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RESUMO

A tirosino-quinase de adesdo focal (FAK) tem papel critico na mediacdo da migragdo,
sobrevivéncia e proliferagcdo celular. Estudos anteriores de nosso laboratério demonstraram
que a FAK ¢ ativada pelo estresse mecanico em midcitos cardiacos e que ela se co-
imunoprecipita com a miosina sarcomérica. No presente trabalho foi demonstrado que o
dominio FERM da FAK medeia a interacdo com a miosina sarcomérica, sendo que esta
interacdo leva a inibicdo da autofosforilacio da FAK, enquanto que a ativacdo prévia da
FAK reduz sua interagdo com a miosina in vitro. Ensaios de cross linking acoplado a
espectrometria de massas e espalhamento de raios X a baixos angulos demonstraram que a
miosina interage em uma fenda localizada entre os subdominios do dominio FERM.
Experimentos de microscopia confocal demonstraram que estas proteinas estdo co-
localizadas em midcitos cardiacos de ratos neonatos e adultos. Ensaios de
imunoprecipitacdo revelaram que aproximadamente 40% da FAK estd basalmente
associada a miosina sarcomérica enquanto que, apds o estiramento celular esta associagao
reduziu paralelamente a ativacdo da FAK. A porcentagem de FAK associada a miosina ndo
se alterou com a ativagdo da FAK apds tratamento com fenilefrina, diferente da ativacdo
pelo estresse mecanico. A interferéncia na interacdo FAK/miosina pelo silenciamento
génico da miosina culminou com a ativagdo da FAK e o tratamento dos midcitos cardiacos
com o peptideo FP-1, derivado do subdominio F2 do dominio FERM, levou a uma
diminui¢do na interacdio FAK/miosina e ao aumento na fosforilacao/ativacdo da FAK. O
tratamento prolongado com FP-1 resultou em hipertrofia dos midcitos cardiacos de ratos
neonatos, efeito concomitante a ativagdo da via de sinalizacdo Akt, TSC2 e S6Kinase.
Tanto o silenciamento da FAK quanto o tratamento com rapamicina bloquearam a
hipertrofia decorrente do tratamento com FP-1. Os dados deste trabalho indicam que a
interacdo da FAK com a miosina sarcomérica € sensivel ao estresse mecanico e que possui
papel regulatério na manutencdo da quiescéncia basal da FAK e no controle das vias de
sinalizacdo mediadas por esta quinase, como a via de crescimento celular

AKT/mTOR/S6Kinase, em midcitos cardiacos em cultura.

Palavras chave: Sinalizacdo Celular, Mecanotransdu¢do, Quinase de Adesao Focal,

Miosina, Midcitos Cardiacos.
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ABSTRACT

The Focal Adhesion Kinase (FAK) plays a critical role in mediating the migration, survival
and cell proliferation. Previous studies from our laboratory demonstrated that FAK is
activated by mechanical stress in cardiac myocytes and it co-immunoprecipitate with
sarcomeric myosin. Here, we demonstrated that the FAK FERM domain mediates the
interaction with sarcomeric myosin, and that this interaction leads to inhibition of FAK
autophosphorylation in vitro, whereas the previous activation of FAK reduces its affinity to
myosin. A model based on small angle X-ray scattering analyses and crosslinking
technology coupled with mass spectrometry indicated that a cleft in FERM domain is
critical to the interaction of FAK to myosin. Confocal microscopy experiments showed that
these proteins are colocalized in cardiomyocytes of neonatal and adult rats.
Immunoprecipitation assays revealed that approximately 40% of FAK is basally associated
with sarcomeric myosin while cardiomyocyte stretching reduced this association in parallel
with FAK activation. The percentage of FAK associated with myosin was not change in
response to FAK activation by treatment with phenylephrine, unlike in response to FAK by
mechanical stress. The interference in the FAK/Myosin interaction by myosin silencing
approach culminated with the activation of FAK. The treatment of cells with the FP-1
peptide, derived from the FAK FERM domain, lead to a decrease in the interaction with
sarcomeric myosin and an increase in FAK activation. Prolonged treatment with FP-1
resulted in morphological hypertrophy of neonatal rat cardiomyocytes which was an effect
concomitant with activation of the Akt, TSC2 and S6Kinase signaling pathway. Both FAK
silencing and the rapamycin treatment blocked the morphological hypertrophy resulting of
the treatment with FP-1. This study indicated that the interaction of FAK with sarcomeric
myosin is sensitive to mechanical stress and it has regulatory role in maintaining of FAK
quiescence and control of signaling pathways mediated by this kinase, such as cell growth

via AKT/mTOR/S6Kinase in cardiac myocytes in culture.

Keywords: Cellular Signaling, Mechanotransduction, Focal Adhesion Kinase, Myosin,

Cardiomyocytes.
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1.1 Hipertrofia cardiaca

Nas doencas do coracdo, ocorre aumento da massa do miocdrdio (i.e hipertrofia) e
alteracOes de forma e dimensdo das camaras cardiacas (i.e. remodelamento) consequéncia da
atuacdo de fatores como redu¢do da capacidade contratil do miocérdio, aumento da volemia,
aumento da resisténcia ao fluxo de sangue entre compartimentos ou combinacdes destes

fatores.

Apesar de qualquer uma das camaras cardiacas poderem apresentar hipertrofia e
remodelamento, o maior interesse, pela frequéncia e importancia clinica, se concentra na
hipertrofia e remodelamento do ventriculo esquerdo. A presenca de hipertrofia e/ou
remodelamento, independentemente da doenca primdria que os tenha originado, tem grande
impacto na evolugdo clinica de pacientes cardiopatas (Levy et al., 1990; Sutton et al., 1994) e
representam fatores independentes de risco cardiovascular (Levy et al., 1990; Pfeffer and

Braunwald, 1990; Sutton et al., 1994)

O aumento do risco cardiovascular nos pacientes com hipertrofia do ventriculo
esquerdo estd associado a maior predisposi¢do a infartos do miocérdio, ao desenvolvimento
de insuficiéncia cardiaca e ao aparecimento de arritmias ventriculares graves (Lorell and
Carabello, 2000). Da mesma forma, a dilatacdo do ventriculo esquerdo correlaciona-se com o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e arritmias graves (Pfeffer and Braunwald, 1990;

Sutton et al., 1994; Vasan et al., 1997).
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A natureza progressiva das altera¢des funcionais do ventriculo esquerdo hipertréfico
e/ou dilatado possui intima relacdo com as alteragdes estruturais do miocardio que incluem
hipertrofia e degeneracdo dos midcitos cardiacos, fibrose, alteragcdes da microcirculacio e
infiltracdo de células inflamatérias que ocorrem em intensidades varidveis, dependendo do
estdgio evolutivo. Estas alteracdes produzem desarranjos irreversiveis da histoarquitetura do
miocardio, o que limita a eficiéncia das terapéuticas disponiveis para o tratamento da
insuficiéncia cardiaca, principalmente nos estigios mais avangados. Avangos no
conhecimento da patogenia e fisiopatologia das alteragdes estruturais do miocardio deverdo
permitir o estabelecimento de novas modalidades terap€uticas com potencial para reduzir a

elevada morbi-mortalidade associada a insuficiéncia cardiaca.

As alteracdes estruturais do miocardio sdo atribuidas a acdo complexa de fatores
neuro-humorais (angiotensina II, catecolaminas, citocinas e fatores de crescimento) e
biomecanicos em midcitos cardiacos e fibroblastos. Porém, estimulos mecanicos gerados em
consequéncia de alteragdes primdrias da capacidade contritil, aumento da volemia e/ou
aumento da resisténcia ao fluxo de sangue, sdo necessdrios para a instalacdo das alteracdes

estruturais do miocardio nas vérias cardiopatias (Cooper, 1987; Lorell and Carabello, 2000).

1.2 Mecanotransducio e hipertrofia em miécitos cardiacos

A mecanotransdu¢do no cardiomidcito € um processo particularmente complexo.
Estas células respondem tanto a forcas mecanicas externas, como também a forcas
intrinsecas geradas no sarcomero dos midcitos cardiacos, que sdo transmitidas para células

adjacentes e para a matriz extracelular. Para responder aos estimulos mecanicos, o sistema de

Introducdo
28



mecanotransducdo existente nestas células deve ser capaz de converter sinais fisicos em
respostas bioquimicas. Para isto, este sistema deve possuir uma comunicacdo com a
membrana celular a fim de sentir a tensdo na membrana, deve possuir elementos
responsaveis pela transducdo do sinal e, ainda, vias de sinalizagdo mecanorresponsivas

(Vogel and Sheetz, 2006).

Estudos demonstram que a tensdo aplicada na membrana celular age como um
regulador da atividade biomecanica (Huxley and Simmons, 1971) e a forca resultante desta
tensdo € suficiente para alterar a atividade enzimdtica de uma extensa variedade de enzimas
(Sheetz and Dai, 1996). Estas alteragcdes podem ser decorrentes de alteragcdes
conformacionais na estrutura destas proteinas, o que levaria a exposicdo de sequéncias

criticas de aminodcidos e possibilitaria a interacdo com o substrato ou com outras proteinas

(Vogel and Sheetz, 2006).

Em midcitos ventriculares de ratos neonatos em cultura (MVRNSs), o estiramento
mecanico leva a ativacdo de multiplos sistemas de segundo mensageiros (Sadoshima and
Izumo, 1993; Vandenburgh and Kaufman, 1979). Apds o estiramento celular observa-se a
ativacdo das fosfolipases C, D e A2; de tirosino quinases, como a SRC e a quinase de adesdo
focal (FAK); das quinases ativadas por mitogenos (MAP-kinases) e seus ativadores; da c-Jun
N-terminal protein kinases (JNK); da proteina quinase C (PKC) e da P70 S6 kinase, entre
outras (Sadoshima and Izumo, 1993; Sadoshima et al.,, 1992; Yamazaki et al., 1995;
Yamazaki et al., 1993). Estas modificacdes decorrentes do aumento da tensdo afetam a

regulacdo do desempenho cardiaco e podem culminar no processo de hipertrofia celular (de
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Rooij et al., 2005; Engler et al., 2006; Paszek et al., 2005; Samarel, 2005; Wozniak et al.,

2003).

Em geral, o desenvolvimento da hipertrofia em midcitos cardiacos é caracterizado
pela expressdo de genes de resposta imediata, re-expressao de genes fetais, pelo aumento na

sintese protéica e pelo aumento no volume celular (Sussman et al., 2002).

A primeira resposta a sobrecarga hemodindmica € a inducdo de proto-oncogenes
(como o c-fos, c-jun e o c-myc) e dos genes das Heat Shock Proteins (como as hsp70),
também conhecidos como genes de resposta imediata (Izumo et al., 1988; Komuro et al.,
1988; Mulvagh et al., 1987). Apds a resposta imediata, grupos de genes fetais passam a ser
re-expressos, um mecanismo adaptativo a situacao de sobrecarga. Por exemplo, ocorre a re-
expressao nos midcitos cardiacos dos genes da a-actina de musculo esquelético e a expressao
da isoforma B da miosina da cadeia pesada (B-Myosin heavy chain - MHC), a qual é&,
energeticamente, mais eficiente no processo de contracdo (Schwartz et al., 1986). Além
disso, ocorre a re-expressdao do Fator Natriurético Atrial (ANP) pelas células ventriculares, o
qual € expresso na vida pds-natal apenas pelas células atriais (Izumo et al., 1988; Mercadier

et al., 1989).

O aumento do volume celular em midcitos cardiacos € um processo de extrema
importancia biolégica. Em situacdes de estresse, que requerem aumento na demanda de
trabalho, estas células promovem um aumentando na sintese de proteinas, principalmente
daquelas envolvidas no processo de contracdo celular (Sussman et al., 2002). Este aumento

na sintese protéica se reflete em um aumento na massa e no tamanho celular, caracterizando
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o processo de hipertrofia. Uma importante via no processo de crescimento celular € a via da
mTOR (mammalian target of rapamycin), uma serina/treonina quinase, que integra sinais
nutricionais, sinais advindos de mitdgenos e de situagdes de estresse para regular o
crescimento celular (Lee et al., 2007; Wullschleger et al., 2006). mTOR € regulada
negativamente, de forma indireta, pelo complexo formado por TSCI1/TSC2 (Tuberous
sclerosis complex 1/2), o qual pode ser regulado diretamente por ERK1/2 e pela PI3 Kinase,
via AKT (Del Re et al., 2008; Parsons, 2003). Os principais alvos da mTOR no controle do
crescimento celular s@o as proteinas S6 kinase e a proteina 4EBP1. A fosforilacdo e ativacao
de S6 kinase pela mTOR culmina com a fosforilacao da proteina ribossomal S6, que aumenta
a biogénese ribossomal, e com a fosforilacdo do fator de elongacdo eEF2, facilitador do
processo de traducdo celular. J4 a fosforilagdo inibitéria da proteina 4EBP1 faz com que
4EBP1 deixe de inibe o fator de iniciacdo IF4E, aumentando assim a traducio CAP
dependente. A fosforilacdo dos efetores da mTOR pode ser inibida pela rapamicina, um

inibidor especifico da mTOR (Lee et al., 2007; Wullschleger et al., 2006).

