Waters 2695 (Milford, Mass, USA), equipado com bomba quaternaria,
injetor e desgaseificador automaticos, e detector de fluorescéncia série
Waters 2475. Os comprimentos de onda para a excitacdo e emissdo foram
280/420nm para os derivados N’,N°-etenopurinicos (ATP, ADP, AMP e ADO) apos
a derivatizagdo com 2-cloroacetaldeido (Katayama M et al, 2001 e Kawamoto Y
et al, 1998). A separacao dos compostos foi realizada, a temperatura ambiente,
em uma coluna cromatografica de fase reversa Cosmosil 5C18-MS (150 x 4,6mm
i.d.; S5um de tamanho das particulas) protegida com uma pré-coluna
(Cosmosil 5C18-MS 10 x 4,6mm) (ambas adquiridas da Phenomenex).
A fase movel usada para promover a separagdo cromatografica foi composta por
KH,PO4 (50mmol L"), acido citrico (25mmol L") em pH 4,5 e de metanol,
preparada diariamente e filtrada em um sistema a vacuo através de um filtro de
0,45um (Millipore, Milford, Mass, USA). A coluna foi eluida com uma solugao
gradiente em um fluxo de 1.0mL/min. O gradiente foi o seguinte: fase isocratica
em 2% de metanol por 4 minutos, 15% de metanol por 12 minutos e, finalmente,
2% de metanol por 4 minutos para voltar as condi¢des iniciais. O tempo total de
corrida para cada amostra foi de 20 minutos. O controle do sistema, a aquisicédo e
o0 processamento dos dados foram realizados através de um computador
PC-Pentium IV da Dell, que operou com o programa Microsoft Windows verséo

2003 e com o programa cromatografico Empower 2002.
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Derivatizacao dos nucleosideos purinicos

A reacgdo da adenina e de seus compostos correlatos (ATP, ADP, AMP
e ADO) com 2-cloroacetaldeido produziu os derivados N',NP-etenopurinicos
(Figura 7) que sao altamente fluorescentes (Katayama M et al, 2001 e
Kawamoto Y et al, 1998). Para a obtencgdo de derivados N’,Nf-etenopurinicos,
foram adicionados 10% da solugcido aquosa de 2-cloroacetaldeido as amostras que
continham os nucleosideos ATP, ADP, AMP e ADO. A mistura reacional foi
aquecida em banho-maria a 80°C por 20 minutos, sendo a reacédo bloqueada por

imersao do frasco reacional em banho de gelo.

NH, / 1;1
NZ N\ CICH,CHO ZN N
Ay > LD
N 0 . N
N | 80°C, 20 min., pH 4.0 N 1\|1
R R
1 .
Adenil purina N',N’-eteno purina

Figura 10- Reacédo de derivatizagao de adenil purina pelo 2-cloroacetaldeido [1].

Conforme as condigdes cromatograficas descritas no item acima,
a Figura 9 apresenta um cromatograma representativo de um extrato de coragao.
Sendo assim, a seletividade entre os compostos pode ser verificada através da
forma e resolucdo simétricas dos picos dos derivados N',NP-etenoadeninas.
O tempo total de corrida cromatografica foi relativamente curto (20 minutos) em
comparagdo com uma média de tempo de 30 minutos reportado na literatura
(Katayama, M. et al, 2001). Os tempos de retengéo (tr) dos derivados de ATP,
ADP, AMP e ADO foram de aproximadamente 4,78, 6,29, 10,35 e 15,50 minutos,
respectivamente. Esses tempos de retencdo alteram-se com a variagdo da
temperatura ambiente. Os valores de comprimentos de onda de excitacdo e

emissao foram de 280 e 420nm.
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Figura 11- Cromatograma representativo de um extrato de coragao contendo os
derivados purinicos ATP, ADP, AMP e ADO.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como médiaterro padrao.
Os valores foram comparados empregando-se ANOVA (one way), seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados com

significancia estatistica.
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4- RESULTADOS
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Estresse mecéanico induz a biogénese mitocondrial em MVRNs

Para estabelecer se o0 estresse mecéanico induz a biogénese
mitocondrial em MVRNSs, inicialmente examinamos a expressao das proteinas
PGC-1a e NRF-1 nas células expostas ao estiramento ciclico de 2 a 12 horas.
Gréfico da Figura 12A indica que os niveis de PGC-1a ja estavam aumentados
significantemente apds 2 horas de estiramento e permaneceu aumentando até
préximo das 12 horas. Concomitantemente a expressdao da proteina NRF-1
(Figura 12B) também aumentou com o estiramento mecéanico. GAPDH foi usado
como controle interno. A transcricdo do gene Tfam também foi aumentada apés

6 horas e 12 horas de estiramento ciclico (Figura 12C).

Para obter maiores evidéncias da ativacdo de fatores regulatérios
transcricionais relacionados a mitocdndria em cardiomiécitos estirados,
examinamos a distribuicao subcelular do PGC-1a e a associagao entre PGC-1a e
NRF-1 em extratos nucleares de cardiomidcitos ndo estirados comparados com
células estiradas. PGC-1a estava mais presente na fragcdo nuclear tanto em
MVRNs né&o estirados quanto estirados. Estresse ciclico durante 2 horas resultou
em um grande aumento na quantidade de PGC-1a no nucleo de MVRNs
(Figura 12D). Dados da co-imunopreciptacao indicaram que o estresse mecéanico

aumenta a associagao entre PGC-1a e NRF-1 no nucleo de MVRNs (Figura 11E).
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Figura 12A- Estresse ciclico induz a biogénese mitocondrial em MVRNSs.
(A) Grafico da expressao da proteina PGC-1a em NE (células nao
estiradas) e células estiradas (2,4,6,12horas). O gene GAPDH foi

usado como controle.

NRF-1 67 kDa
T —— —  —
3.0
) *
w
L *
- E 2.04 ]
i3 -
Zz<
2
= 1.0
c
=1
0.0+
2 4 6 12 (hs)
NE Estirado
GAPDH 37 kDa
N gupety PEEgs oEPW =

Figura 12B- Western Blotting da proteina NRF-1 em NE (células n&o estiradas) e
células estiradas (2,4,6,12 horas). O gene GAPDH foi usado como

controle interno.
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Figura 12C- Gréafico mostra a quantidade relativa (RQ) do gene Tfam obtida por
RT-PCR, transcrito GAPDH foi usado como gene calibrador. A

amostra de células nao estiradas (NE) foi usada como amostra
calibradora.
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Figura 12D- Localizacdo do PGC-1a no extratos citosolico e nuclear de

cardiomiécitos nao estirados comparados com estirados. Imuno-

blotting das proteinas histona e miosina foram usados como
controle.
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Figura 12E- Associacdo entre PGC-1a e NRF-1 no nudcleo de cardiomidcitos

estirados (controle negativo- sem anticorpo). *p<0,05 versus NE. Dados

coletados de 6 culturas de MVRNSs.

Para determinar se o aumento de proteinas pertencentes a cascata de
biogénse mitocondrial esta relacionado com o aumento da mitocondriogénese,
quantificamos o DNA mitocondrial em relacdo ao DNA gen6mico e a densidade
das mitocéndrias coradas com Mito Tracker no estiramento, comparadas as
células nédo estiradas. Dados mostraram (Figura 13A) que a quantidade relativa de
DNA mitocondrial dobrou em células estiradas por 12 horas em relagdo as nao
estiradas. Paralelamente a quantidade de mitocéndrias por célula foi aumentada
em MVRNs estirados assim como a expressdao de COX IV (Figura 13B-C).
Figura 11 D-F sdo exemplos de MVRNs estirados e ndo estirados corados com
Mito Tracker.

Para confirmar que o estiramento mecanico prolongado induz o
crescimento hipertréfico de MVRNs, quantificamos através de RT-PCR o gene
ANP, marcador de hipertrofia e medimos o tamanho dos MVRNs. Como mostra os
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estudos anteriores (16) o transcrito do gene ANP (Figura 13G) e a area celular
(Figura 13H) foram aumentadas em MVRNs estirados. Figura 131-J sdo exemplos
de MVRNs nao estirados e estirados corados com faloidina.
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Figura 13A- Grafico mostra a quantidade relative do gene Dloop em relagcdo ao
gene 18S transcrito como porcentagem da amostra calibradora (NE)
obtida por g- real time-PCR.
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Figura 13B- Western Blotting COX IV.
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Figura 13C- Numero de organelas por cardiomiocitos nao estirados (NE) estirados
(12 horas).

Figura 13D-F- Imagens representativas de fluorescéncia em cardiomiécitos nédo
estirados(NE) e estirados marcados com Mito Tracker. D-controle
Mito Tracker.
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Figura 13G- Grafico mostra a quantidade relativa (RQ) de ANP comparado com o
gene GAPDH transcrito como porcentagem da amostra calibradora
(NE) obtida por real time-PCR.
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Figura 13H- Area dos cardiomiécitos NE e estirados.