Além da resposta efetuada pelas proteinas sinalizadoras, o estresse mecanico também
leva a abertura de canais i6nicos mecanosensiveis (Sadoshima and Izumo, 1997; Vogel and
Sheetz, 2006). Alguns destes canais respondem ao estresse proveniente da bicamada lipidica
enquanto outros, fisicamente conectados ao citoesqueleto e/ou a matriz extracelular, recebem
e respondem a forca transmitida por esses compartimentos (Vogel and Sheetz, 2006). Estes
canais sensiveis ao estiramento permitem a passagem dos fons Na*, K" e Ca” (Ruknudin et
al., 1993). A sinalizac@o pelo ion cdlcio tem sido reportada por ter papel na regulacdo da
expressdao génica e da atividade contratil em midcitos cardiacos submetidos ao estresse

mecanico (Hongo et al., 1996; Kudoh et al., 2003). Além disso, também tem sido
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demonstrado que o aumento na concentracio intracelular de Ca® pode contribuir para o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca por diversos mecanismos, como por exemplo, pelo
aumento da atividade da PKC, seguida por aumentos na expressdo génica de c-fos, a-actina
de miusculo esquelético (Komuro et al., 1991), B-MHC (Kariya et al., 1991) e ANP (Shubeita
et al., 1992); pela ativacdo da proteina quinase dependente de cdlcio, calmodulina, a qual
leva ao aumento da expressdo de c-fos (Rosen et al., 1995); e pela regulacdo da proteina
fosfatase calcineurina, que leva ao aumento da transcricdo pela regulacdo do fator de

transcricdo GATA4 (Molkentin et al., 1998).

Também importante no contexto da mecanotransdudo € a capacidade do citoesqueleto
do midcito cardiaco de ancorar e controlar a atividade das moléculas sinalizadoras que, uma
vez ativadas, podem coordenar a expressdo génica e as respostas fenotipicas aos estimulos
mecanicos (Burridge and Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Janmey, 1998; Sussman et al.,

2002).

1.3 Citoesqueleto dos miocitos cardiacos

No cardiomidcito, o citoesqueleto é composto pelo citoesqueleto sarcomérico e extra-
sarcomérico (Fig. 01). O citoesqueleto extra-sarcomérico é formado principalmente pelos
filamentos de actina, pelos filamentos intermedidrios que conectam sarcOmeros paralelos
entre si com o sarcolema e com membranas de organelas intracelulares e pelos microtibulos,
que estabelecem conexdes longitudinais entre as estruturas sub-celulares dos midcitos
cardiacos. J4 o citoesqueleto sarcomérico € constituido principalmente pelas proteinas

responsaveis por ligar os filamentos ao disco-Z, as que compdem o proprio disco-Z
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(estrutura responsdvel pela sustentacdo e ancoragem das proteinas contriteis) e pelos

filamentos de actina e miosina (Scopacasa et al., 2003).

Costamere ’Sarcolemma

H Plectin

<+— Sarcomere —

Figura 1. Eletromicrografia de transmissdo e esquema do citoesqueleto celular do midcito
cardiaco. T corresponde ao tibulo T, A representa a banda sarcomérica constituida
principalmente pelos filamentos grossos de miosina; I representa a banda formada
principalmente pelos filamentos finos de actina; Z corresponde ao disco Z, M a banda onde

os filamentos de miosina estio ancorados (Modificado de Clark e colaboradores, 2002).

Evidéncias obtidas em modelos experimentais e em formas especificas de
miocardiopatia de origem genética demonstraram que a transdug¢do de sinais fisicos em
bioquimicos depende da integridade de estruturas subcelulares como os costameros e os
discos Z, uma vez que as moléculas sinalizadoras que se concentram nestas regides sao
passiveis de serem ativadas por alteracdes conformacionais das proteinas estruturais,

causadas pelo estresse mecanico (Samarel, 2005; Sussman et al., 2002).
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1.3.1 Discos-Z

Os discos-Z sdo as regides que delimitam lateralmente os sarcOmeros. Eles
funcionam como sitios de ancoragem para a titina, nebulina e para os filamentos finos de
actina de sarcOmeros vizinhos, que se sobrepde nestas regides e sdo interligados pela a-
actinina. Como estas regides sdo responsaveis pela ancoragem de proteinas do citoesqueleto
sarcomérico, os discos-Z s3o tidos como condutores primdrios da for¢a gerada pela
contragdo. Os discos-Z de miofibrilas paralelas sdao alinhados entre si, o que coordena as
contragdes das miofibrilas individuais para um ponto Unico, onde o disco-Z € ligado a
membrana da célula muscular, nas regides dos costdmeros. Os filamentos intermedidrios,
abundantes na periferia do disco-Z, provavelmente participam na ligacdo entre as miofibrilas

adjacentes (Clark et al., 2002; Hoshijima, 2006).

Evidéncias sobre a associacdo entre proteinas dos discos-Z e proteinas sinalizadoras,
como quinases, fosfatases e proteinas ligadoras de cdlcio, indicam uma potencial
participacdo do disco-Z no desenvolvimento da hipertrofia miocardica, miopatias e

insuficiéncia cardiaca (Clark et al., 2002).

1.3.2 Costameros

Os costameros sdo  estruturas  perisarcolemais  subcelulares  alinhadas
preferencialmente com os discos Z (Fig. 02). Sao formados por uma rede complexa de
proteinas que, além de flanquearem o disco Z, conectam seus elementos aos elementos da
matriz extracelular e, além disso, aos midcitos cardiacos vizinhos (Epstein and Davis, 2003;

Hoshijima, 2006; Lammerding et al., 2004; Samarel, 2005; Sussman et al., 2002). Os
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costameros sdo tidos como estruturas de transmissdo lateral de forca, evento importante para
contragdo coordenada das miofibrilas cardiacas e também para a mecanotransdu¢do no

cardiomidcito, funcionando como um sensor lateral (Hoshijima, 2006).

y = Costamere o 3
! Dystroglycans
r Integrin F i

" o Nemd

() wincutin | \.'( Tias

|:u|.

o

e Ol (D

= arcogly cans
#" Dystrophin

a-actinin

Thin Filament —
===~ Obscurin oo ::n
ot Titin ] /) pea — \ i
Thick Filament ' omu,.nef’%pgg.\ N Y
-_— " o= PDZ-1LIM
- p62 : " MARPs | | Tz ~ - . MLP/CRP3
= nbr1 e [ S, -
' !'MURFs | Myopdliadin : T-cap/Telethonin
T ! FHL2 =
o : , Enigma ik,
' <> : % , Alrlugin-l
, M-disk . . -———
Niband % Z-disk |
A-band i I-band

Figura 02. Proteinas associadas ao disco Z e as regides de costamero em midcitos cardiacos.
Muitas destas proteinas vém sendo associadas a eventos de mecanotransducao que modulam

fungdes intracelulares (Hoshijima, 2006).

Dois complexos protéicos macromoleculares distintos, o complexo integrina e o
complexo distrofina-glicoproteina (DGC), podem desempenhar papéis regulatorios

importantes na regido dos costameros.

No complexo integrina-citoesqueleto, o dominio citoplasmatico da integrina fornece
ancoras criticas para o citoesqueleto de actina e para o complexo multi-molecular formado

nas regioes dos costameros. Entre as proteinas deste complexo, algumas apresentam fungdes
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celulares bastante reconhecidas, como as tirosinas quinases do tipo ndo receptor, como a
quinase de adesdo focal (FAK), tirosina quinases da familia Src, e proteina quinase ligada a
integrina (ILK), proteinas do citoesqueleto, tais como talina, vinculina e mediadores de
sinais, como as small GTP-binding proteins (Rac, Rho, Cdc42) (Ervasti, 2003; Miranti and

Brugge, 2002; Ross, 2004; Samarel, 2005).

A maioria das evidéncias experimentais de que o complexo integrina-citoesqueleto
apresenta funcdo na mecanotransdu¢do em midcitos cardiacos proveio de estudos de delecdo
ou bloqueio da fun¢do de suas proteinas estruturais ou de sinalizagdo. Como exemplo, a
delecdo da f;-integrina resulta em cardiomiopatia dilatada (Shai et al., 2002) e ratos com
delecdo da vinculina ndo toleraram aumento da pds-carga ventricular esquerda (Zemljic-
Harpf et al., 2004). Além disso, delecio ou bloqueio da funcdo da FAK resulta em
comprometimento da resposta celular ao estresse mecanico (DiMichele et al., 2006; Peng et

al., 2006).

Além do complexo integrina-citoesqueleto, o complexo distrofina-glicoproteina
também constitui um importante complexo de mecanotransdugdo presente nos costameros
(Lapidos et al., 2004). A distrofina estd fortemente ligada ao sarcolema das regides
costaméricas por interacdes com as proteinas distroglicanas, distrobrevinas, sintrofinas e
filamentos de y-actina (Ervasti, 2003; Rybakova et al., 2000; Straub et al., 1992). Essas
conexdes parecem estabilizar o sarcolema contra forcas fisicas aplicadas nos costameros
durante a contracdo muscular ou o estiramento. Assim, em humanos e camundongos com
distrofia muscular de Duchene, a insuficiéncia de distrofina leva a uma desorganizagdo das

regides costaméricas e ruptura da integridade do sarcolema (Blake et al., 2002).
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Além da necessidade da integridade estrutural dos costameros e discos-Z e o
agrupamento de proteinas de sinalizacdo nestes locais para uma resposta adequada dos
midcitos cardiacos ao estresse mecanico, também importante € a capacidade dos filamentos
do citoesqueleto de propagar o estresse mecanico por longas distancias (Ingber, 2005; Wang
and Suo, 2005). Isso sugere a existéncia de mecanosensores € componentes de sinalizacdo

distantes daqueles localizados na membrana extracelular (Vogel and Sheetz, 2006).

Estudos recentes também tém destacado, além da tensdo aplicada na membrana
celular, a importancia da tensdo gerada internamente pelo citoesqueleto de actina-miosina
como regulador das atividades celulares (Clark et al., 2007; Engler et al., 2006; Frey et al.,

2006; Pasapera et al.).

1.3.3 O citoesqueleto de actina-miosina

No cardiomidcito, o citoesqueleto de actina-miosina (Fig. 03) é o principal
responsavel por regular a contratilidade gerada no meio intracelular e, consequentemente,

por gerar tensdo no citoesqueleto (Krendel and Mooseker, 2005).

A actina € a proteina mais abundante do miusculo e o principal constituinte dos
filamentos delgados. Ela apresenta-se sob a forma de polimeros longos (actina F) formados
por duas cadeias de monomeros globulares (actina G) torcidas uma sobre a outra, em uma
dupla hélice. Cada meia-volta da hélice de actina F é composta por 7 mondmeros de actina

G, que interagem entre si € com a miosina sarcomérica (Clark et al., 2002).
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A miosina tipo II (miosina sarcomérica) é a principal proteina motora responsdvel
pelos movimentos de contracdo e relaxamento dos sarcomeros (Clark et al., 2002). Esta é
uma proteina hexamérica composta por um par de cadeias pesadas (MHCII), um par de
cadeias essenciais € um par de cadeias regulatérias. O par de cadeias pesadas é constituido
por um dominio motor conservado, localizado na regido N-terminal, responsavel por dirigir o
movimento ao longo dos filamentos de actina; por um “pesco¢o”, que funciona como um
braco rigido de alavanca e gera movimento no dominio motor e por uma regido C-terminal
de a-hélice disposta em coiled-coil, ndo conservada, que termina com uma cauda nao
helicoidal. A cadeia essencial se liga na regido do pescoco e promove integridade estrutural
ao dominio motor, ji a cadeia regulatdria regula a atividade de ATPase da miosina. A
miosina tipo II se organiza em filamentos bipolares através de interagdes eletrostaticas entre
as caudas em coiled-coil (Hostetter et al., 2004). O dominio motor de cada filamento se
associa com filamentos de actina de orientac@o oposta. A atividade ATP4sica de cada cabega
de miosina € ativada mediante a interacdo com a actina, gerando o complexo da actomiosina
(Clark et al., 2002; Steinmetz et al., 1997). A interacdo entre actina e miosina é altamente
modulada por um complexo regulatério formado pela tropomiosina e troponina na
dependéncia de Ca®* (Weber & Murray, 1973). Com o movimento simultdneo das cabecas da
miosina ao longo dos filamentos de actina, a miosina tipo II gera o movimento de contragdao

e também tensdo no cortex celular (Clark et al., 2007).
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Figura 03: Citoesqueleto de actina-miosina. Painel superior: esquema do mondmero de
miosina tipo II. Painel inferior: esquema da organizacdo dos filamentos de miosina e sua

interacao com os filamentos de actina (Clark et al., 2007).