I

Figura 13 I-J- Exemplos representativos da area de cardiomiocitos ndo estirados

e estirados corados com faloidina. *p<0,05 versus NE. Dados coletados de
6 culturas de MVRNSs.
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FAK é ativada e interage com PGC-1a no nucleo de MVRNs.

O papel da FAK tem sido descrito no crescimento hipertréfico de
cardiomidcitos em resposta ao estresse mecanico (3, 16, 23). A Figura 14A mostra
que o estiramento ciclico de 2 a 12 horas aumenta a fosforilagdo da FAK no
residuo Tyr397, mas ndo a expressdo da FAK em MVRNs. Além disso,
demonstramos que o estiramento ciclico induz a FAK a se relocalizar no nucleo de
MVRNs como mostra a Figura 14B-E. As imagens sdo confirmadas pelos ensaios
feitos com fracbGes subcelulares de extratos celular. A quantidade de FAK foi bem
reduzida no citosol, enquanto aumentou na fracdo nuclear de MVRNs estirados
em comparagao aos nao estirados (Figura 14F). Ensaios de co-imunopreciptacao
com extratos nucleares estabeleceram a associacao entre FAK e PGC-1a em
MVRNs estirados (Figura 14G). Esta interacdao entre FAK e PGC-1a é
demonstrada pela imunopreciptacao de extratos nucleares de MVRNs mostrando
que o dominio C-terminal da FAK, mas ndao o FERM ou dominio kinase estao
interagindo (Figura 14H).
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Figura 14A- Expressao protéica pFAK/FAK em NE(células ndo estiradas) e
células estiradas (2,4,6,12 horas).
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Figura 14B-E- Estresse ciclico induz a FAK a se relocalizar no nudcleo de
cardiomidcitos (vermelho-faloidina/verde- Alexa Green 488).
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Figura 14F- Localizagdgo da FAK nos extratos citosélico e nuclear de

cardiomidcitos nao estirados comparados com estirados.
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Figura 14G- Co-imunoprecipitacdo da FAK associada ao PGC-1a. Ensaios feitos
com extratos totais, nucleares e citosélicos de cardiomidcitos

estirados e nao estirados.
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Figura 14H- Pull down da FAK com PGC-1a de extratos nucleares de MVRNSs.

*p<0,05 versus NE. #p<0,05 versus NE de extrato nuclear. Dados coletados de 6
culturas de MVRNSs.

FAK medeia a hipertrofia e a biogénese mitochondrial induzida pelo estresse
em MVRNs

Para determinar se a sinalizacdo mediada pela FAK é necessaria na
ativacao da cascata regulatéria mitocondrial em resposta ao estresse mecanico,
MVRNs foram tratados silenciados para o gene da FAK com o RNA de
interferéncia. Estudos anteriores mostraram que o tratamento de células com

siFAK (16) apresentam uma reducao acentuada da expressao da proteina FAK
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em MVRNs tanto ndo estirados como estirados em relacdo as células tratadas
com siGFP (Figura 15A). A deplecao da FAK reduz os niveis basais de PGC-1a e
NRF-1 assim como aumenta estes niveis em MVRNs estirados (Figura 15B-C).
Além disso, a delecdo da FAK inibe o aumento da associagcédo entre o PGC-1a e

NRF-1no nucleo de MVRNSs induzido pelo estresse mecanico (Figura 15D).
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Figura 15A- Expressdo da proteina FAK em cardiomiocitos ndo estirados
comparados com células estiradas, tratadas com siFAK
comparadas com células tratadas com siGFP.
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Figura 15B- Expressdo da proteina PGC-1a em cardiomi6citos ndo estirados e

estirados, tratados com siFAK comparados com células tratadas
com siGFP.

Resultados
99



—— W R

NRF-1 67 kDa
2.0
- *
2
58 1.5
Qs
R
=% 107
3
23T
5 0.57
0.0-
K & L&
& P S &

NE Estirado

Figura 15C- Expressdo da proteina NRF-1 em cardiomiécitos nao estirados e
estirados, tratados com siFAK comparados com células tratadas
com siGFP.
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Figura 15D- Associacdo de PGC-1a e NRF-1 induzida por estresse ciclico no

nucleo dos MVRNSs. *p<0,05 versus siGFP NE. #p<0,05 versus siGFP

estirados do extrato nuclear. Dados coletados de 6 culturas de MVRNSs.
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A delecao do gene da FAK ndao modificou os niveis basais do DNAmt
(Figura 16A-D) e o numero de mitocédndrias por cardiomidcitos (Figura 16E-F),
mas suprimiu 0 aumento destes em MVRNSs estirados. Dado que a mitocéndria é a
maior fonte de energia em cardiomidcitos, a seguir examinamos se a atenuacao
da biogénese mitocondrial induzida pela deplecdo da FAK era acompanhada por
mudancgas na quantidade de ATP em MVRNSs. Dados (Figura 16H) indicam que o
silenciamento da FAK ndo modifica a quantidade de ATP em MVRNs nao
estirados. Entretanto, reduz marcadamente a quantidade de ATP em células

estiradas tratadas com siFAK.

Figura 16A-D- Exemplos representativos de cardiomidcitos ndo estirados e
estirados tratados siFAK and siGFP corados com Mitotracker.
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Figura 16E- Grafico de barras mostra a quantidade de organelas por numero de

cardiomiocitos.
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Figura 16F- Gréafico mostra a quantidade relativa de (QR) miDNA

(mt - mitocondrial) comparada com nDNA (n - nuclear).
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Figura 16H- Grafico mostra a quantidade de ATP em cardiomiocitos NE e
estirados através de analise por HPLC (cromatografia liquida de

alta pressdo). *p<0,05 versus siGFP NE. #p<0,05 versus siGFP células

estiradas de extrato nuclear. Dados coletados de 6 culturas de MVRNs.
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Delecao da FAK mostrou atenuar o aumento da transcricdo do gene
ANP (Figura 17A) e o tamanho dos MVRNs (Figura 17B) induzidos por
estiramento ciclico. A Figura 17C-F mostra exemplos representatives de MVRNs
nao estirados e estirados tratados com siFAK e GFP marcados com faloidina.
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Figura 17A- Grafico mostra a quantidade relativa (QR) de ANP em relagdo ao
transcrito do gene GAPDH em porcentagem com a amostra
calibradora (siGFP NE) obtida por real time-PCR.
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Figura 17B- Tamanho de cardiomiocitos NE e estirados, tratados com siFAK e
com siGFP.
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Figura 17C-F- Exemplos representativos de cardiomiécitos néo estirados e

estirados tratados com siFAK e siGFP corados com faloidina
conjugada a rodamina. *p<0,05 vs siGFP NE. #p<0,05 vs siGFP células

estiradas de extrato nuclear. Dados coletados de 6 culturas de MVRNs.
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Deplecao da FAK atenua o aumento da transcricdo da cascata e biogénese

mitocondrial em camundongos submetidos a coarctacao da aorta

Para investigar se a sinalizacdo mediada pela FAK podia afetar a
transcricdo da cascata e biogénese mitocondrial em camundongos submetidos a
coarctacdo da aorta, o gene da FAK foi transientemente depletado nos ventriculos
esquerdo de camundongos pela técnica de interferéncia por RNA previamente
validada (3). Confirmamos a delecao da FAK (até 15 dias) induzida por siRNA no
ventriculo esquerdo de camundongos submetidos a coarctacdo da aorta
(Figura 18A). A deplecao da FAK mostrou atenuar a hipertrofia no ventriculo
esquerdo de animais submetidos a sobrecarga pressorica, como evidencia a
gravimetria. (Figura 18B), ecocardiografia (Figura 18C) e a expressao do gene
ANP do miocérdio (Figura 18D).
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Figura 18A- A deplecao da FAK atenua o aumento de PGC-1a, NRF-1 e da
mitocondriogénese em camundongos submetidos a sobrecarga
pressorica. Dados de animais submetidos a cirurgia ficticia (SO) e a
coarctagdo da aorta (1 a 21 dias depois da coarctacao da aorta -
TAC). (A) Grafico mostra a QR do transcrito da FAK em animais
coarctados (TAC) e com cirurgia ficticia (SO) tratados com siRNA
(FAK ou GFP).
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Figura 18B- Grafico mostra a razdo entre a massa corp6rea e a massa do
ventriculo esquerdo dos animais coarctados (TAC) e com cirurgia
ficticia (SO) tratados com siRNA (FAK ou GFP).
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Figura 18C- Valores da espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo dos
animais coarctados (TAC) e com cirurgia ficticia (SO) tratados com

siRNA (FAK ou GFP), conforme determinados por ecocardiografia .
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Figura 18D- Grafico mostra quantidade relativa (QR) de ANP em relacdo ao
transcrito do gene GAPDH como porcentagem da amostra
calibradora (SOsiGFP) obtida por real time-PCR. *p<0,05 vs SO.

#p<0,05 vs TACsiGFP do grupo correspondente. (n=9 camundongos em

cada grupo).

O préximo passo tomado neste estudo foi definir os efeitos na cascata
de transcricdo mitocondrial do estresse mecanico no ventriculo esquerdo de
camundongos. A expressdo do PGC-1a e NRF-1 foi determinada com extratos
totais de ventriculos esquerdo de animais submetidos a sobrecarga pressora por
coarctacao da aorta. Como mostrado na Figura 18A, a quantidade de PGC-1a
mais que triplica em camundongos com 1 dia de coarctacdo da aorta em
comparagao ao controle sham , persistindo até 15 dias de coarctacao retornando
aos niveis basais depois de 21 dias de coarctacdo da aorta. Estas mudancas no
perfil da proteina PGC-1a ocorreram paralelamente as mudancas nos niveis da
proteina NRF-1, indicando a ativagao da cascata de transcricdo mitocondrial em
animais submetidos a sobrecarga pressora. O knockdown FAK suprimiu os efeitos
da sobrecarga pressora em relagdo as proteinas PGC-1alpha e NRF-1 no
miocardio de camundongos (Figura 19 A,B). Como mostrado na Figura 19C,
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a coarctacao da aorta aumentou o DNA mitocondrial nos ventriculos esquerdo de
camundongos submetidos a TAC. A deplecdo da FAK, suprimiu o aumento da

replicacdo do mtDNA no ventriculo esquerdo de camundongos do grupo de

15 dias.
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Figura 19A- Expressao da proteina PGC-1a através de Western Blotting.
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Figura 19B- Expressao da proteina NRF-1. A expressao da proteina GAPDH foi

usada como controle.
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Figura 19C- Grafico demonstra a quantidade relativa (QR) do gene Dloop em
comparagdo o transcrito 18S como porcentagem da amostra

calibradora (SOsiGFP) obtida por g- real time-PCR. *p<0,05 vs SO.

#p<0,05 vs TACsiGFP do grupo correspondente. (n=9 camundongos em
cada grupo).
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Recentemente, houve um grande progresso no entendimento da fungéo
da FAK no crescimento hipertréfico do ventriculo esquerdo provocado por
estimulos mecénicos. Esta € uma questdo importante dada a sua relevancia
clinica, pois a presenca da hipertrofia cardiaca em doengas, como hipertensao,
€ determinante de mal prognéstico. Porém, os dados atuais obtidos em
camundongos com delecao condicional da FAK, dirigida pelo promotor da miosina
de cadeia leve (26,68), para avaliar a importancia da FAK na instalacdo da
hipertrofia adaptativa cardiaca em resposta a sobrecarga pressérica foram
discrepantes e inconclusivos. A longo prazo, se a FAK é importante na prevencao
ou contribui para a deterioragdo da funcdo cardiaca ainda € um ponto a ser
esclarecido (68,141). Assim, estes resultados conflitantes e as limitacdes impostas
pela delecao de FAK restrita aos cardiomidcitos excluem um melhor entendimento
da importancia da sinalizacdo da FAK na fisiopatologia complexa da hipertrofia e
sua progressao para a insuficiéncia cardiaca decorrente da resposta a sobrecarga
mecanica. A habilidade de siRNAs sintéticos administrados de modo sistémico em
reduzir eficientemente a expressao de proteinas alvo especificas foi demonstrada
em alguns poucos modelos de doengas em pequenos roedores (142, 143).
Nestes estudos, o silenciamento transiente do gene da FAK no miocardio permitiu
a definicdo de um papel para esta molécula de sinalizagdo na fisiopatologia
complexa da hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida por sobrecarga pressorica

€ Seu progresso para o remodelamento maladaptativo.

Estudos anteriores em cardiomiocitos isolados e modelos animais de
doencas cardiacas tiveram como resultado que a FAK é um importante mediador
da resposta ao estresse mecanico no cardiomiécito (3, 9, 16, 17, 23).
Novos resultados do presente estudo indicam que cardiomiécitos com a delecao
da FAK, mostraram uma acentuada atenuacdo da biogénese mitocondrial em
resposta ao estresse mecéanico. Dados de estudos bioquimicos revelaram que a
FAK se associa ao coactivador PGC-1a no nucleo de células estiradas e a
deplecdo da FAK bloqueia a hiper regulagdo do PGC-1a e NRF-1 em

cardiomiécitos submetidos ao estresse mecanico, indicando que a FAK pode
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controlar a capacidade que o PGC-1a possui de regular a maquinaria de

transcricdo mitocondrial em resposta ao estresse mecanico em cardiomiocitos.

Silenciamento do gene da FAK in vivo por iRNA

A injecdo hidrodindmica em camundongos foi o método pioneiro
empregado na administracao sistémica de siRNA nao modificado in vivo (149).
Neste método, € feita uma injecdo rapida e de grande volume de solugdo de
siRNA na veia caudal de camundongos. Com o fluxo dindmico, ha o
desenvolvimento de uma pressao hidrostatica alta na veia cava inferior, forcando o
fluxo da solucao de siRNA para tecidos como figado e rim, que sao diretamente
ligados a veia cava inferior. Como o figado € o maior 6rgdo e com uma estrutura
expansivel, uma grande quantidade de siRNA ¢ forgada no figado em uma direcao
oposta a circulagdo normal, resultando na exposicdo direta das moléculas de
siRNA nas células do figado antes da sua distribuicao para os outros tecidos
(150).

Desta maneira, este método visa a entrega de siRNA preferencialmente
ao figado, rim, baco e péancreas; com menor eficiéncia nos outros érgaos (151).
Em outro estudo do nosso laboratério foi demonstrado que a injegao de siRNAFAK
na veia caudal ndo alterou a expressdo da FAK no VE de camundongos.
Desta maneira, a principal barreira para o uso de iRNA em mamiferos € a
dificuldade de absorgéo de siRNA no tecido desejado( 12).

Atualmente, tem se demonstrado que a absorcdo de siRNAs pode ser
alcancada através da injecdo na vasculatura local do tecido de interesse
(152; 153; 154). Em outro estudo do laboratorio (12), foi desenvolvido um método
eficaz de administracao de siRNA nao modificado no coracado através da injecao
na veia jugular direita de camundongos adultos.
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FAK e a biogénese mitocondrial em cardiomiocitos

A delegéo do gene da FAK mostrou atenuar respostas hipertroficas nos
cardiomiécitos em cultura e no ventriculo esquerdo de camundongos submetidos
ao estresse mecéanico, como citado anteriormente (3, 16, 17). Este efeito tem sido
atribuido a ativacdo “defeituosa” da cascata de sinalizagdo Erk1/2,
PI3 Kinase/AKT e mTOR/S6K em resposta ao estresse mecéanico (8, 9).
Demonstramos também que o bloqueio do gene da FAK em cardiomidcitos atenua
0 aumento do numero de mitocéndrias por célula e também o nimero de copias
do DNA mitocondrial em resposta ao estresse ciclico, aludindo a sinalizacao
mediada pela FAK como um papel critico na ativagdo da biogénese mitocondrial
que ocorre em resposta ao estresse mecanico. De acordo com estes dados que
mostraram que a deplecédo da FAK inibiu a hiper regulacdo do PGC-1a e NRF-1
em cardiomidcitos estirados, apéiam que a sinalizacdo mediada pela FAK modula
a cascata transcricional em resposta ao estresse mecanico. Outra evidéncia
apoiada pelos ensaios da co-imunoprecipitacao e “pull-down” indicaram que a FAK
pode se complexar com o PGCla no nucleo dos cardiomidcitos estirados,
implicando na influéncia direta da FAK em eventos transcricionais modulados pelo
PGC-1a em cardiomiécitos estirados. Concomitante a isso, a FAK demonstrou se
recolocalizar no nucleo de cardiomidcitos estirados e regular o remodelamento da
cromatina e transcricado nas células musculares (7, 15). Tendo em conta que 0s
niveis de PGC-1a sdo submetidos a um ciclo positivo autoregulatério, € tentador
especular que a falta da hiper regulacdo do PGC-1a em cardiomiécitos com
delecdo da FAK poderia refletir no rompimento do complexo nuclear envolvendo
FAK e PGC-1a. Entretanto, nossos dados nao excluem a possibilidade de eventos

de sinalizacao intermediarios contribuirem na regulagdo do PGC-1a pela FAK.
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Efeitos da delecao da FAK em ventriculos esquerdos hipertrofiados por