A manuten¢do da homeostase tensional, processo no qual a célula estabelece um
balanco entre as forcas externas aplicadas, através do contato da célula com a matriz
extracelular e a contratilidade gerada internamente através da interagdo actina-miosina tipo II
€ necessdria para a manutencdo de funcdes celulares bésicas (de Rooij et al., 2005; Engler et
al., 2006; Gupton and Waterman-Storer, 2006; Paszek et al., 2005; Wozniak et al., 2003). A
tensdo gerada internamente € responsavel pela proliferacdo celular, diferenciaciao, locomocgado
do corpo celular e a desorganizagdo das adesdes celulares na regido posterior da célula e por
promover a contracao celular em células especializadas (Ridley et al., 2003). A desregulacdo
das vias que controlam a homeostase tensional pode contribuir para a patogénese de véarias
doencas (Engler et al., 2006), o que sugere a existéncia de mecanismos capazes de sentir a
tensdo gerada internamente, pelo citoesqueleto de actina-miosina, e converté-la em sinais

bioquimicos de sinalizacdo celular (Clark et al., 2007; Pasapera et al.).
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Considerando a diversidade de proteinas mecanosensores, € possivel que a transducao
dos sinais mecanicos em processos bioquimicos ative vdrias vias de sinalizacdo que possam
interagir para produzir uma resposta funcional controlada. No entanto, apesar de ser bem
conhecido o fato de o estresse mecanico promover vdrios efeitos na estrutura e funcdo
celular, ainda pouco se sabe sobre quais moléculas sdo diretamente ativadas pelo estresse e
como o estimulo mecanico € convertido em sinais intracelulares que culminam com a
regulacdo da expressdo génica e das funcdes celulares (Ingber et al., 1994; Vandenburgh and

Kaufman, 1979).

Assim, o entendimento das bases celulares e moleculares do processo de
mecanotransdugdo € relevante no que concerne a compreensao da fisiologia e fisiopatologia

do midcito cardiaco e do coragdo como um todo.

1.4 Quinase de Adesao Focal

Estudos prévios sobre mecanismos patogénicos da hipertrofia e insuficiéncia
cardiacas desenvolvidos pelo laboratério (Clemente et al., 2005; Domingos et al., 2002;
Fonseca et al., 2005; Franchini et al., 2000; Kobarg et al., 2005; Marin et al., 2008; Nadruz et
al., 2005; Torsoni et al., 2003), com foco na sinalizacdo celular ativada por estimulos
mecanicos em midcitos cardiacos, demonstraram a importancia critica da sinalizacdo pela
quinase de adesdo focal (FAK) para as alteracdes fenotipicas dos midcitos cardiacos em
resposta a estimulos mecanicos. O conjunto dos dados obtidos sugere a FAK como alvo
potencial para interferéncia no processo de transformacao fenotipica de midcitos cardiacos

em resposta a estimulos mecanicos.
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FAK é uma proteina pertencente a familia de tirosinas quinases ndo receptores,
expressa na maioria dos tecidos e tipos celulares. Ela € altamente conservada evolutivamente
desde os organismos mais simples as diferentes espécies de mamiferos. Foi identificada em
1992 independentemente por Steve Hanks, Jun-Lin Guan e Michael Schaller como um
substrato do oncogene Src e, em células normais, como uma proteina altamente fosforilada
em tirosina, localizada em sitios de adesdo enriquecidos em integrinas, conhecidos como
sitios de adesdo focal (Mitra et al., 2005). Desde entdo, sua funcdo bioldgica em diversos
processos celulares como motilidade, proliferacdo, diferenciagdo celular, sobrevivéncia e
invasibilidade vém sendo demonstrada (Cary et al., 1996; Hauck et al., 2001; Ilic et al., 1995;
Owens et al., 1995; Sieg et al., 2000; Sieg et al., 1999; Taylor et al., 2001; Wang et al.,

2001).

Ela é composta por um dominio N-terminal, um linker de aproximadamente 40
residuos de aminoacidos, um dominio catalitico central e um dominio C-terminal. O dominio
C-terminal é composto por um sitio rico em prolina (dominio de reconhecimento SH3) e por
um dominio C-terminal conhecido como focal-adhesion targeting (FAT) (Dunty et al., 2004;
Mitra et al., 2005) (Fig. 04). FAT é composto por 4 a-hélices (Arold et al., 2002; Hayashi et
al., 2002), é critico para a localizacdo da FAK nos pontos de adesdo focal, via ligacdo a
paxilina e ndo parece estar envolvido na regulacdo catalitica da FAK (Lietha et al., 2007). O
dominio catalitico (residuos 411-687) apresenta um loop de ativacido que contém os residuos
tirosinas 576 e 577, conhecido como al¢a de ativacdo. O linker que conecta este dominio ao
dominio N-terminal, contém o residuo tirosina 397, importante para a autofosforilacido e
ativacdo da FAK e também um sitio de reconhecimento SH3 rico em prolina (PxxP)

(Ceccarelli et al., 2006; Lietha et al., 2007). O dominio N-terminal possui uma sequéncia de
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aminodcidos homéloga ao dominio FERM (band 4.1, ezrina, radixina e moesina) encontrado
em proteinas que ligam o citoesqueleto a membrana plasmdtica, no entanto, a funcdo deste

dominio na FAK ainda nao esta totalmente esclarecida.

Y397 Y576 Y577 Y861 Y925

FERM
35 362 411 686 917 1053

Figura 04. Esquema da disposicdo dos dominios da FAK. Os residuos tirosina envolvidos na

ativacdo da FAK estdo indicados (Lietha et al., 2007).

O dominio FERM da FAK possui aproximadamente 300 aminodcidos, que estdo
organizados em trés subdominios, conhecidos como F1, F2 e F3, intimamente associados,
formando uma compacta estrutura em forma de roseta (Ceccarelli et al., 2006) (Fig. 05). O
subdominio F1 (residuos 33-127) exibe uma estrutura semelhante a ubiquina e consiste em
cinco folhas B capeadas por uma a- hélice. O subdominio F2 (residuos 128-253) é formado
por 5 o-hélices e 4 destas hélices estdo dispostas de forma semelhante a encontrada em
proteinas que se ligam a acyl-CoA. O subdominio F3 (residuos 254-352) é constituido por
um f-sanduiche, composto por 7 folhas 8, capeado por uma a-hélice COOH-terminal. F3 se
assemelha a plecstrina. Os dominios homoélogos a plecstrina apresentam a mesma estrutura
tridimensional dos dominios de ligacio a fosfotirosinas e dos dominios EVHI. Esses
dominios apresentam sitios de ligacdo para diversas proteinas e fosfolipideos. Tanto o
subdominio F3, de alguns dominios FERM, quanto os ligantes de fosfotirosinas, ligam-se a
peptideos que se encaixam entre uma extremidade do B-sanduiche e a o-hélice COOH-

terminal (Ceccarelli et al., 2006).
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FERM interage de forma auto-inibitéria com o dominio quindsico (Lietha et al.,
2007). No estado auto-inibitério, o dominio FERM se estende pelos lobos C e N do dominio
quindsico, inclusive pela alca de ativagdo desse dominio, que contém os residuos tirosina 576
e 577. O maior contado entre os dois dominios ocorre entre o subdominio F2 e o lobo C do
dominio quindsico. Uma por¢do do linker entre FERM e o dominio quindsico, que contém o
residuo de autofosforilacdo, tirosina 397, faz uma interacdo do tipo folhas [ antiparalelas
com subdominio F1 de FERM e também estabelece contato com o lobo N-terminal do
dominio quindsico (Fig. 05) (Lietha et al., 2007). A por¢do amino terminal do linker, que
contém um sitio de reconhecimento para dominios SH3, encontra-se localizado, no estado
inativo da proteina, na fenda formada entre os subdominios F1 e F3, fazendo diversas
interacdes com residuos destes subdominios (Ceccarelli et al., 2006). De forma interessante,
mutacdo na lisina 38, pertencente ao subdominio F1, parece aumentar a fosforilagdo em
tirosina 397 e consequentemente, aumentar a atividade desta quinase (Cohen and Guan,
2005b). Esta mutacdo possivelmente desestabiliza a intera¢do entre o linker e o dominio

FERM (Lietha et al., 2007).
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Kinase C-lobe oG FERM

Figura 05. Estrutura tridimensional da conformacdo auto-inibitéria da FAK. A estrutura é
composta pelo dominio FERM, linker entre os dominios FERM e quindsico e o dominio

quindsico (Lietha et al., 2007).

A forma auto-inibitéria da FAK parece ser mantida por diversos mecanismos, entre
eles cita-se: a disposicdo do dominio FERM, que bloqueia a fosforilacio dos residuos
tirosina 576 e 577 pela Src; o bloqueio fisico da fenda catalitica aos substratos (promovido
pela interacio do dominio FERM com o quindsico); e a inibi¢do da autofosforilacio do
residuo tirosina 397 que encontra-se “‘sequestrado” do sitio ativo pelo subdominio F1 do

dominio FERM (Frame et al.; Lietha et al., 2007).

A autofosforilacdo da tirosina 397, possivelmente regulada pelo posicionamento deste
residuo no dominio FERM, que pode ocorrer tanto em cis como em trans, € um evento chave
na ativacdo da FAK e também para a fosforilacdo de outros residuos de tirosina importantes
para sua funcao bioldgica (Calalb et al., 1995; Schlaepfer et al., 1994; Toutant et al., 2002).

A importancia deste evento reside no fato de que a fosforilagdo da tirosina 397 da FAK leva
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a criagdo de um sitio de alta afinidade para a ligacdo de proteinas com dominio SH2,
incluindo aquelas da familia das Src quinases (c-Src, Fyn) (Cobb et al., 1994). Apéds a
ligacdo da c-Src no sitio que contém a tirosina 397 fosforilada, Src transfosforila outros
residuos de tirosina da FAK (Calalb et al., 1995; Calalb et al., 1996; Schlaepfer et al., 1994).
A fosforilagdo das duas tirosinas localizadas na alca de ativagdo, tirosinas 576 e 577,
potencializa sua atividade de quinase (Calalb et al., 1995), enquanto a fosforilacao da tirosina
925 habilita um sitio para a ligacdo do dominio SH2 da Grb2, que pode mediar a ativagdo da
ERK %2 através do recrutamento e ativacdo de Ras (Schlaepfer et al., 1994). A tirosina 397
fosforilada também € um sitio de acoplamento para a fosfatidilinositideo 3 -OH-quinase (PI
3-quinase) (Chen et al., 1996) que ativa vias anti-apoptéticas mediadas pela AKT (Sonoda et

al., 2000).

Estudos que antecederam a cristalizacio dos dominios FERM e quindsico ja
indicavam que o dominio FERM tem papel importante na regulacdo tanto da atividade
quanto do estado de fosforilacdo em tirosina da FAK em células (Cohen and Guan, 2005a, b;
Cooper et al., 2003; Toutant et al., 2002). Delecdes da regido N-terminal da FAK resultaram
em hiperfosforilacdo da regido C-terminal e aumento da atividade catalitica, sugerindo que o
dominio FERM exerce influéncia inibitéria no dominio catalitico da FAK, o que foi

recentemente confirmado pela cristalizacao destes dominios (Lietha et al., 2007).

Baseado nos dados cristalograficos e funcionais, presume-se que a ativacdo da FAK
dependa da interacdo com proteinas regulatdrias que se ligam a regido amino-terminal e/ou
de modificacdes conformacionais intra-moleculares que impecam a interacdo entre oOS

dominios FERM e catalitico (Cooper et al., 2003; Lietha et al., 2007). Em consonancia com
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estas hipdteses, mutacdes pontuais em sitios especificos do dominio FERM provocam
hipofosforilacdo da FAK expressa em células, possivelmente, porque as mutagdes impedem
o dominio FERM de interagir com reguladores da ativacdo da FAK, o que a torna incapaz de

ser completamente ativada (Dunty et al., 2004).