sobrecarga pressorica

Apesar da falta adequada de resposta hipertrofica, a funcao foi
preservada no ventriculo esquerdo dos animais que foram tratados com siRNA da
FAK e que sofreu sobrecarga pressérica, como foi demonstrado (12). Isso sugere
que a delecao da FAK pode atenuar efeitos adversos da funcao do ventriculo
esquerdo com sobrecarga pressoérica. Os efeitos benéficos da delecao da FAK
podem ser parcialmente mediados pela atenuacdo da fibrose intersticial no
miocardio sobrecarregado (12). Portanto, a sinalizacdo mediada pela FAK
desempenha um papel na fibrogénese do miocéardio (13). Entretanto, modificagbes
na estrutura e funcdes dos cardiomidcitos podem estar envolvidas. Os dados do
presente estudo revelam que a deplecao da FAK atenua a biogénese mitocondrial
nos ventriculos dos animais que sofreram sobrecarga pressoérica. Isto implica que
a modulacdo da biogénese mitocondrial na sobrecarga induzida pode contribuir
com os efeitos benéficos da delecdo da FAK no miocardio sobrecarregado.
Por outro lado, sugere que a ativacao da biogénese mitocondrial na resposta
hipertrofica precoce seria prejudicial ao ventriculo esquerdo sobrecarregado.
Portanto, o aumento da massa mitocondrial poderia induzir de forma anormal um
alto estresse oxidativo no miocardio que por sua vez poderia induzir uma perda

celular nos periodos iniciais de sobrecarga mecéanica (30).

O aumento da biogénese mitocondrial € um fenbmeno bem conhecido
em disordens mitocondriais (144). No musculo esquelético, a proliferagéo
mitocondrial tem se mostrado parcialmente compensada pela disfuncao
respiratéria através da manutencdo da producao global de ATP (145); a marca
histopatoldégica deste fendbmeno é a presenca de um aumentado numero de

mitocondrias, a maioria na regido do subsarcolema.

Entretanto, no muasculo cardiaco, a inducao da biogénese mitocondrial
tem sido analisada como uma resposta mal adaptativa. De fato, a inducao

cardiaca especifica de PGC-1a em camundongos resulta caracteristicas
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morfolégicas de disfuncao cardiaca da proliferagcdo mitocondrial do midcito e

desorganizacao e perda das miofibrilas.

Curiosamente, a proliferacdo mitocondrial e a cardiomiopatia sao
reversiveis apos a cessacao da expressao transgénica (146). Outros achados
paralelos a estas caracteristicas reportaram um modelo experimental,
sugerindo que a proliferacdo mitocondrial estd ligada a uma disfungédo cardiaca
progressiva, também em humanos (30).

Caracteristicas ultraestruturais de alinhamento alterado de sarcomeros
sugerem que a proliferacdo mitocondrial per se possibilita a interferéncia da
funcdo contratil; este fenbmeno ¢é limitado aos cardiomidcitos: De fato,
em pacientes, o musculo esquelético, alta evidéncias morfoldgicas de proliferacao
mitocondrial correlacionadas com a funcdo do mduasculo normal (147).
Esta observacdo abre novas perspectivas sobre a questdo complexa da
especificidade de mutagées mitocondriais do tecido homoplasmico (somente um
tipo de gendtipo mitocondrial) (148). Assim, € concebivel que diminuir os niveis de
FAK, modulando a biogénese mitocondrial do miocéardio sobrecarregado,
contribui na diminuicdo da degeneragcdo celular neste miocardio. Entretanto,

este assunto ainda precisa ser estudado.

Concluindo, os resultados deste estudo fornecem uma base racional
para uma funcdo distinta da FAK na mediagdo da ativacdo da cascata de
transcricdo mitocondrial, em resposta ao estresse mecanico. Notavelmente,
estes dados dao suporte de que a modulagao negativa da biogénese mitocondrial
pela delecao da FAK pode ser dependente da ruptura do complexo nuclear que
envolve a FAK e o0 PGC-1a. Estudos futuros podem estabelecer se a modulacao
da massa mitocondrial resulta em efeitos benéficos ao ventriculo esquerdo que

sofreu sobrecarga mecanica.
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6- CONCLUSAO
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A sinalizagdo mediada pela FAK controla a biogénese mitocondrial em
cardiomiécitos em resposta ao stress mecanico pela regulacédo da expressao do
PGC-1a e NRF-1. A FAK pode estar envolvida na fisiopatologia da hipertrofia

cardiaca através da regulacdo do metabolismo energético.
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ABSTRACT

We studied the implication of FAK (focal adhesion kinase) in cardiac mitochondrial
biogenesis induced by mechanical stress. Prolonged stretching (2-12h) of neonatal
rat ventricular myocytes (NRVM) up-regulated the main components of
mitochondrial transcription cascade (PGC-1a- peroxisome proliferator activated
receptor coactivator-1; NRF-1 - nuclear respiratory factor and Tfam - mitochondrial
transcription  factor A). Concomitantly, prolonged stretching enhanced
mitochondrial biogenesis (copy number of mitochondrial DNA - mtDNA, content of
the subunit IV of cytochrome oxidase and mitochondrial staining - green
fluorescence intensity of Mitotracker green) and induced the hypertrophic growth
(cell size and ANP transcripts) of NRVM. Furthermore, the stretching of NRVM
enhanced phosphorylation, nuclear localization and association of FAK with
PGC-1a. Recombinant FAK C-terminal, but not the N-terminal or kinase domain,
precipitated PGC-1a from nuclear extracts of NRVM. Depletion of FAK by RNA
interference suppressed the upregulation of PGC-1a and NRF-1, and markedly
attenuated the enhanced mitochondrial biogenesis and hypertrophic growth of
stretched NRVM. In the context of energy metabolism FAK depletion became
manifest by a reduction of ATP levels in stretched NRVM. Complementary studies
in adult mice left ventricle demonstrated that pressure overload up-regulated
PGC-1a, NRF-1 and mtDNA. In vivo FAK silencing transiently attenuated the
up-regulation of PGC-1a, NRF-1 and mtDNA, as well as the left ventricular
hypertrophy induced by pressure overload. In conclusion, activation of FAK

signaling seems to be important for conferring enhanced mitochondrial biogenesis
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coupled to the hypertrophic growth of cardiomyocytes in response to mechanical

stress, via control of mitochondrial transcription cascade.

Keywords: mechanical stress, heart, signal transduction, mitochondria,

hypertrophy.

INTRODUCTION

Mechanical stress induced by hemodynamic overload plays a prominent
role in the development of left ventricular (LV) hypertrophy and in the transition
from functional and clinical compensated state to heart failure in common forms of
cardiac disease (12). At the cellular level, the hypertrophic growth of
cardiomyocytes is the initial dominant response to hemodynamic overload while
the progression to dysfunction and clinical heart failure are related to degeneration
and loss of cardiomyocytes as well as myocardial fibrosis (5). Increases in the
number and activity of mitochondria provide the energy indispensable for the
anabolic effect of hypertrophic growth, but in the settings of chronic overload
changes of mitochondria function can be detrimental, contributing to degeneration

of hypertrophic cardiomyocytes (14, 25, 27, 28).

Several studies have implicated the transcriptional coactivator PGC-1a
(peroxisome proliferator-activated receptor coactivator) as a regulator of genes
responsible for the maintenance of mitochondrial oxidative capacity and energy
transduction either at baseline or in response to increased energy demand in adult
hearts (1, 7, 28). Accordingly, the levels of PGC-1a gene expression correlate to
the mitochondrial oxidative capacity in both healthy and failing rat hearts subjected
to chronic pressure overload (11). As a result of cardiac-specific overexpression of
PGC-1a the number and size of mitochondria are increased in mice
cardiomyocytes, concomitant with upregulation of genes associated with

mitochondrial biogenesis.
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However, cardiac-specific overexpression of PGC-1a in adult mice is
associated with abnormalities in the mitochondria ultrastructure and
cardiomyopathy (13, 22). Interestingly, deficiency in PGC-1a is also associated
with accelerated dysfunction of the mechanically overloaded mice left ventricle,
despite the lack of changes in the number of cardiac mitochondria (1, 2, 15).
PGC-1a exerts control over nuclear and mitochondria transcription factors,
including Nuclear Respiratory Factors (NRF-1, NRF-2) and mitochondrial
transcription factor A (Tfam) (29). PGC-1a activation of NRF-1 and NRF-2
expression, as well as its direct coactivation of NRF-1 induces the expression of

mitochondrial and nuclear genes central to mitochondrial biogenesis (23).

However, there is no clear understanding of the upstream signaling
mechanisms involved in the activation of mitochondria transcriptional cascade in

response to the many conditions associated with increased energy demand.