Além da interacdo interna auto-inibitéria, o dominio FERM pode mediar interacdes
com regides citoplasmaticas de receptores, como PDGFR (Sieg et al., 2000), EGFR (Sieg et
al., 2000), EphA2 (Carter et al., 2002; Miao et al., 2000), c-Met (Chen and Chen, 2006),
FIP200 (Abbi et al., 2002) e B-integinas (Guan and Shalloway, 1992; Hynes et al., 2002;
Schaller et al., 1992). O posicionamento estratégico das integrinas entre a matriz extracelular
e o citoesqueleto, nas regides dos costameros, confere a esta proteina fungdo de acoplamento
entre os ambientes mecanicos extra e intracelulares. De fato, as evidéncias disponiveis
apontam para as integrinas na conversao de estimulos mecanicos em sinais bioquimicos nas
células (Katsumi et al., 2004). Como as integrinas sdo destituidas de atividade enzimética
intrinseca, sua participacdo na conversdo de estimulos mecinicos em sinais bioquimicos
depende do acoplamento de moléculas sinalizadoras. A localizacdo estratégica da FAK na
regido intracelular de juncdo das integrinas com proteinas do citoesqueleto permite sua
ativacdo pelos estimulos mecénicos, supostamente através de modificacdes conformacionais
do complexo integrina/citoesqueleto. No entanto, sdo ainda desconhecidos os mecanismos
moleculares pelos quais os estimulos mecanicos produzem modificacdes conformacionais e
ativam a FAK. De maneira geral, considera-se que forcas mecanicas atuem no
microambiente produzindo modificagdes conformacionais que resultem na ativacdo desta

quinase (Hynes, 2002; Wang et al., 2001).
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Estudos anteriores demonstraram que a FAK € rapidamente ativada por sobrecarga
pressorica em cultura de células ventriculares de ratos neonatos € no préprio miocardio
(Clemente et al., 2005; Domingos et al., 2002; Fonseca et al., 2005; Franchini et al., 2000;
Kobarg et al., 2005; Marin et al., 2008; Nadruz et al., 2005; Torsoni et al., 2003), sendo que
esta ativacdo acompanha-se pela reprogramacdo do programa génico, sendo re-expressos
genes caracteristicos do periodo fetal, como a B-MHC e o ANP em células ventriculares
(Torsoni et al., 2003). Além disso, vdrios estudos t€ém demonstrado que a FAK contribui
para o processo de hipertrofia e remodelamento cardiacos (Clemente et al., 2007; DiMichele
et al., 2006; Kuppuswamy, 2002; Mansour et al., 2004; Nadruz et al., 2005; Peng et al.,

2006; Pham et al., 2000; Seko et al., 1999; Torsoni et al., 2003; Torsoni et al., 2005).

Em estudos realizados por Fonseca e colaboradores (Fonseca et al., 2005), através de
andlise de biblioteca de cDNA de coracdo de rato com o sistema duplo-hibrido em levedura,
verificou-se a existéncia de interacdo entre a FAK e a regido C-terminal da cadeia pesada da
miosina tipo II, sendo que o duplo-hibrido foi realizado com a utilizagdo de uma isca que
abrangia a regidao N-terminal e a regido catalitica da FAK. Esta interacao foi confirmada por
experimentos de imunomicroscopia eletronica, por ensaios de precipitacdo com proteinas
recombinantes € por imunoprecipitacio em extratos provenientes de coragdes de ratos
controles e submetidos a coarctacdo da aorta. Estes ensaios indicaram uma diminui¢do da
interacdo entre FAK e a miosina sarcomérica com 60 minutos de coarctacdo da aorta, apesar

de ndo haver confirmacgdo da interacdo direta entre estas proteinas (Fonseca et al., 2005).

Neste contexto, sabendo-se que FAK responde a estimulos mecénicos e que, além de

interagir com proteinas costaméricas, ela também pode interagir com a miosina sarcomeérica,
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responsavel por gerar e regular a tensdo intracelular, é plausivel sugerir que a ativagdo da
FAK decorrente do estresse mecanico possa também depender da deformacdo da miosina
sarcomérica e, consequentemente, que a interacdo com esta proteina do citoesqueleto
sarcomérico possa contribuir para a manutencdo da atividade basal da FAK em midcitos

cardiacos.
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1.5 Hipotese

A interagdo entre a quinase de adesdo focal e a miosina sarcomérica ocorre de forma
direta através do dominio FERM da FAK e € importante para a manuten¢do da quiescéncia
basal da FAK e para os eventos de mecanotrasducao que se relacionam aos efeitos pro-

hipertréficos desta quinase em midcitos cardiacos.

1.6 Objetivos

Este trabalho possui o objetivo de caracterizar a interacdo entre a quinase de adesao
focal e miosina sarcomérica, além de avaliar a importancia desta interacdo na manutencao
da quiescéncia basal da FAK e na sinalizacdo mediada por esta quinase em midcitos

cardiacos.

Objetivos Especificos:

1. Caracterizar a interacdo entre FAK e a miosina sarcomérica in vitro;

2. Caracterizar a interacdo FAK/miosina em midcitos cardiacos controles, submetidos
a silenciamento génico ou estiramento celular;

3. Avaliar o fenétipo celular apdés superexpressao da FAK e apds interferéncia na
interacdo FAK/miosina através de peptideos racionalmente desenhados;

4. Caracterizar estruturalmente a interacdo FAK/miosina.
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2. Material e Métodos







Reagentes. No presente estudo foram utilizados meio de cultura DMEM, soro equino, soro
fetal bovino e OPTI-MEM® da Gibco BRL Co. Pancreatina foi adquirida da Sigma,
colagenase tipo I da Worthington. Proteina A/G plus foram adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology (USA). Anticorpo policlonal anti-pFAK 397 da Biosource International
(USA); o anti-FAK-c 20 e o anti-FAK A-17 da Santa Cruz; o anti-miosina de cadeia pesada
da Abcam; faloidina conjugada a rodamina da Molecular Probes; Ampliscribe™ T7
Transcription Kit foi obtido da Epicentre Biotechnologies. Os moldes de oligonucleotideos
foram encomendados da IDT. Trizol, SuperScript II e Lipofectamina™ foram adquiridos
da Invitrogen. O meio de montagem Vectashield contendo DAPI foi adquirido da Vector

Laboratories. O KIT Ampliscribe T7 high yield transcription foi adquirido da Epicentre.

2.1 Proteinas recombinantes

Os plasmideos pGEX2T contendo as sequéncias codificadoras dos dominios FERM,
quindsico e C-terminal da FAK em fusdo com glutationa S-transferase (GST) foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Jun-Lin Guan (Departamento of Molecular Medicine, Cornell
University college of veterinary Medicine). A proteina de fusdo GST-Mio que contém o
fragmento da regido C-terminal da cadeia pesada de miosina sarcomérica foi clonada no
pGEXS5X2 (Fonseca et al., 2005). As sequéncias génicas codificadoras do dominio FERM
da FAK e da porcdo C-terminal da cadeia pesada da miosina foram clonados no vetor

pQTEV com os seguintes primers:

FERM_S: 5’CGCGGATCCCATATGGGTGCAATGGAACGAGTATTAAAGG 3’

FERM_AS: 5’CGCAAGCTTGGATCCTCAGTCTTCCTCATCGATGATCTCTGC 3’
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Myh6_S: 5 GGC CGG GGA TCC ATG GCT GAG GAG CTG AAG AAG 3’
Myh6_AS: 5 GGC CGG AAG CTT TTATTC CTC GTC GTG CATCTITC 3’

As construgdes foram expressas em Escherichia coli BL21 DE3 C41. A inducdo da
expressdo das proteinas recombinantes foi efetuada em uma OD de 0,8 com 0,2 mM de
IPTG por 16 horas a 18° C. Em seguida as bactérias foram concentradas em pellets e
lisadas em tampao PBS (pH 7,5) com 5 mg/ml de lisozima, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA,
100 mM NaF, 10 mM Na3;PO,4, 10 mM Na3;VO,, 0,01 mg/ml aprotinina, 2 mM PMSF, 0,2%
de triton e 2% de sulfato de streptomicina e SmM de B-mercaptoetanol. Em seguida, os
lisados foram sonicados com 3 pulsos de 10 segundos com intervalos de 20 segundos entre
eles. As amostras foram entdo centrifugadas por 40 minutos a 4°C a 20000 g. Os
sobrenadantes com as proteinas recombinantes com cauda de GST foram purificados com o
uso de pérolas de glutationa sefarose (Amersham). As pérolas foram previamente lavadas 3
vezes em tampao PBS com 1% de Triton X-100 e 1 vez em tampao PBS sem Triton. Apds
incubac@o por 1 hora com o sobrenadante, as pérolas foram lavadas 3 vezes com PBS
acrescido de inibidores de proteases e SmM de B-mercaptoetanol. As proteinas ligadas
foram, quando necessario, eluidas com glutationa reduzida (GE) em PBS. Os lisados com
as proteinas recombinantes com cauda de histidina foram injetados em colunas de
purificagdo do tipo HisTrap® HP (5 mL; GE) e as proteinas ligadas por afinidade foram
eluidas com um gradiente de imidazol (0-100% de 500mM). Em seguida as proteinas foram
purificadas por exclusdo de tamanho em coluna Superdex 200 26/60 (GE) acoplada ao
sistema AKTA-FPLC (Amersham-Biosciences) em tampao PBS acrescido de 5SmM de B-
mercaptoetanol. Apds a eluicdo das proteinas recombinantes, estas foram concentradas

utilizado-se o concentrador Centriprep® Millipore, submetido a centrifugacdao a 4000 g,
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4°C. As proteinas recombinantes foram entdo mantidas a - 4° C por um prazo méaximo de

uma semana.

2.2 Purificacao de miosina sarcomérica

A extragao e purificacdo de miosina sarcomérica de coragdes de ratos neonatos foi
efetuada segundo o protocolo descrito anteriormente por Tyska e colaboradores (Tyska et
al., 2000). Resumidamente, os coracdes foram extraidos de ratos neonatos (1-2 dias) e
homogeneizados em tampao com alta concentracdo salina (0,3mol/L KCI, 0,15mol/L
K;HPOy4, 0,01mol/L NasPO7, 0,001mol/L. MgCl,, 0,002mol/L DTT, 0,1M NaF, 0,001M
EDTA, 0,001M NaVOy, 2mM PMSF, 0,1mg/ml aprotinina, pH 6.8), incubados a 4°C por
20 minutos e entdo ultracentrifugados por 60 min (150000g, 4°C, Beckman). O
sobrenadante foi transferido para um tubo falcon, diluido 50X em tampao com 2mM de
DTT e incubado por 60 min em gelo para precipitacio da miosina. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e a miosina precipitada foi centrifugada em ultra centrifuga
(50000g, 20 min, 4°C). O sobrenadante desta centrifugacdo foi entdo descartado e a
miosina precipitada foi ressuspendida em 0,025M imidazol, 0,004M MgCl,, 0,01M DTT,

0,001M EGTA e 0,3M KCl (pH 7,4) com glicerol 50% e armazenados a -20°C.

2.3 Ensaio de Ligacao

O ensaio de ligacdo foi adaptado do protocolo descrito anteriormente por
Obermann e colaboradores (Obermann et al., 1997). Miosina purificada de ventriculos de

ratos neonatos foi suspendida em Tampao I (50mM KCI, SmM NaH,PO,4, pH 7,0) para
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permitir a formacdo de filamentos. De 0,5-2,0ug de miosina foi adicionada as membranas
de nitrocelulose e apds secagem, por periodo de 12 horas, as membranas foram bloqueadas
por 30 minutos com 1% BSA (Albumina Bovina de Soro), 0.2% Tween-20, 100mM KCI,
20mM imidazol-HCI pH 7,0, ImM DTT. As membranas individuais foram incubadas por 1
hora com 50ug de cada um dos fragmentos recombinantes da FAK (GST-FERM,
GST-KINASE, GST-cTERM) ou GST. Apés 3 lavagens, as membranas foram incubadas
com anticorpos anti-GST, anti-FAK N-terminal (anti-FAK A-17) ou anti-FAK C-terminal
(anti-FAK c¢-20). As membranas foram lavadas e incubadas com 5uCi [I'*] de proteina A
(30uCi/ug) por 4 horas a temperatura ambiente e posteriormente lavadas e expostas a

filmes de Raio X.

2.4 Far Western Blot

O protocolo utilizado foi adaptado do descrito anteriormente por Yohannan e
colaboradores (Yohannan et al., 1999). Para a obtencdo do extrato de miocardio,
ventriculos de ratos neonatos (1-2 dias de vida) foram extraidos e congelados em nitrogénio
liquido, macerados e homogeneizados em tampao de extracdo (100mM Tris pH 7,5, 10mM
EDTA, 100mM NaF, 10mM NazPO,4, 10mM Na3;VO,, 2mM PMSF, 0,Img/ml aprotinina).
A proteina total foi quantificada e 50-100ug do extrato total foi aplicada em um gel de
poliacrilamida (12%). Na coluna paralela do gel foi aplicada a amostra de miosina
purificada e o gel foi entdo resolvido por eletroforese unidimensional. As proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose em tampao de transferéncia (25mM Tris,
192mM Glicina pH 8,3) a 84V por 30min; 91V por 30min e 100V for 30min. Apds a

transferéncia, as membranas foram incubadas por 30 min em tampao HBB (25mM Hepes-
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KOH pH 7,5, 25mM NaCl, 5SmM MgCl,, ImM DTT) com 6M Uréia. Em seguida, foram
feitas incubacdes sucessivas em HBB a concentragdes decrescentes de uréia (3M, 1M,
500mM, 100mM, 50mM, 10mM, 5mM, ImM, 0.5mM, 0.ImM) por 15 min em cada
concentracdo. As membranas foram entdo mantidas por 12 horas em incuba¢do com 0.1mM
uréia em tampao HBB a 4°C e, em seguida, lavadas 3X em solucdo Tris-Tween (20 mM
Tris, pH 7.5, 0.1 M NaCl, 0.1 % Tween 20) e bloqueadas 40 min com leite desnatado 5%
em solugdo Tris-Tween. Em seguida, as membranas foram lavadas 3X e incubadas por 12
horas a 4°C com 4ug GST-FERM /ml de tampao de hibridacao (20mM Hepes-KOH pH7,5,
75mM  MgCl,, 0,lmM EDTA, 1mM DTT, 0,1% NP-40, 1% leite desnatado).
Posteriormente, as membranas foram lavadas 3X com tampao HBB por 10 min e incubadas
com os anticorpos anti-FAK N-Terminal ou anti-GST por 1 hora a temperatura ambiente.
As membranas foram entdo lavadas 3X e incubadas com 5uCi [I'°] proteina A (30uCi/ug)
por 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente as membranas foram lavadas, secadas e

expostas a filmes de Raio-X.