Sustained mechanical stress, as other stimuli that increase energy
demand, enhances the functional mass of mitochondria in cardiomyocytes (20).
However, the mechanisms linking mechanical stress to the enhanced
mitochondrial biogenesis of cardiomyocytes are yet unclear. Evidence has
emerged that focal adhesion kinase (FAK) plays a critical role in linking events
initiated by mechanical stress to the hypertrophic responses in cardiomyocytes
(3, 18, 26). Accordingly, depletion of FAK has been shown to prevent the left
ventricular hypertrophy induced by pressure overloaded in mice (3, 19).
In particular, several ultrastructural abnormalities were found in cardiac
mitochondria of FAK conditional knockout mice model, suggesting a possible
coupling between signaling mediated by FAK and mitochondrial biogenesis (19).
Furthermore, marked up-regulation of proteins of mitochondrial respiration and the
content of contractile proteins can be induced by FAK overexpression in rat soleus
muscle (6), supporting its involvement in the mechanisms that control
mitochondrial biogenesis in skeletal muscle fibers. Given these results we
hypothesized that a coupling between FAK and the PGC-1a/NRF cascade might

connect mechanical stimuli and mitochondrial biogenesis in cardiomyocytes.
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To test this hypothesis, we examined whether FAK depletion induced by RNAI
would interfere in the mitochondrial biogenesis of cardiomyocytes undergoing
prolonged cyclic stretch. This was assessed in a neonatal rat ventricular myocyte
model cultured in silicone plates as well as in the left ventricle of mice subjected to

mechanical stress induced by transverse aortic constriction.

MATERIALS AND METHODS
Antibodies and Chemicals

Bioflex (Flex 1) collagen (type ) culture plates were from Flexcell
International; Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), OPTI-MEM®, fetal
bovine serum were from GIBCO BRL; pancreatin and collagenase type Il were
from Worthington. Polyclonal rabbit antibodies against FAK (sc558),
pFAK(sc11765), GAPDH(sc25778), PGC-1a. (sc13067), NRF-1 (sc33771) and
COX-IV (cytochrome oxidase subunit IV, sc58348) were from Santa Cruz
Biotechnology. Trizol, Phenol and Super Script I were from Invitrogen.
Super Signal west Pico Cheluminescent Substract and Ampliscribe T7 high yield
transcription were from Epicentre. HEPES, phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF),
aprotinin, dithiotreitol, Triton X-100, Tween 20, glycerol, fluorescein isothiocyanate-
conjugated (FITC) secondary antibodies and rhodamine-conjugated phalloidin and

BSA (fraction V) were from Sigma.

Lipofectamine Plus was from Life Technologies. Nitrocellulose
membrane (Hybond ECL, 0.45 um) was from Amersham; protein A Sepharose
6 MB was from Pharmacia; primers for GAPDH, ANF, Tfam, D-loop and 18S and
the TagMan reagents kit were from Applied Biosystems and SyBr Green Reagents

Kit and Mito Tracker were from Invitrogen.
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Transverse aortic constriction in mice

Housing, handling, and experimental procedures in mice and neonatal
rats followed the recommendations written in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, published by the National Institutes of Health [DHEW
Publication No. 127 (NIH) 85-23, Revised 1996, Office of Science and Health
Reports, DRR/NIH, Bethesda, MD] and were approved by the Animal Care and
Use Committee of the State University of Campinas. Swiss mice (6-8 week old)
were subjected to procedures such as jugular vein catheterization, aortic banding
and echocardiographic examination under anesthesia with a mixture of ketamine
(100mg/Kg) and xylazine (5mg/Kg). For the injections of siRNA, the jugular vein
was cannulated with a flame stretched PE50 polyethylene tube. Aortic banding was
performed by transverse aortic constriction (TAC) by tying a 7-0 nylon thread
against a 27-gauge needle. Transconstriction systolic gradient was assessed by
blood pressure monitoring in the right carotid and the right femoral arteries through
intra-arterial catheters. The blood pressure recordings were obtained from COBE
transducers 138 (Arvada, USA), connected to a GP4A Stemtech amplifier
(Stemtech, USA). The amplifier output was connected to an analog-to-digital board
and this to a computer loaded with WINDAQ-PRO Data Acquisition software
(DATAQ Instruments, USA).

Pulsatile blood pressure from carotid and femoral catheters were

recorded in individual channels and sampled at 100-Hz.

Echocardiography

2D and M-mode echocardiography were performed in anesthetized mice
with a 12-MHz probe connected to a Toshiba Power Vision system by a blinded
observer at 15 minutes after the induction of anesthesia, as previously
published(3).
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Short axis measurements were taken at the level of the midpapillary
muscle. Three measurements were taken at end-systole and end-diastole to

determine left ventricular diastolic and systolic diameter and wall thickness.

Gravimetry

The left ventricle was removed, cleansed and weighed to determine the

relative left ventricle weight to body weight ratio (mg/g).

Cardiomyocytes culture

Primary 152 cultures of neonatal rat ventricular myocytes (NRVM) were

prepared from 1-to 2-day-old Wistar rats, as previously reported(26).

Each culture used about 70 neonatal rat hearts. The myocytes were
isolated by digestion with pancreatin and type 2 collagenase, purified on a
discontinuous Percoll gradient, suspended in plating medium containing 10% horse
serum, 5% fetal bovine serum, 0.5% penicillin-streptomycin and plated in type |
collagen Bioflex plates at 5 x 105 cells/well. After 48 h, the medium was replaced
with serum-free DMEM and incubated for 24 h under 95% air-5% CO2 before the

experimental procedure.

Cell stretching

NRVM cultured in Bioflex were changed to serum-free medium and
stretched in a Flexcell FX-3000 strain unit by 10% above the initial length at a
frequency of 1 Hz (0.5 s of stretch and 0.5 s of relaxation) for up to 12 hours.
Control non-stretched NRVM were cultured in Bioflex in serum-free medium.

At the conclusion of the experimental protocols, cells were scraped from

Anexo 1
153



membranes, lysed and used as total extracts or cellular fractions for
immunoblotting, immunoprecipitation or pull down assays. Some cell cultures were

fixed for analysis by fluorescence microscopy.

Subcellular fractionation

NRVM were washed in 0.5ul of buffer A (10mM HEPES, 1.5mM MgCl,,
10mM KCI, 0.5mM DTT, 0.05% NP40, 1mM PMSF, and 0.1mg/ml aprotinin
pH 7.9), scrapped thoroughly and left on ice for 10 min. The extracts were
centrifuged at 3000rpm for 10 min 40°C to obtain the precipitates containing the
nuclear fraction. The supernatant, which was enriched with soluble proteins, was
saved as cytosolic fraction at -700C. The pellet containing the nuclear fraction was
resuspended in 188yl of buffer B (6mM HEPES, 1.5mM MgCl,, 0.2mM EDTA,
0.5mM DTT, 26% glycerol (v/v), 1mM PMSF, and 0.1mg/ml aprotinin, pH 7.9.)
and 12pl of 5M NaCl to give 300mM NaCl. This suspension was homogenized with
20 full strokes in Dounce and left on ice for 30 min before centrifugation at
24,000 x g for 20 min at 40°C and the supernatant was sav 177 ed as nuclear
extracts. Protein concentrations of the cytosolic and nuclear extracts were obtained

by Bradford assay.

Protein analyses by immunoblotting

Extracts of NRVM or mice left ventricle were harvested in buffer (100mM
Tris-HCI pH 7.4; 100mM NaHPO4; 100mM sodium fluoride; 10mM EDTA; 10mM
Na3VvO4; 2mM PMSF; 0,2mg/ml aprotinin, 10% Triton-X 100) and cleared by
centrifugation at 11.000rpm, 4°C. Extracts containing equal amounts of total protein
(50ug) were resolved in 8% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
membranes. After blocking with 5% nonfat milk solution for 30 minutes,
the membranes were incubated with primary antibodies in 3% nonfat milk solution

overnight at 4°C. Proteins were detected using ECL. Quantification of bands was
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performed using ImagedJ (NIH). Signals from phosphoproteins were normalized to
the total protein obtained from blots with specific antibody. Blots were striped and

probed with GAPDH antibody to confirm equal loading.

Immunoprecipitation

Aliquots of NRVM nuclear extracts containing 50ug protein were used
for immunoprecipitation with specific antibody (2ug/uL) at 4°C overnight, followed
by the addition of protein A-Sepharose 6MB for 2h. The pellets were washed three
times in ice-cold buffer (0.5% Triton X-100, 100mm Tris (pH 7.4), 10mm EDTA,
and 2.0mm sodium vanadate). After washing, the pellet was ressuspended in
Laemmli’s sample buffer (25) containing 10mM dithiothreitol and heated in a boiling
water bath for 5 minutes. The samples were subjected to SDS-PAGE (10% bis
acrylamide) followed by electrotransfer of proteins from the gel to the nitrocellulose
membrane which were preincubated in blocking buffer (5% BSA, 10mm Tris,
150mm NaCl, and 0.02% Tween 20 for 2h. and incubated with the appropriate
antibody diluted in blocking buffer (3% BSA instead of nonfat dry milk), overnight at
4°C and washed for 15 min with the blocking buffer without BSA.

siRNA Synthesis and Treatment

Protocols for the synthesis of siRNA targeted to mouse and rat FAK
gene, transfection of NRVM and injections in adult mice were performed as

previously reported (3, 19).