2.5 Pull-Down

Os fragmentos GST-FERM (=76 kDa), GST-QUINASE (~55kDa),
GST-cTERMINAL (~72kDa) e GST-Mio (48kDa) ligados a perolas de glutationa sefarose
foram incubados com os respectivos alvos. GST foi utilizado como controle para liga¢do
nao-especifica. Apds a precipitacdo, os pellets foram lavados e resolvidos em SDS-PAGE e
as membranas incubadas com o anticorpo primdrio especifico. Apds a incubacdo com o

anticorpo primério, as membranas foram incubadas com SuCi [1'*] proteina A (30uCi/Ug)
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por 4 horas a temperatura ambiente. As membranas foram posteriormente secadas e

expostas a filmes de Raio X.

2.6 Ensaio de tirosina quinase in vitro

Experimentos foram realizados com FAK humana recombinante expressa em
sistema de baculovirus. Resumidamente, 1,5 ug da FAK foi incubada com 5Sul de solucdo
de ATP (4mM MgCl,, 16mM MOPS, 0.4mM EDTA, 10uCi of [y-*P] ATP, 500uM ATP,
pH 7,5) e 10ul de 25mM Hepes, S0mM NaCl, ImM EDTA, pH 7.5, 50% glicerol com e
sem GST-Mio. As reagdes foram incubadas a 37°C, por 2 horas, 200rpm e em seguida
inibidas pela adi¢do de tampao de Laemmli e fervura por 5 min. As amostras foram entdo
separadas em SDS-PAGE. Em seguida procedeu-se o western blotting com os anticorpos

especificos.

2.7 Imunoprecipitacao

Extratos de midcitos cardiacos de ratos neonatos foram preparados com tampao de
lise (Triton X-100 1%, Tris-HCI 100mM (pH 7,4), pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto
de s6dio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml
de aprotinina) a 4°C. Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos e
o sobrenadante utilizado para os ensaios de imunoprecipitacdo. A determinagcdo da
concentracdo da proteina foi realizada através do método de Lowry. Para o protocolo de
imunoprecipitacao, foi adicionado, a ~700ug de extrato total, 10ug de anticorpo especifico,
sendo as amostras mantidas sob agitacao leve na camara fria por 16 horas. 50ul de proteina

A-Sepharose 6MB foram adicionadas as amostras que permaneceram sob agitacdo na
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camara fria por mais 2 horas. Apds centrifugagdo por 1 minuto a 800 rpm, 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido a 3 lavagens com tampdo de
lavagem (Tris-HCl 100mM, pH 7.4, EDTA ImM, Triton X-100 0,5%, ortovanadato de
s6dio 2mM). O precipitado foi entdo separado em SDS-PAGE e o western blotting

realizado com os anticorpos especificos.

2.8 Isolamento e estiramento de midcitos ventriculares de ratos neonatos

Detalhes da técnica de extragdo e estiramento de midcitos ventriculares de ratos
neonatos (MVRN) foram descritos anteriormente (Torsoni et al., 2003). Resumidamente,
os coragdes foram retirados de ratos neonatos (1-2 dias), submetidos a digestao branda com
colagenase/pancreatina e separados em gradiente de percoll por centrifugacdo. Apds a
separacdo, as cé€lulas foram plaqueadas em placas com base de silicone recoberta com
coldgeno tipo I (Bioflex). No terceiro dia de cultura, as células foram privadas de soro e no
quarto dia foram submetidas ao estiramento biaxial ciclico (10%, 60 ciclos/min) em

Sistema Flexercell FX3000 (Flexercell International, USA) (Fig. 06).

Figura 06: Sistema de estiramento biaxial Flexercell FX3000.
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2.9 Desenho dos siRNAs

Os siRNAs contra os RNAm dos genes alvos foram desenhados com o auxilio do
software desenvolvido por Tiago Campos Pereira e Iscia Lopes Cendes (FCM, Unicamp).
Para gerar as sequéncias in silico, o software utiliza parametros de estabilidade interna,
descritos originalmente por Khvorova e colaboradores (Khvorova et al., 2003). Desta
maneira, as sequéncias foram selecionadas de acordo com a tendéncia méaxima de

incorporagdo da fita antisenso no complexo RISC.

2.10 Sintese dos siRNAs

Os siRNAs especificos para os genes da FAK e da miosina sarcomérica foram
sintetizados in vitro utilizando-se as sequéncias de DNA correspondentes as regides de
maior probabilidade de silenciamento dos genes alvos. A sintese foi realizada sob dominio
do promotor da RNA polimerase III T7, utilizando o kit Ampliscribe T7 high yield

transcription (Epicentre), de acordo com as instru¢des do fabricante.

A sequéncia alvo do siRNA no RNAm da FAK - protein tyrosine quinase 2 (PTK2)
(NM_013081.1) posiciona-se entre os nucleotideos 236 e 259 (ACGTGGCCT
GCTATGGATTTC) do RNA mensageiro. A sequéncia alvo do siRNA no RNAm da Myh6
- myosin, heavy polypeptide 6, cardiac muscle, alpha (NM_017239.1) posiciona-se entre os
nucleotideos 276 e 298 (ACCCTCCGAAATTCGACAAGATC) do RNA mensageiro.

Como controle foi utilizado um siRNA irrelevante, no caso, para a proteina GFP.
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Os moldes para a sintese in vitro contendo as sequéncias especificas e a sequéncia

para anelamento do oligo T7 (sublinhado), além do préprio oligo T7, foram:

T7:5 GGTAATACGACTCACTATAG 3’

FAK?236_s: 5’GCGAAATCCATAGCAGGCCACTATAGTGAGTCGTATTACC 3’

FAK?236_as: 5’ ACGTGGCCTGCTATGGATTTCTATAGTGAGTCGTATTACC 3’

Myh6_s: 5’ GATCTTGTCGAATTTCGGAGGTATAGTGAGTCGTATTACC3’

Myh6_as: 5’ACCCTCCGAAATTCGACAAGATATAGTGAG TCGTATTACC 3’

GFP_s: SGTGTCTTGTAGTTCCCGTCTATAGTGAGTCGTATTACC 3°

GFP_as :5 ATGACGGGAACTACAAGACACCTATAGTGAGTCGTATTACC3

O siRNA para o silenciamento da FAK gerado apds anelamento foi o seguinte:

RNA sense: 5’- CCUCCGAAAUUCGACAAGAUC - 3

RNA antisense: 3’ - UGGGAGGCUUUAAGCUGUUCU - 5°

O siRNA para o silenciamento da miosina gerado apds anelamento foi o seguinte:

RNA sense: 5’- CCUCCGAAAUUCGACAAGAUC - 3’

RNA antisense: 3’ - UGGGAGGCUUUAAGCUGUUCU - 5°
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2.11 Transfeccao de midcitos cardiacos de ratos neonatos em cultura

Para a transfeccdo dos siRNAs e do plasmideo contendo Myc-FAK (pRc/CMV-
FAKwt) (Torsoni et al., 2003), os midcitos cardiacos de ratos neonatos foram cultivados
por 72 horas (500 mil células/placa de 10cm de diametro), sendo as ultimas 24 horas de
cultivo na auséncia de soros e antibidticos. Em seguida, as células foram tratadas por 24
horas com os siRNA especificos para FAK ou miosina ou ainda com o plasmideo
pRc/CMV-FAKwt complexados com lipofectamina. Como controles foram utilizados, no
caso do silenciamento, siRNA para GFP, e no caso da hiperexpressdo, apenas
lipofectamina. Os complexos de siRNA-lipofectamina ou pRc/CMV-FAKwt-lipofectamina
foram preparados adicionando-se a lipofectamina ao OPTI-MEM seguida por uma
incubacdo de 45min a temperatura ambiente. Em paralelo, o siRNA (100ng/ml de DMEN
para FAK e 200ng/ml de DMEN para miosina) e o pPRc/CMV-FAKwt (2 ug DNA/placa)
foram incubados com OPTI-MEM por 5Smin a temperatura ambiente. Em seguida, para a
formagao do complexo de transfeccdo, os siRNAs e o plasmideo em OPTI-MEM foram
incubados com a lipofectamina pré-incubada com OPTI-MEM por 25 min a temperatura
ambiente. A seguir, as células foram transfectadas por 24 horas, no caso do silenciamento,
ou por 48 horas no caso da hiperexpressao. Apds a transfec¢ao as células foram extraidas

ou fixadas para imunofluorescéncia.

2.12 Tratamento dos midcitos cardiacos em cultura

Ap6s isolamento, os MVRNs foram plaqueados em placas de petri de 10cm de

diametro recobertas com coldgeno tipo I (500 mil células/placa). No terceiro dia de cultura

Material e Métodos
62



as células foram privadas de soros e antibidticos e no quarto dia foram tratadas com
fenilefrina (100uM), ou com os peptideos FP-1 ou FP-2 (1 uM) e/ou com o inibidor da
mTOR- Rapamicina (20uM). Em seguida, nos devidos casos, procedeu-se os protocolos de
silenciamento por siRNA, estiramento, extracdo das células, western blotting e/ou

protocolo de extracdo de RNA e RT-PCR.

2.13 Analises por microscopia de fluorescéncia

As células foram fixadas em paraformolaldeido acrescido de 4% de sacarose. Em
seguida foram bloqueadas e permeabilizadas com 3% de BSA em PBS acrescido de 0.6%
Triton-X 100 a temperatura ambiente. Apds lavagem, as células foram incubadas a 4°C por
16 horas com os anticorpos primdrios anti-FAK c-20 e anti-miosina de cadeia pesada
(abcam). Subsequentemente, foram incubadas por 2 horas com os anticorpos secundarios
Alexad88-conjugated goat anti-rabbit e Alexa568-conjugated goat anti-mouse (Invitrogen)
a temperatura ambiente. Para andlise da area superficial das células, os MVRNS foram
incubados com faloidina conjugada a rodamina (Molecular Probes) a temperatura ambiente
por 2 horas. As laminas foram montadas com Vectashield e as imagens obtidas através do

microscépio confocal Zeiss LSM510 ou do microscépio de fluorescéncia LEICA A4000.

2.14 Isolamento de midcitos ventriculares de ratos adultos

Midcitos ventriculares de ratos adultos foram extraidos de acordo com Robia e
colaboradores (Robia et al., 2005). Resumidamente, os coragdes de ratos foram perfundidos
em sistema de Langendorff com colagenase D (0,3 mg/g, colagenase B 0,4 mg/g, Protease

XIV 0,05mg/g em tampao de perfusdo oxigenado (Tyrode Buffer + glicose +BDM +
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Taurine). Em seguida os midcitos foram coletados, submetidos a um gradiente de Célcio
crescente ( 0,06mM, 0,24mM, 0,6mM,1,2mM) e induzidos a se aderirem a placas de
cultura com cobertura de laminina, para serem utilizados em experimentos de microscopia

de fluorescéncia.

2.15 Marcaciao do dominio FERM com FITC

His-FERM foi dialisado por 3 horas contra PBS, pH 8,1, para remover o Tris e DTT
antes da marcagdo. Lysine-reactive Fluorescein-5-isothiocyanate (FITC) (Merck) foi
dissolvida em DMSO (10 mM) e adicionada a His-FERM dialisado em uma proporcao de
peso corante-proteina de 1:2,5 (FITC: FERM). A reacdo de marcagdo se procedeu por 1
hora a 37°C. FERM marcado (FERM-FITC) foi entdo dialisado quatro vezes por 3 horas

contra PBS, para retirar o excesso do reagente FITC nao ligado ao dominio FERM.

2.16 Decoration

Miécitos  ventriculares de ratos adultos foram extraidos, fixados com
paraformolaldeido 4% por 15 minutos a temperatura ambiente e permeabilizados com 100
mg/ml de saponina. Ap6s bloqueio com PBS contendo 3% BSA e 100 mg/ml de saponina,
as células foram incubadas com PBS contendo 1% de BSA, 100 mg/ml de saponina,
FERM-FITC e o anticorpo primdrio anti-miosina de cadeia pesada (Abcam) durante a noite
a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas com PBS contendo 1% de BSA,
100 mg/ml de saponina e o anticorpo secundirio Alexa568 (Invitrogen) por 2 horas a
temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS e as laminas foram montadas

com Vectashield.
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2.17 Analise da area superficial dos midcitos cardiacos

Para a andlise da area de superficie dos midcitos cardiacos, as células em culturas
foram fixadas e coradas com faloidina conjugada a rodamina e os nicleos marcados com
DAPI. A drea superficial das células foi obtida pela andlise individual dos midcitos

cardiacos com o software Leica Q Vitoria, como descrito anteriormente (Marin et al. 2008).

2.18 Desenho racional de peptideos

Ligantes da porcdo C-terminal da cadeia pesada da miosina sarcomérica foram
alinhados com o dominio FERM da FAK a fim de se obter potenciais sitios de interacao do
FERM com a miosina. Através desta andlise foi detectada uma regiao de homologia entre o
dominio FERM da FAK (GenBankTM: NP_032008.1) e o dominio de interacdo com a
miosina, Ig7, da myosin binding protein C (MyBPC) (GenBankTM: NP_032679.2). Esta
regido candidata (EIADQVDQE - FAKjss.166), nomeada FP-1, foi avaliada quanto sua
especificidade, conservacdo na escala evolutiva e exposi¢do na superficie protéica. Um
peptideo controle, FP-2 (QTIQYSNSEDK; FAK 300.310), também especifico, exposto na
superficie protéica e conservado na escala evolutiva foi sintetizado. Para o tratamento dos
midcitos cardiacos, os peptideos FP-1 e FP-2 foram sintetizados e ligados por uma ponte
dissulfeto N-terminal ao peptideo translocador de membranas bioldgicas TAT47.57
(YGRKKRRQRRR), o qual € conhecido por internalizar peptideos e proteinas em células.
Alternativamente, os peptideos FP-1 e FP-2 foram ligados ao peptideo TAT47.57 por um

linker constituido por glicina, serina e glicina (GSG).
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FP-1: Nterminal-Y GRKKRRQRRRC-SS-CEIADQVDQE-Cterminal

FP-2: Nterminal-YGRKKRRQRRRC-SS-CQTIQYSNSEDK-Cterminal

FP-1: Nterminal-YGRKKRRQRRRGSGEIADQVDQE-Cterminal

FP-2: Nterminal-YGRKKRRQRRRGSGQTIQYSNSEDK-Cterminal

2.19 Acoplamento de peptideos a colunas HiTrap NHS-activated HP e identificaciao de

ligantes

As colunas de afinidade foram obtidas pela ligacdo covalente do peptideo FP-1, o
peptideo controle FP-2 e o dominio FERM da FAK pelo N-terminal ao gel de colunas do

tipo HiTrap NHS-activated HP (1 ml) de acordo com o fabricante (GE).

Extratos originados de ventriculo esquerdode ratos adultos foram incubados nas
colunas (FP-1-Hitrap, FP-2-Hitrap e FERM-Hitrap) por 1.5 horas a 4 °C. Em seguida as
colunas foram lavadas com solucdo salina (PBS) e posteriormente com 0.1 M glicina, pH
2.7. As proteinas que permaneceram ligadas as colunas foram eluidas com 9 ml de 0.1 M
glicina, pH 2.7, concentradas em filtros Amicon Ultra (Millipore) e separadas por SDS-
PAGE, utilizadas para andlises por western blotting ou por cromatografia liquida acoplada
ao espectrometro de massas (liquid chromatography tandem mass spectrometry; LC-

MS/MS).
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Para as analises por LC-MS/MS, as amostras previamente digeridas com tripsina
foram injetadas utilizando um nanoAcquity UPLC e a separacdo cromatografica foi
efetuada utilizando-se uma coluna de C18 (100um x 10 cm) com um fluxo de 1.0 pul/min.
Os espectros de massas foram adquiridos em um instrumento Synapt HDMS (Waters Co.),
sendo que os trés picos mais intensos foram submetidos ao MS/MS. Os dados foram
processados utilizando-se o Mascot Distiller (Matrix Science Ltd) e em seguida a busca foi

realizada utilizando-se o servidor Mascot (Matrix Science Ltd).

2.20 Extracao de peptideos intracelulares e deteccao de FP-1

A fracdo de peptideos intracelulares foi obtida através do protocolo adaptado de
Villen e colaboradores (Villen and Gygi, 2008). Brevemente, MVRNs foram extraidos em
tampao de lise (8 M uréia, 75 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8.2, um tablete de coquetel de
inibidores de protease (Roche) por 10 ml de tampao de lise, | mM PMSF), sonicados 3 x
60 segundos a 4 °C , centrifugados a 2,500g por 10 min a 4 °C para eliminar restos
celulares. O sobrenadante foi transferido para tubos novos para precipitacdo com acetona
gelada (1:3). Apds precipitagdo, o sobrenadante foi secado por centrifugacdo a vacuo e
ressuspendido em 0.1% de dcido trifluoroacetico. Os peptideos foram desalinizados por
fase reversa utilizando-se colunas de extracdo de fase sélida tC18 SepPaks de 50mg
(Waters). As amostras (1 uM de FP-1, fracdo peptidica de MVRNs controles e tratados
com FP-1) foram submetidos a andlise por UPLC/MS/MS. Estas anélises foram realizadas
no equipamento Synapt HDMS (Waters Co.) utilizando-se uma coluna BEH de C18
(100um x 10 cm) com um fluxo de 1.0 pl/min. As fases mdveis A e B consistiram de 0.1%

de 4cido férmico/dgua e 0.1% 4cido férmico/acetonitrila, respectivamente. As condi¢gdes de

Material e Métodos
67



gradiente utilizadas foram as seguintes: 0 min com 3% de B, aumentando linearmente para
30% de B em 20 min, em seguida, aumentando para 70% de B em 40 min, permanecendo
nesta condi¢do por 50 minutos € no préximo minuto o gradiente foi reduzido a 3% de B. O
método de MS utilizado foi aquisicdo dependente de dados, onde os trés picos mais

intensos foram submetidos ao experimento de MS/MS.

2.21 Deteccao quantitativa de mRNAs

O RNA celular total foi extraido e a deteccdo e quantificacdo da expressdo dos
genes de interesse foram analisadas por Sybr Green qRT-PCR. As amostras de RNA total
(2ug) passaram por experimentos de transcri¢ao reversa (RT-PCRs) a 42°C por 1 hora com
Iug de oligo(dT) primer (Invitrogen) e transcriptase reversa Superscript II. Os mixes para
as reacdes de PCR foram montados utilizando-se o Brilliant SYBR Green qPCR Master
Mix (Stratagene). As reagdes foram realizadas utilizando-se o programa SYBR Green (with
Dissociation Curve) no Mx3000TM Comparative Quantitative PCR System (Stratagene).
Os parametros para os ciclos foram os seguintes: 95°C for 10min e em seguida 30 ciclos de
95°C (30s), 55°C ou 60°C (45s), e 72°C (30s) seguido por andlise da curva de anelamento.
Os oligos utilizados foram: FAK sense: 5’-GACAAAGACAGGAAAGGAATGC-3’; FAK
antisense: 5’- GTCAGCCATGTTCTCTGCAA-3’; ANP sense: 5’-
CTTCCTCTTCCTGGCCTTTT -3’; ANP antisense: 5’-TCCAGGTGGTCTAGCAGGTT-
3’; GAPDH sense: 5-GGCATTGCTCTCAATGACAA-3 ¢ GAPDH antisense: 5’-
ATGTAGGCCATGAGGTCCAC-3’. Todas as reagdes foram normalizadas com o

marcador de referéncia. Os valores do limiar médio do ciclo foram utilizados para as
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andlises, sendo que todos eles foram normalizados pelos niveis de expressao do mRNA do

GAPDH.

2.22 Cross linking acoplado a espectrometria de massas

Os experimentos de cross linking acoplado a espectrometria de massas se baseiam
na identificacdo de sequéncias peptidicas proximas na estrutura tercidria ligadas através de
um reagente (cross linker) que se liga covalentemente a aminas primdrias presentes
principalmente nas cadeias laterais de lisinas ou na por¢ao N-terminal das cadeias
protéicas. Nestes ensaios utilizou-se o reagente DiSuccinimidil Suberato (DSS) (Fig. 07A)
que € um reagente homobifuncional que contém um grupamento NHS em cada extremidade
de um braco espacador de oito carbonos [11,4 Angstroms (A)]. Esteres de NHS sdo
suscetiveis a ataque nucleofilico, levando a perda do anel succinimida e formacdo da
ligacdo entre a cadeia espagadora e o residuo de aminodcido (Fig. 07B). Esse reagente pode
se ligar, devido a sua flexibilidade, a aminas com distancias entre ~ 5 a 11.4A na estrutura
protéica. Como o DSS é um reagente homobifuncional e os produtos da reagdo de cross
linking podem ser do tipo intramolecular (residuos conectados estdo na mesma cadeia),
intermolecular (residuos conectados encontram-se em cadeias distintas) ou ainda dead-end,

onde somente um dos grupos reativos se ligou a cadeia peptidica (Fig. 07C).
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Figura 07. Reacdo de cross linking com o reagente DSS. A. Estrutura do DSS. B. Exemplo
de reacdo do DSS com a cadeia lateral de duas lisinas. Para que esse produto seja formado,
a distancia entre esses residuos deve ser compativel com o tamanho da cadeia espacadora

do DSS. C. Possiveis produtos de reacdo entre uma proteina e um cross linker bifuncional.

Para a realizag¢do deste ensaio, o dominio FERM da FAK e a por¢cao C-terminal da
miosina sarcomérica em fusdo com caudas de histidina foram co-purificados por afinidade
em colunas do tipo HisTrap® HP (5 mL) (GE) em tampao PBS acrescido de redutor (SmM
de B-mercaptoetanol) e em seguida por cromatografia de exclusdo de tamanho em coluna
Superdex 200 26/60 (GE) acoplada ao sistema AKTA-FPLC (Amersham-Biosciences) em
tampao PBS. Os eluatos contendo o complexo foram entao incubados com o reagente de
cross linker dissolvido em dimetilformamida (10 mg/mL) na proporcio de 1:150
(proteina/DSS) por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida as reagdes foram
paralisadas com o uso de Tris*eHCI (pH 7.5) 50mM final e resolvidas por SDS-PAGE ou

digerias com tripsina para andlise por LC-MS/MS.
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Os espectros de MS/MS dos peptideos que continham o cross linker ligado foram
identificados de acordo com o padrdo de ionizacdo do reagente DSS, ou seja, foram
buscados fons com razdo massa/carga de 222,1494 ou 239,1759 no espectro, caso estes ions
fossem encontrados, procurou-se pelo fon com razdo massa/carga 305,2229 e quando
encontrado, procurou-se entdo pelos fons 147,1134 e 175,1195 que indicam a presenca de

reacdo intermolecular (Fig. 08), alvo deste estudo.
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Figura 08. fons caracteristicos do padrio de ionizacio do reagente DSS. Modificado de

Iglesias e colaboradores (Iglesias et al. 2010).

2.23 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)

Os experimentos de espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS - small-angle
X-ray scattering) foram realizados na linha DO2A-SAXS?2 do Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron (LNLS).
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As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, utilizando um porta amostra
de um milimetro de espessura, vedada com janelas de mica por onde passa o feixe de raios-
X monocrométicos (comprimento de onda de A = 1,488 A). Os padrdes de espalhamento de
raios-X foram gravados usando um detector bidimensional do tipo CCD (MARCCD™)
sensivel a posi¢ao. As experiéncias foram realizadas utilizando-se duas distancias amostra-
detector (1.661,38 mm e 446,53 mm), resultando em um amplo intervalo angular, 0.009A™

<q <0,40 A", onde q é a magnitude do vetor G definido por g = (47 / 1) sen6, sendo 26

definido como o angulo de espalhamento).

Trés coletas sucessivas de 300 segundos cada foram registradas para cada amostra.
As medidas foram realizadas com as amostras em tampao fosfato (20 mM de Fosfato pH
7,4; 150 mM NaCl, ImM DTT). O complexo FERM/c-terminal da miosina foi quantificado

em espectrofotdmetro a 280nm e 0,4mg/ml do complexo foi utilizado na experiéncia.

Os dados bidimensionais foram reduzidos a curvas unidimensionais através de
integracdo da intensidade registrada no detector CCD usando o programa FIT2D. As
intensidades das curvas foram corrigidas pela resposta do detector e normalizadas pela
intensidade do feixe incidente e pela absor¢do da amostra. Posteriormente, o espalhamento
do tampao foi subtraido do espalhamento de cada amostra. As curvas resultantes foram
inspecionadas para verificar a existéncia de danos na amostra induzidos pela radia¢ao, mas
esse efeito ndo foi observado. Depois de normalizar as curvas pela concentragdo, nenhum
efeito de concentracdo foi observado. A primeira andlise realizada foi o cdlculo do raio de
giro (Rg) usando a aproximagdo de Guinier: vélida na regido em que qRg <1 (GUINIER,

1955). O Rg foi também calculado a partir da funcdo de distribui¢c@o de pares de distancias,
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p(r), que foi obtida por transformada de Fourier da curva de intensidade utilizando o
programa GNOM (SVERGUN, 1992). A func¢do p(r) também fornece a dimensdo méaxima
(Dmax) da molécula. Além disso, a representacdo de Kratky da curva de intensidade ( q2 I(q))
vs. (q) (FEIGIN, 1987) foi utilizada para analisar a compacidade da conformacdo das

proteinas em solucao.