Immunofluorescence staining of NRVM

Cultured cardiomyocytes were fixed in a solution containing 4%
paraformaldehyde (pH 7.4). After washing with 100mM glycine solution (pH 7.4),
cardiomyocytes were permeabilized with 1% Triton X-100 and rinsed with PBS

containing 3% wt/vol BSA. Primary antibody against FAK was used in a dilution of
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1:100 and incubated overnight at 4°C. After being washed, cells were incubated
with secondary antibody labeled with FITC for 2h at room temperature, washed
and mounted onto glass slides. The cardiomyocytes were analyzed by
fluorescence microscopy (Leica DMI4000B). For the analysis of cell surface area
cultures were fixed and immunostained with phalloidin and the nuclei were
identified using DAPI. Cell surface area was obtained by the analysis of individual
cardiomyocytes with the software Leica Q Win. At least 250 cells were counted for
each treatment. To examine the effects of prolonged stretch in the morphology of

cardiomyocytes, cells underwent continuous cyclic stretched (10%) for 12h.

Mitochondria labeling

NRVM were plated at 1x105 cells/well and allowed to attach for 3 days
prior to cyclic stretch protocol (10%, 12h). At the end of cell stretching protocol
NRVM were exposed for 30 min to live cell staining solution containing
mitochondrial membrane potential dye (Mito Tracker Green) prior to formaldehyde
fixation. 250 cells for each group were analyzed using a 40X objective using the
QWin Pro version 3.41. Leica. We then estimated the relative area occupied by
mitochondria by assessing the green fluorescence intensity in respect to cell

surface area of individual cardiomyocytes.

RNA and DNA extraction

DNA extraction was performed by standard phenol/chloroform
procedure. For gene expression quantification, total RNA (2ug) was treated with
DNase | (RNase-free), and reverse-transcribed with random hexamers using

SuperScript Il reverse transcriptase to generate cDNA.
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Real time PCR

Aliquots (4pg) of total RNA were used for cDNA synthesis with the
Superscript pre amplification system according to the manufacturer's instructions.
Probes for ANF were - sense 5' CCATCACCAAGGGCTTCTTC 3!, antisense 5’
GTGTTGGACACCGCACTGTATAC 3% GAPDH - sense 5'
GGCATTGCTCTCAATGACAA 3', antisense 5’AGGGTGCAGHGGAACTTTATSZ;
D-Loop - sense 5 GGTTCTTACTTCAGGGCCATCA 3', antisense &5
ATCTCGAGGTAACGGGTCTAATC3'; 18S - sense 5'
TAGAGGGACAAGTGGCGTTCT 3’, antisense 5 CGCTGAGC CAGTCAGTGT 3.
The primers and probes for GADPH, 18S, TagMan Reagents kit and SyBr Green
Reagents kit were used according to the manufacturer's instructions.
PCR amplifications were carried out in 96-well plates with the ABI Prism 7700
sequence detection system (Perkin-Elmer Applied Bio-Systems), and the results
were analyzed with a 7500 System SDS Software (Applied Biosystems).
Samples were analyzed in triplicate, and mRNA quantities were normalized against
GAPDH (primer-probe mix from Applied Biosystems) or GAPDH/18S (primer-probe
mix from Invitrogen). Reactions were carried out using the following conditions:
an initial step of 2 minutes at 50°C and 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles
of 15 seconds at 95°C and 1 minute at 60°C.

Determination of ATP levels of NRVM

Cultured cardiomyocytes were washed with cold saline and ground to a
powder under liquid nitrogen. ATP was extracted from powdered cell suspended in
1mL of extraction buffer (50mmol L-1 K;HPO4 and 25mmol L-1citric acid; pH 4.5).
The mixture was placed in a water bath (80°C) during 2 minutes to deactivate any
biological process that could degrade the ATP. After vortex mixing, samples were
added with additional 3mL of extraction buffer and then 1mL of the suspension was
centrifuged (8000rpm, 4 minutes). Samples of 200uL of this suspension were

mixed with 20ul of 2-chloroacetaldehyde solution and heated at 80°C for
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20 minutes. Aliquots of 25ul of the reaction mixture were then resolved by high
performance liquid chromatography (HPLC). The fluorescence of derivatized ATP
was detected with excitation and emission wavelengths set at 280 and 420nm,

respectively.

Chromatographic separation of ATP was achieved at room temperature,
using a reversed-phase Cosmosil 5C18-MS column (150x4.6mm i.d.; Suym particle
size) with a Cosmosil guard column (5C18-MS 10x4.6mm). The column was
equilibrated and eluted under gradient conditions using a flow rate of 1.0ml/min.
The standards and samples were separated using a gradient mobile phase
consisting of methanol (A) and extraction buffer (B), which was prepared
immediately before passing through a 0.45um filter. The gradient condition was:
0-4 minutes 2% A; 4-12 minutes linear gradient 2-15% A; 17-18 minutes
reconditioning step of the column was 2% A isocratic for 2 minutes.
The chromatographic run time for each analysis was 20 minutes. Aliquots of 25l

were injected into HPLC system.

Statistical analysis

The statistical analysis of the immunoblottings, quantitative real time
PCR and immunofluorescence staining were performed with the actual reading
values (i.e. densitometric readings, relative quantity in respect to GAPDH
transcripts and immunofluorescence intensity, respectively). Differences among the
mean * SE values were tested with ANOVA and Bonferroni's multiple-range test.
The level of significance was set at P<0.05. Data are presented as the relative
changes in respect to values of non-stretched NRVM which were considered to be

1 for the various experimental data.
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RESULTS

Cyclic stretch induces mitochondrial biogenesis in NRVM To establish
whether cell stretching might induce mitochondrial transcription cascade in NRVM,
we initially examined the expression of PGC-1a and NRF-1 in cells exposed to
cyclic stretch over 2 to 12h. Data shown in Figure 1A indicate that the levels of
PGC-1a were already significantly increased 2h following cell stretching and
remained increased over the next 12h. The level of NRF-1 increased in a manner
consistent with its induction by PGC-1a. (Figure 1B). Western blotting with antibody
targeted to GAPDH was used as loading control for immunoblottings of
PGC-1a and NRF-1. Furthermore, we measured the transcripts of Tfam which
were found to be increased after 6 and 12h following cell stretching (Figure 1C).
To obtain further evidence regarding the activation of the transcriptional regulatory
pathways of mitochondria in stretched NRVM we examined the subcellular
distribution of PGC-1a and the association between PGC-1a and NRF-1 in the
nuclear extracts of stretched as compared to non-stretched NRVM. PGC-1a
was most present in the nuclear fraction of both non-stretched and stretched
NRVM (Figure 1D). Cyclic stretch lasting for 2h resulted in marked increases of
PGC-1a in the nuclei of NRVM. Immunoblots performed with antibodies targeted to
myosin and histone H-1 were used as controls to confirm the extracts enrichment
of cytosolic and nuclear proteins, respectively. Data from co-immunoprecipitation
experiments indicated that cyclic stretch enhanced the association between
PGC-1a and NRF-1 in the nuclei of NRVM (Figure 1E). Comparisons with the
amount of NRF-1 expressed in the whole extracts of NRVM, indicated that the
fraction of NRF-1 associated with PGC-1a is markedly increased in the nuclei of
stretched as compared to non-stretched NRVM. Moreover, comparisons of the
amount of 300 NRF-1 in anti-PGC-1a precipitates with the amount NRF-1 in total
extracts indicate that ~60% of total NRF-1 is associated with PGC-1a in stretched
cardiomyocytes. The specificity of the NRF-1/PGC-1a co immunoprecipitation was
confirmed in assays with beads only. To determine whether the upregulation of the

mitochondrial transcription cascade is reflected in an increased mitochondrial

Anexo 1
159



biogenesis, we quantified the relative mtDNA versus genomic DNA, the expression
of mitochondrial component of cytochrome oxidase subunit IV (COX-IV) and the
relative area occupied by mitochondria in stretched as compared to
non-stretched cells. Data shown in Figure 2A indicate that cell stretching (12 h)
induced the relative amount of mtDNA to double over the baseline values.
Parallel increases occurred in the amount of COX-IV (Figure 2B) and in the relative
area occupied by stained mitochondria in stretched NRVM (Figure 2C). Panels D
and E of Figure 2 show representative examples of Mito Tracker labeled
non-stretched and stretched NRVM, respectively. Next, we confirmed previous
demonstration (18) that prolonged cell stretching induces hypertrophic growth of
NRVM, as assessed biochemically by quantitation of ANP and morphologically by
quantitation of NRVM surface area. Consistent with previous studies,
ANP transcripts (Figure 2F) and the cell surface area (Figure 2G) were enhanced
in response to cyclic stretch in NRVM. Panels H and J of Figure 2 show
representative examples of phalloidin stained non-stretched and stretched NRVM,

respectively.

FAK is activated and interacts with PGC-1a. in the nuclei of NRVM.
A role for FAK has been reported in the hypertrophic growth of cardiomyocytes in
323 response to mechanical stress (3, 18, 26). Figure 3A shows that cyclic stretch
lasting from 2 to 12h enhanced F 324 AK phosphorylation at Tyr397 but not FAK
expression in NRVM. Supplemental Figure 1S shows validation data for the
anti-FAK antibody used in this study. Furthermore, we show that cyclic stretch
induced FAK to relocate to the nuclei of NRVM, as indicated in the imaging data
shown in Figure 3 B-E. These data were confirmed by assays performed with
subcellular fractions of cell extracts. Data shown in Figure 3F indicate that the
amount of FAK was increased in the nuclear fraction of stretched over the
non-stretched NRVM. By using co-immunoprecipitation assays we demonstrated
that PGC-1a associates with FAK and that cyclic stretch markedly enhanced this
association in parallel with the increases in PGC-1a expression in NRVM

(Figure 3G). The specificity of the FAK/PGC-1a co-immunoprecipitation assay was
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confirmed by assays with beads only. Comparisons of the amounts of nuclear and
cytosolic PGC-1a precipitated by anti-FAK antibody with those found in total NRVM
extracts indicate that a minor fraction (~30%) of total PGC-1a associated with FAK

either in non-stretched or stretched NRVMs.

The interaction between FAK and PGC-1a was further suggested by the
demonstration here that the C-terminal domain of FAK, but not the FERM or the
kinase 340 domains is precipitated by PGC-1a from nuclear extracts of NRVM.
Comparison of the amount of PGC-1a precipitated by FAK C-terminal domain with

that immunoprecipitated by anti-FAK antibody is shown in Figure 3H.

FAK mediates the stretch-induced hypertrophy and mitochondrial
biogenesis in NRVM. To determine whether signaling mediated by FAK is required
to the activation of mitochondrial transcription cascade in response to cyclic
stretch, NRVM were depleted of FAK by RNA interference. Consistent with
previous studies(18), treatment of cells with siRNA targeted to FAK markedly
reduced FAK protein expression in non stretched and stretched NRVM, compared
with cells treated with siRNA targeted to GFP (Figure 4A). FAK depletion reduced
the basal levels of PGC-1a and NRF-1 as well as their upregulation in stretched
NRVM (Figure 4B-C). In addition, FAK depletion inhibited the increases in
PGC-1a and NRF-1 association induced by cyclic stretch in the nucleus of NRVM
(Figure 4D).

FAK depletion did not change the basal levels of mtDNA (Figure 5A),
COX-IV expression (Figure 5B) and the relative area occupied by stained
mitochondria in NRVM (Figure 5C-G), but suppressed their increases in stretched
NRVM. Given that mitochondria are the major source of energy in cardiomyocytes,
we next examined whether the attenuation of mitochondrial biogenesis induced by
FAK depletion was accompanied by changes in the amount of ATP in NRVM.
Data shown in Figure 5H indicate that cyclic stretch reduces the levels of ATP in
NRVM in culture by ~20%. FAK silencing did not change the amount of ATP in
non-stretched NRVM. However, FAK depletion added to the effect of cell stretching
by further reducing the ATP levels in stretched NRVM.
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Depletion of FAK was shown to attenuate the increases in the amount of
ANP transcripts (Figure 51) and in the size (Figure 5J) of NRVM induced by cyclic

stretch.

FAK depletion attenuates the increases of mitochondrial transcription
cascade and biogenesis in overloaded left ventricle of mice.

To investigate if signaling mediated by FAK can affect mitochondrial
transcription cascade and biogenesis in the overloaded left ventricle, FAK was
transiently depleted in mice left ventricle by a previously validated (3) in vivo RNA
interference-based approach. We confirmed the transient depletion of FAK induced
by siRNA in the left ventricle of TAC mice by quantitating the transcripts of FAK in
mice left ventricle (Figure 6A). FAK depletion was shown to transiently attenuate
the load induced left ventricular hypertrophy while FAK was depleted, as evidenced
by gravimetry (Figure 6B), M-mode echocardiography (Figure 6C) and the

expression of myocardial ANP (Figure 6D), as previously demonstrated (3).

Next we examined if PGC-1a and NRF-1 can be regulated by pressure
overload in mice left ventricle and if FAK signaling mediates these changes.
As shown in Figure 7A, the amount of PGC-1a increased 3.5-fold in the left
ventricle of 7 day-TAC over the control mice. Upregulation of PGC-1a persisted
over 21 days after TAC. The level of NRF-1 also increased in a manner consistent
with its induction by PGC-1a (Figure 7B) after TAC, indicating the activation of
mitochondrial transcription cascade in overloaded left ventricle. Data in
Figures 7A-B also indicate that FAK knockdown transiently suppressed the
load-induced upregulation of PGC-1a and NRF-1 in mice left ventricle. Western
blotting with antibody targeted to GAPDH (Figure 7C) was used as loading control
for immunoblottings of PGC-1a and NRF-1. We then examined whether
mechanical stress can affect mtDNA replication in mice left ventricle. As shown in
Figure 7D, pressure overload progressively increased mtDNA in mice left ventricle
up to 21 days following TAC. Depletion of FAK, transiently suppressed the
load-induced increases in mtDNA replication in the left ventricle up to 15 days after
TAC.
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DISCUSSION

Previous studies in isolated cardiomyocytes and in animal models of
heart diseases have yielded evidence of FAK as an important mediator of
cardiomyocyte response to mechanical stress (3, 10, 18, 19, 26). New findings of
the present study indicate a role for FAK in the signaling mechanisms that regulate

the mitochondrial biogenesis in cardiomyocytes in response to mechanical stress.

FAK and mitochondrial biogenesis in cardiomyocytes

Depletion of FAK was shown here to attenuate the hypertrophic
responses of NRVM and mice left ventricle to mechanical stress, as reported

previously (3, 18, 19).

This effect has been attributed to defective activation of Erk1/2,
P13 Kinase/AKT and mTOR/S6K signaling systems in response to mechanical
stress (9, 10). Apart from mediating the hypertrophic response, FAK was shown
here to mediate the increases in the mitochondrial biogenesis in response to cyclic
stretch. Moreover, data from biochemical studies led us to conclude that FAK
stimulates the stretch-induced mitochondrial biogenesis by upregulating the
mitochondria transcription cascade namely PGC-1a, NRF and Tfam. In line with
this conclusion, depletion of FAK potentiated the reduction of the ATP levels
induced by cyclic stretch in the model system of cultured NRVM. Notably,
comparable reductions in cardiomyocyte ATP levels were reported in
cardiomyocytes that lack PGC-1a (1, 14).

Evidence supported by data from co-immunoprecipitation and pull-down
assays indicated that FAK may complex with PGC-1a in the nuclei of stretched
cardiomyocytes, implying a direct influence of FAK in the transcriptional events
modulated by PGC-1a in stretched cardiomyocytes. Consistent with this, FAK has
been shown to re-locate to the nucleus of stretched cardiomyocytes and to

regulate chromatin remodeling and transcription in muscle cells (8, 17). Given that
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the levels of PGC-1a are subjected to a positive autoregulatory loop, it is tempting
to speculate that the lack of PGC-1a upregulation in cardiomyocytes depleted of
FAK would reflect the disruption of a nuclear complex involving FAK and
PGC-1a. However, our present data do not 18 exclude the possibility that
intermediate signaling events contribute to the regulation of PGC-1a downstream
to FAK.

Effects of FAK depletion in overloaded left ventricle

Despite the lack of appropriate hypertrophic response, function was
found to be preserved in the overloaded left ventricle transiently depleted of FAK,
as previously demonstrated (3). This would suggest that depletion of FAK may
attenuate the adverse effects of pressure overload on LV function. The beneficial
effects of FAK depletion may be partially mediated by an attenuation in the
interstitial fibrosis in overloaded myocardium (3). Accordingly, signaling mediated
by FAK has been shown to play a critical role in the myocardial fibrogenesis that
occurs in response to mechanical overload (4, 16). However, depletion of FAK may
also attenuate intrinsic abnormalities of overloaded cardiomyocytes. In line with
this, FAK depletion has been demonstrated to attenuate the hypertrophic growth
induced by mechanical stress without affecting cell viability or contractile function
of overloaded cardiomyocytes (3, 18). Our findings here that depletion of FAK did
not affect the function of overloaded left ventricle, despite the attenuation in
mitochondrial biogenesis may suggest that modulation of load-induced
mitochondrial biogenesis would contribute to the beneficial effects of FAK depletion
in overloaded left ventricle. Indeed, available data imply massive activation of
mitochondrial biogenesis as a mechanism that is detrimental to cardiac function
(13).