2.24 Modelagem de corpo-rigido a partir dos dados de SAXS

Os modelos de baixa resolu¢do do complexo FERM/miosina foram restaurados a
partir da intensidade da curva de SAXS utilizando diferentes abordagens de modelagem de
corpo rigido. Estas abordagens ndo fornecem uma solugdo tnica, e portanto, as informacdes
de proximidade de sequéncias peptidicas obtidas pelas andlises por cross linking acoplado a
espectrometria de massas foram utilizadas para a obten¢do de um modelo plausivel. No
caso das proteinas aqui estudadas, a estrutura cristalografica de alta resolu¢do do dominio
FERM da FAK de gallus gallus ja esta resolvida (PDB:2AL6) e foi utilizada como modelo
para a modelagem molecular do dominio FERM da FAK de mus musculus utilizando-se o
programa Modeller (copyright © 1989-2010 Andrej Sali). O modelo da miosina foi obtido
também através do uso do programa Modeller utilizando-se como molde a estrutura

cristalografica da por¢cdo C-terminal da tropomiosina (PDB: 2EFR).

2.25 Docking molecular

O docking molecular foi realizado utilizando-se o programa GRAMM-X web server
(Tovchigrechko and Vakser, 2006) utilizando-se os modelos do FERM e da porcao C-

terminal da cadeia pesada da miosina sarcomérica obtidos pelo programa Modeller. O
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docking foi efetuado de forma livre (sem condi¢des de contato como entrada no programa)
por trés vezes e 300 solu¢des foram obtidas em cada corrida. A fim de se selecionar as
solucdes mais apropriadas entre as conformagdes obtidas, as condicdes de contato dadas
pelo cross linking acoplado a espectrometria de massas foram utilizadas. As 10 melhores
solucdes de cada corrida foram testadas contra os dados de SAXS utilizando-se o programa
CRYSOL (Svergun, 1995). O desvio entre os modelos selecionados em cada corrida foi
avaliado através do RMSD (Root mean square deviation) utilizando-se o MultiProt Server

(http:// bioinfo3d.cs.tau.ac.il/ MultiProt/).

2.26 Analise estatistica

As leituras densitométricas dos immunoblots foram expressas como o percentual de
alterac@o (em relacdo aos controles) para um nuimero de n experimentos independentes.
Cada experimento foi realizado com distintas culturas primdrias (~ 70 coragdes de ratos
neonatos foram utilizados por cultura). A area superficial das células foi obtida pela anélise
individual dos midcitos cardiacos (pelo menos 250 células contadas) e apresentada como a
média £ SEM. As comparagdes estatisticas das leituras densitométricas e das dreas da
superficie celular foram feitas utilizando-se o ANOVA e o teste de escala maltipla de

Bonferroni. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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3.Resultados







3.1 FAK interage fisicamente com a porcao C-terminal da cadeia pesada da miosina

sarcomeérica

Para verificar a existéncia de interacdo direta entre FAK e a por¢ao C-terminal da
cadeia pesada de miosina foram realizados ensaios de precipitacdo com as proteinas
expressas em sistemas heter6logos e posteriormente purificadas. A por¢do C-terminal da
cadeia pesada da miosina sarcomérica (C-terminal da miosina), expressa em fusdo com
uma cauda de GST (GST-Mio) (Fonseca et al., 2005) e a proteina recombinante FL-FAK
(FL-FAK- Full length FAK), expressa com cauda de histidina, em sistema de baculovirus,
foram utilizadas neste ensaio de precipitacio do tipo Pull-Down. Como controle foi
utilizado apenas GST. Como apresentado na Figura 09, apenas GST-Mio precipita FL-
FAK, indicando a presenca de interacdo direta entre FAK e a por¢do C-terminal de miosina

sarcomérica.

Pull-Down

GST-Mio GST

FL-FAK
FL-FAK

FAK | 125 kDa

Figura 09: FL-FAK fisicamente interage com a porcdo C-terminal da cadeia pesada de
miosina sarcomérica em fusdo com GST. Imunoblotting com anti-FAK do precipitado com

GST-Mio ou GST.
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3.2 Ativacao da FAK in vitro reduz sua ligacao a miosina sarcomérica

Para testar a hipétese de que a ativacdo da FAK altera sua capacidade de ligagcdo a
miosina, foram realizados ensaios de precipitacio com GST-Mio e FAK ativada por ensaio
de fosforilacdo in vitro. Adi¢do de ATP aumentou a quantidade de FAK ativa/fosforilada
reconhecida pelo anticorpo especifico anti-FAK fosforilada no residuo tirosina 397 (anti-
pFAK-Tyr397) (Fig. 10A). Ap6s sua ativagdo foi observado uma diminuicao de sua ligacao
a proteina recombinante GST-Mio (Fig. 10B). Além disso, experimentos de precipitacdo na
presenca do inibidor de tirosino-quinases (inibidor competitivo do ATP; PD153035)
resultaram em reducdo da fosforilacio da FAK (Fig. 10C), enquanto os niveis de FAK
precipitados por GST-Mio permaneceram semelhantes aos do controle, na auséncia do

PD153035 (Fig. 10D).
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Figura 10: Ativacio da FAK reduz sua ligacio a porcdo C-terminal da miosina
sarcomérica in vitro. A. Anti-FAK e anti-pFAK immunoblots das formas fosforiladas e nao
fosforiladas da FL-FAK. B. A interacio FAK/miosina foi diminuida pela
fosforilagdo/ativacdo da FAK. C. Anti-FAK e anti-pFAK immunoblots de FL-FAK, FL-
FAK + ATP e FL-FAK + ATP + PD153035. D. Ensaio de Pull-Down realizado com as
proteinas FL-FAK, FL-FAK+ ATP e FL-FAK + ATP + PD153035 com GST-Mio.

3.3 Miosina sarcomérica reduz atividade da FAK in vitro

Para testar a hipétese de que a miosina sarcomérica inibe a atividade basal da FAK,
foram realizados ensaios de autofosforilacio da FL-FAK em concentracdes crescentes do
fragmento recombinante da miosina sarcomérica. A adicdo de ATP ao tampao de dilui¢ao

da FAK levou a autofosforilagcdo no residuo tirosina 397, o que determina sua ativacio
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(segundo spot na membrana) (Fig. 11). Apds a adi¢ao de GST-Mio, houve uma atenuacio
da ativacdo da FAK enquanto que, a adi¢do de GST nao alterou a autofosforilacdo desta

quinase (Fig. 11).
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Figura 11. GST-Mio reduz ativa¢do da FAK em ensaios de fosforilagdo in vitro. Bloting
representativo demonstra a marcacio pelo anticorpo anti-pFAK-Tyr397. O experimento foi
realizado na auséncia ou presenga de ATP, GST ou GST-Mio [FL-FAK; FL-FAK + ATP;
FL-FAK + GST 1:1 + ATP; FL-FAK + GST-Myo 1:0.25, 1:0.5 e 1:1 (Mol/Mol) + ATP;
GST-Mio e GST]. * p< 0.05 vs a leitura densitométrica da FL-FAK + ATP.

Estes resultados demonstraram que a interagdo da FAK com a miosina tem efeito
inibitério na ativagdo desta quinase e que a ativacdo prévia da FAK reduz sua interacio

com a por¢ao C-terminal da miosina em fusdo com GST.
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3.4 Dominio FERM da FAK medeia a interacio FAK/porcao c-terminal da miosina de

cadeia pesada

Uma etapa importante para o entendimento da funcionalidade da interacdo FAK/C-
terminal da miosina € o esclarecimento da topologia da interacado, através da identificagao
das estruturas sub-moleculares da FAK envolvidas na interacdo com a miosina. Para
averiguar qual dominio da FAK interage com por¢ao C-terminal da cadeia pesada da
miosina sarcomérica, fragmentos recombinantes da FAK fundidos com GST, ou seja, o
dominio FERM (GST-FERM), o dominio catalitico (GST-KINASE) e a porcao C-terminal
(GST-cTERM), foram utilizados em ensaios de precipitacdo com a porcdo C-terminal da
miosina fundida com a cauda de histidina (His-Mio). GST foi utilizado como controle.
Conforme observado na Figura 12, o dominio FERM foi o tnico dominio da FAK que
precipitou a por¢dao C-terminal da miosina sarcomérica. Este resultado indica que a
interacdo entre estas duas proteinas ocorre através da ligacdo do dominio FERM a porc¢ao

C-terminal da miosina sarcomérica.
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Figura 12. GST-FERM precipita a porcdo C-terminal da miosina (His-Mio). No painel
superior encontra-se um bloting com anticorpo anti-miosina do precipitado de proteina pelo
ensaio de Pull-Down realizado com os fragmentos recombinantes da FAK em fusdo com
GST e His-Mio. No painel inferior encontra-se um gel SDS-PAGE dos fragmentos

recombinantes da proteina FAK corado com coomassie blue.

A interacdo do dominio FERM da FAK com a miosina sarcomérica também foi
averiguada através de ensaios de Pull-Down com as proteinas recombinantes GST-Mio e o
dominio FERM da FAK fundido a uma cauda de histidina (His-FERM). O resultado
apresentado na Figura 13 confirma a interagdo entre estas duas proteinas recombinantes e
reforca o dado de que o dominio FERM da FAK medeia sua interagdo com a miosina

sarcomérica.
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Figura 13. GST-Mio precipita His-FERM. Ensaio de Pull-Down realizado com as
proteinas recombinantes His-FERM e GST-Mio e, como controle, His-FERM e GST.

3.5 Associacao basal entre FAK e miosina nativa

Para verificar se FAK interage com a miosina enddégena, os fragmentos
recombinantes da FAK, fundidos a GST, foram incubados com extratos de midcitos
ventriculares de ratos neonatos (MVRNs). Como observado na Figura 14, o dominio

FERM da FAK foi o tnico dominio a interagir com miosina cardiaca endégena.
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Figura 14. GST-FERM interage com miosina sarcomérica de extrato de midcitos de ratos
neonatos. O painel superior apresenta um blotting com anticorpo anti-miosina das proteinas
de extratos de MVRNSs precipitadas pelos fragmentos recombinates da FAK em fusdo com
GST. O painel inferior apresenta um gel corado por coomassie blue dos fragmentos

recombinantes da FAK em fusao com GST utilizados no ensaio de Pull-Down.

Para confirmar se a interacdo FAK/miosina endégena se da pelo dominio FERM
da FAK, foram realizados ensaios de ligagdo com os fragmentos recombinantes da FAK e
miosina sarcomérica purificada de ventriculo esquerdode ratos neonatos. Concentracdes
crescentes de miosina purificada foram aplicadas em membranas de nitrocelulose e estas
foram entdao incubadas com anticorpo anti-miosina, anti-FAK ou anti-GST. Somente o
anticorpo anti-miosina reagiu com as regides de miosina da membrana, o que infere para
uma boa purificagdo da amostra de miosina sarcomérica (Fig. 15A). Em seguida, as
membranas foram incubadas com os fragmentos recombinates da FAK e os anticorpos
descritos acima foram utilizados para detectar seus ligantes. Os resultados deste

experimento demonstraram que o dominio FERM da FAK se ligou as regides de miosina
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purificada de forma dose dependente. Nao houve ligacdo dos demais fragmentos da FAK as

regides de miosina aplicada na membrana (Fig. 15 B).
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Figura 15. Miosina cardiaca purificada de ventriculo esquerdode ratos neonatos interage
com o dominio FERM da FAK. A. Dot blot, com os anticorpos indicados, da miosina
purificada e aplicada nas membranas de nitrocelulose. B. Dot blots das membranas,
contendo miosina purificada, apés incubacdo com os dominios GST-FERM, GST-KINASE
ou GST-cTERM, como indicado.

A interacdo FERM/miosina cardiaca foi também confirmada por ensaios de far
western blotting. A Figura 16 A apresenta um gel SDS-PAGE corado por coomassie blue
no qual a coluna I contém extrato total proveniente de MVRNs e a coluna II contém
miosina sarcomérica purificada de ventriculo esquerdode ratos neonatos. As Figuras 16B e
16C apresentam Blottings, do extrato total de MVRNs e da miosina purificada de
ventriculos de MVRNSs, com os anticorpos anti-miosina e anti-FAK, respectivamente.
Como observado na Figura 16C, ndo ocorre marcac¢io com o anticorpo anti-FAK na coluna
de miosina purificada, apenas na do extrato total. Subsequentemente, apds incubacao das
membranas com o dominio FERM (GST-FERM) ou com GST, foram realizados blottings

com os anticorpos anti-FAK e anti-GST. Os resultados demonstraram que o dominio
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FERM se liga a diferentes proteinas do extrato total de MVRNSs e inclusive se liga a
proteina de 220KDa que corresponde a miosina de cadeia pesada (Fig. 16D e 16E). A
membrana incubada com GST ndo apresentou marcagdo com o anticorpo anti-GST (Fig.