Increased mitochondrial mass could reduce the contractile efficiency by
displacing sarcomeres, but it may also lead to myocardial oxidative stress,

which would induce cell loss in the early period of pressure overload (22, 24, 28).
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Conceivably, FAK depletion may contribute to mitigate those functional and
structural abnormalities of overloaded cardiomyocytes by modulating the excessive
mitochondrial biogenesis. Intriguingly, however, cardiomyocytes depleted of FAK
were shown here to be unable to sustain the ATP levels when subjected to
mechanical stress, which is expected to be detrimental rather than beneficial to
contractile function and cell viability. We speculate that the reductions of ATP
levels in response to cyclic stretch might be related to peculiarities of cultured
cardiomyocyte system model which may be susceptible to stimuli that enhances
the energy demand. To date, hypertrophying cardiomyocytes have a high oxygen
demand that may not be met by cell culture techniques (21). However, this issue
will need to be explored in intact left ventricle to confirm whether the attenuation in
mitochondrial biogenesis after FAK depletion is sufficient to reduce the ATP levels

of mechanically stimulated cardiomyocytes.

In conclusion, the data from this study provide a rationale for a distinct
role of FAK in mediating the activation of mitochondrial transcription cascade in
response to mechanical stress. Notably, our data support the notion that the
negative modulation of mitochondrial biogenesis by FAK depletion may be
dependent on a disruption of a nuclear complex involving FAK and PGC-1a. Future
studies should establish if the modulation of mitochondrial mass results in

beneficial effects to overloaded left ventricle.
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LEGENDS

Figure 1- Cyclic stretch activates mitochondrial transcription cascade in
NRVMs

(A) Immunoblots and graphs (n=5 cultures for each time point) showing
relative changes in PGC-1a and NRF-1 (B) induced by cyclic stretch (2-12hs) in
respect to values of non-stretched (NS) cells. Anti-GAPDH immunoblots for the
same samples demonstrate equal protein loading. (C) Graph (n=5 cultures each
time point) shows the relative changes of Tfam normalized by GAPDH transcripts
(RQ) from samples of stretched as compared to non-stretched NRVM.
(D) Representative immunoblot and average (5 cultures) changes of PGC-1a
protein in the cytosolic and nuclear extracts of stretched (ST) as compared to NS
NRVM. (E) Representative anti-NRF-1 immunoblot from samples of total extract
and anti-PGC-1a precipitates from NS and ST NRVM (pool of 3 cultures).
Assay performed with beads only was used as control for the co

immunoprecipitation assay. *p<0.05 vs NS.

Figure 2- Cyclic stretch induces mitochondrial biogenesis in NRVMs

(A) Graph shows the changes in D-loop normalized by 18S transcripts
of ST as compared to NS NRVM (n=6 cultures each experimental group).
(B) Representative immunoblot and graph indicating the change in the expression
of subunit IV of cytochrome oxidase in NS and ST NRVM (n=3 cultures each
experimental group); (C) Graph indicating change in the area of Mito Tracker green
stained mitochondria in ST, as compared to NS NRVM (n=250 cells each
experimental group). (D, E) Fluorescence images of NS and ST (12h) NRVM
loaded with Mito Tracker green. (F) Changes of the relative quantity (RQ) of ANP
in respect to GAPDH transcripts in ST as compared to NS NRVM (n=5 cultures
each experimental group). (H) Graph indicates changes in the average surface

area in ST as compared to NS NRVM (n=250 cells each experimental group).
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(I-J) Representative examples of N S and ST NRVM stained with rhodamine
conjugated phalloidin. *p<0.05 vs NS.

Figure 3- FAK is activated and interacts with PGC-1a in the nuclei of NRVM

(A) Representative examples of immunoblots performed with antibodies
targeted to FAK and pFAK. Graph indicate the changes in the values of FAK/pFAK
ratio in ST (2-12hs) as compared to NS NRVM (n=6 cultures each time point).
(B-E) Imaging data of NS and ST (2h) NRVM double-labeled with anti-FAK
antibody and phalloidin. (F) Representative immunoblots of anti-FAK antibody and
changes of FAK protein levels in the cytosol and nuclear extracts of NRVM (n=4
cultures each experimental group). (G) Representative anti-NRF-1 immunoblot
from samples of total extract and anti-FAK precipitates from nuclear and cytosolic
extracts of NS and ST NRVM (pool of 4 cultures). Control for the
immunoprecipitation assay was obtained with beads only. (H) Anti-PGC-1a
immunoblotting from pull-down assays performed with recombinant C terminal FAK
and NRVM nuclear extracts as compared with immunoprecipitates of anti-FAK

antibody (pool of 4 cultures). *p<0.05 vs NS. #p< 0.05 vs NS.

Figure 4- FAK mediates the stretch-induced hypertrophy and mitochondrial
biogenesis in NRVM

(A) FAK protein expression in NS and ST NRVM, treated with siFAK as
compared with cells treated with siGFP (n=6 cultures each experimental group).
(B) PGC-1a. protein expression in NS and ST NRVM treated with siFAK,
as compared with cells treated with siGFP (n=6 cultures each experimental group).
(C) NRF-1 protein expression in NS and ST NRVM, treated with siFAK compared
with cells treated with siGFP (n=6 cultures each experimental group).
(D) Co immunoprecipitation assays of PGC-1a and NRF-1 performed with nuclear
extract of NS and ST NRVM treated with siFAK or siGFP (n=6 cultures each
experimental group). *p<0.05 vs siGFP NS. #p<0.05 vs siGFP ST.
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Figure 5- Depletion of FAK attenuates the stretch-induced mitochondrial
biogenesis and hypertrophy in NRVM

(A) Graph shows the changes in D-loop normalized by 18S transcripts
of ST as compared to NS NRVM treated with siRNA targeted to FAK or GFP
(n=6 cultures each experimental group); (B) Representative immunoblot and graph
indicating the changes in the expression of subunit IV of cytochrome oxidase in NS
and ST NRVM treated with siRNA targeted to FAK or GFP (n=3 cultures each
experimental group); (C-F) Representative examples of NS and ST NRVM treated
with siFAK and siGFP labeled with Mito Tracker. (G) Graph indicating change in
the area of Mito Tracker green stained mitochondria in ST, as compared to NS
NRVM treated with siRNA targeted to FAK or GFP (n=250 cells each experimental
group). (H) Amount of ATP in NS and ST NRVM treated with siFAK or siGFP
(n=6 cultures each experimental group). (I) Changes of the relative quantity (RQ) of
ANP in respect to GAPDH transcripts in ST as compared to NS NRVM treated with
siRNA targeted to FAK or GFP (n=6 cultures each experimental group). (J) Graph
indicates changes in the average surface area in ST as compared to NS NRVM

treated with siRNA targeted to FAK or GFP (n=250 cells each experimental group).
*p<0.05 vs siGFP NS.#p<0.05 vs siGFP.

Figure 6- FAK depletion attenuates load-induced left ventricular hypertrophy

Data from sham operated (SO) and aortic banded mice (1 to 21 days
after transverse aortic constriction - TAC). (A) RQ of FAK transcript in the left
ventricle of aortic banded (TAC) and sham-operated (SO) mice treated with siFAK
or siGFP (n=9 hearts each experimental group). (B) Bar graph shows the average
values left ventricle /body mass ratio from TAC and SO mice treated with siRNA
targeted to FAK or GFP (n=9 hearts each experimental group).
(C) Echocardiographic values of posterior wall thickness (LVWT) from the groups
of mice showed in B. (D) RQ of ANP in respect to transcripts of GAPDH as a
relative change compared to calibrator sample (SO, siGFP) obtained by real
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time-PCR. Groups are the same as the ones of B. *p<0.05 vs SO. #p<0.05 vs TAC siGFP

with the corresponding group.

Figure 7- FAK depletion attenuates the activation of mitochondrial
transcription cascade in the left ventricle of TAC mice

(A) Immunoblots and graphs showing relative changes in PGC-1a and
NRF-1. (B) induced by TAC in the left ventricle of mice treated with siRNA targeted
to FAK or siRNA targeted to GFP. (C) Anti-GAPDH immunoblots used as loading
controls for the immunoblots shown in A and B. (D) Graph shows the changes in
D-loop normalized by 18S transcripts of left ventricles from TAC mice treated with
siRNA targeted to FAK or siRNA targeted to GFP. These data were obtained with
samples from 9 hearts each experimental group. *p<0.05 vs SO. #p<0.05 vs TAC siGFP

with the corresponding group.
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