16F), o que indica a especificidade da interacio FERM/ miosina.
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Figura 16. Far western blotting indica interacdo do dominio FERM da FAK com miosina
de extrato celular de MVRNs e miosina purificada de ventriculo esquerdode MVRNSs. A.
Gel SDS-PAGE corado com coomassie blue do extrato total de ratos neonatos (I) € miosina
cardiaca de cadeia pesada purificada (II). B e C. Fragdes I e II marcadas com os anticorpos
anti-miosina e anti-FAK, respectivamente. D. Far western blot da membrana com as
fracoes 1 e II apds incubacdo com a proteina recombinante GST-FERM e posterior
marcacdo com anticorpo anti-FAK-N-terminal. E. Membrana com as fracdes protéicas |
and II incubada com GST-FERM e subsequentemente marcada com o anticorpo anti-GST.
F. Membrana com as fragdes protéicas I and II incubada com GST e subsequentemente

marcada com o anticorpo anti-GST.
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3.6 Co-localizacio e interacdo da FAK e miosina em midcitos cardiacos

A localizacdo da FAK em relacdo a miosina cardiaca foi averiguada através de
ensaios de imunofluorescéncia de midcitos ventriculares de ratos neonatos e subsequente
andlise por microscopia confocal. A marcacdo com anticorpo anti-FAK (verde) revela uma
distribuicdo estriada desta proteina, a qual apresenta sobreposicdo com a marcagdo da
miosina sarcomérica (vermelho), como pode ser observado pela coloracdo amarela nas
imagens sobrepostas (Fig. 17).

FAK Miosina

Sobreposta

Figura 17. FAK se co-localiza com miosina cardiaca em MVRNSs. I, II e III. Imagens de
microscopia confocal de midcitos ventriculares de ratos neonatos duplamente marcados
com anti-FAK (verde) e anti-miosina de cadeia pesada (vermelho). A coloracdo amarela

das imagens sobrepostas indica co-localizag¢ao destas proteinas em MVRNS.
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Apés as andlises de localizacdo destas proteinas, a propor¢do relativa de FAK
associada a miosina foi estimada através da comparagdo da quantidade de FAK
imunoprecipitada pelo anticorpo anti-miosina de cadeia pesada com a quantidade
imunoprecipitada pelo anticorpo anti-FAK (anti-FAK c-20). A fragao de FAK precipitada
por anti-miosina foi de aproximadamente 40% do total de FAK imunoprecipitada pelo

anticorpo anti-FAK (Fig. 18).
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Figura 18. Imunoprecipitacio de FAK e miosina em extratos de MVRNSs. Blotting
representativo e grafico de barras demonstram a fracdo de FAK precipitada pelo anticorpo
anti-miosina de cadeia pesada em relacdo a fracdo precipitada pelo anticorpo anti-FAK c-

20.

Em seguida, foram realizados experimentos com midcitos cardiacos extraidos de
ratos adultos para verificar se o dominio FERM da FAK se co-localiza com a miosina
sarcomérica nas células adultas. Midcitos adultos permeabilizados com saponina passaram
pelo procedimento de decoration com o dominio FERM da FAK covalentemente ligado ao
reagente FITC (FERM-FITC) e em seguida pela imunomarca¢cdo com anti-miosina. Como
observado na Figura 19, o dominio FERM modificado (verde) ligou-se as regides de

miosina sarcomérica (vermelho), o que indica que o dominio FERM da FAK ¢é responsavel
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pela co-localizagdo destas proteinas em midcitos adultos (coloragdo amarela na imagem

sobreposta).

FERM-FITC Miosina

SBbreposta

Figura 19. Decoration indica que o dominio FERM da FAK ¢ responsavel por sua co-
localizagdo com a miosina sarcomérica em midcitos adultos. A-D. Imagem de microscopia
confocal de midcito ventricular de rato adulto apds decoration com o dominio FERM da

FAK covalentemente ligado ao reagente FITC e subsequente marca¢do com anti-miosina.
A interagdo do dominio FERM da FAK com a miosina sarcomérica de ratos adultos
foi também verificada através de ensaios de imunoprecipitagdo em extratos de ventriculo
esquerdode ratos adultos e ensaios de ligacdo em coluna (HP HiTrapTM NHS-activated)
com o dominio FERM recombinante covalentemente ligado. A Figura 20A demonstra que
a miosina sarcomérica € encontrada no imunoprecipitado com anticorpo anti-FAK c-20 de
extratos ventriculares de ratos adultos. A Figura 20B apresenta um gel de SDS-PAGE,
corado por comassie blue, das proteinas do extrato de ventriculo esquerdode ratos adultos
que permaneceram ligadas a coluna com FERM acoplado (FERM-HiTrap). Estas proteinas

foram identificadas por espectrometria de massas (Liquid Chromatography Tandem Mass
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Spectrometry - LC-MS/MS) e dentre estas, miosina sarcomérica foi identificada com um

score de 427 (Fig. 20B).
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Figura 20. Miosina interage com FAK em ensaios de imunoprecipitacio em extratos
ventriculares de ratos adultos e de ligacdo em coluna com FERM covalentemente ligado. A.
Miosina sarcomérica € encontrada no imunoprecipitado com Anti-FAK c¢-20. B. Gel de
SDS-PAGE corado por coomassie blue das proteinas que interagiram com o dominio
FERM ligado a coluna HiTrapTM NHS-activated (FERM-HiTrap). Miosina sarcomérica

foi uma das proteinas identificadas por MS/MS.

3.7 Estiramento ciclico reduz a interacio FAK/miosina cardiaca

Os experimentos realizados in vitro indicaram que a interacio FAK/miosina tem
efeito inibitdrio na ativagcdo desta quinase e que a ativacdo da FAK leva a uma reducdo em
sua interagdo com a miosina. Além disso, os ensaios realizados in vivo demonstraram que
estas proteinas se co-localizam (~40%) e interagem em midcitos cardiacos, o que sugere a
hipétese de que a interacio FAK/miosina pode ser regulada por eventos celulares que
culminam com a ativa¢do desta quinase como, por exemplo, o estresse mecanico (Fonseca

et al., 2005; Franchini et al., 2000).
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Para testar a hipdtese de que a interagdo FAK/miosina € sensivel ao estresse
mecanico, MVRNs foram submetidos ao estiramento ciclico (até 110%; 1 Hz) por 10, 30 e
60 minutos. Este estiramento induziu uma rdpida (10 min) e sustentada (até 60 min)
ativacdo da FAK, o que foi verificado pela fosforilacdo no residuo tirosina 397 através da
utilizacdo do anticorpo fosfo-especifico (anti-pFAK-Tyr397)(Fig.21). Quantidades
semelhantes de FAK foram encontradas nos extratos celulares totais, indicando que nao
houve alteragdo na expressao gé€nica desta proteina decorrente do processo de estiramento.
A normalizacao da fosforilagdo da FAK encontra-se sumarizada no grafico apresentado no
painel inferior da Figura 21.
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Figura 21. Estiramento ciclico leva a ativagdo da FAK. Blotting do extrato total de
MVRNSs controles (CT) e estirados por 10, 30 e 60 minutos. O gréifico apresenta os valores

médios (n=5) da razdo dos anticorpos pFAK/FAK. # p< 0.05 vs Controle (CT).

Em seguida, foram realizados ensaios de co-imunoprecipitacdo (IP) com os extratos
das células controles e daquelas submetidas ao estiramento, para verificar se a interagdao

FAK/miosina é regulada pelo estresse mecanico e consequente ativacdo da FAK. Os

ensaios foram realizados com os anticorpos anti-FAK c-20 e anti-miosina de cadeia pesada.
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Como observado na Figura 22, a quantidade de miosina precipitada no imunocomplexo
com o uso do anticorpo anti-FAK reduziu com o aumento do tempo de estiramento. Este

dado corrobora com a hipétese de que a interagdo FAK/miosina é regulada por estimulos

mecanicos.
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Figura 22. Estresse mecanico modula a interacio FAK/miosina cardiaca. Blotting realizado
com anticorpo anti-miosina do imunocomplexo formado pela precipitagdo com anticorpo
anti-FAK em extrato de MVRNs controles e estirados. O grifico apresenta a leitura
densitométrica (n= 6) do immunoblotting com anti-miosina normalizado pela quantidade de

FAK precipitada (imunoblotting com anti-FAK). # p< 0.05 vs Controle (CT).

3.8 Tratamento com agonista farmacoldgico que ativa FAK nio interfere na interacao

FAK/miosina cardiaca

A fim de se verificar se a ativacdo da FAK por agonista farmacolégico poderia
interferir na interacdo FAK/miosina, MVRNs foram submetidos a tratamento por 30 e 60
minutos com 100 uM de fenilefrina (Php- agonista alfa-adrenérgico) que sabidamente leva
a ativagdo da FAK. O tratamento com fenilefrina resultou em um aumento na fosforilacao

do residuo tirosina 397 da FAK (Fig. 23A), no entanto ndo houve alteracdo na quantidade
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de miosina associada a FAK no imunocomplexo com o anticorpo anti-FAK (Fig. 23B).
Este resultado sugere que fenilefrina ativa um pool de FAK distindo daquele que interage

com a miosina e € ativado pelo estresse mecanico.
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Figura 23. Ativacdo da FAK por agonista farmacolégico ndo interfere na interagao
FAK/miosina. A. Blotting dos extratos de MVRNs controles ou tratados com fenilefrina
(Php) por 30 e 60 minutos. O grafico apresenta a leitura densitométrica (n= 4) do
immunoblotting com anti-FAK fosforilada no residuo tirosina 397 normalizado pelo
imunoblotting com anti-FAK. B. Immunoblotings realizados com anti-miosina do
imunocomplexo formado pela precipitagdo com anticorpo anti-FAK em extrato de MVRNs
controles e tratados com fenilefrina. O grafico apresenta a leitura densitométrica (n= 4) do
Immunobloting com anti-miosina normalizado pela quantidade de FAK precipitada

(Immunobloting com anti-FAK). # p< 0.05 vs Controle (CT). Php = fenilifrina.

3.9 Silenciamento da miosina sarcomérica resulta em aumento da fosforilacao da FAK

Para confirmar a importancia da interacio FAK/miosina para a manuten¢do da
quiescéncia basal da FAK in vivo, foram realizados experimentos com MVRNS silenciados
para miosina sarcomérica pela técnica de interferéncia por siRNA. O silenciamento foi

efetivo com a utilizacdo de siRNA especifico para miosina sarcomérica cardiaca na
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propor¢ao de 200ng/ml de meio, o que reduziu a expressao desta proteina em ~ 60% (Fig.
24A). Os dados foram normalizados pelo tratamento com siRNA de sequéncia irrelevante,
no caso, especifico para a proteina GFP. As imagens de imunofluorescéncia das Figuras
24B e C demonstram que as células que receberam o siRNA para miosina sarcomérica

apresentaram uma reducdo em suas estriacdes em relacdo as que receberam siRNA para

GFP.
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Figura 24. Silenciamento da miosina sarcomérica em MVRNs. A. Immunoblotting e
grafico de barras demonstram a quantidade de miosina em MVRNs controles e tratados
com siRNA para os alvos indicados. O gréfico apresenta a leitura densitométrica (n= 3) do
Immunobloting com anti-miosina normalizado pelo anti-GAPDH (Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase). B. Imunofluorescéncia de MVRNs tratados com siRNA para
GFP. C. Imunofluorescéncia de MVRNs tratados com siRNA para miosina. A reagcdo de
imunofluorescéncia foi realizada com o anticorpo primério anti-myosin heavy chain € o

secundario Alexa568-conjugated goat anti-mouse (n=6 culturas). ¥ < 0.05 vs siGFP.

Confirmado o silenciamento da miosina sarcomérica, foram realizados ensaios de

western blotting com os anticorpos anti-FAK e anti-FAK fosforilada no residuo tirosina
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397 para verificar se a deplecao de miosina interfere na expressao ou fosforilagao da FAK.
Os resultados demonstraram que o silenciamento da miosina nao alterou os niveis de
expressio de FAK, no entanto, observou-se um aumento substancial na
ativacdo/fosforilacdo da mesma (Fig. 25), o que indica a importincia da interacao

FAK/miosina na manuten¢ao da quiescéncia basal da FAK.
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Figura 25. Silenciamento da miosina sarcomérica ocasiona aumento na fosforilagdo da
FAK. Western blotting dos extratos de MVRNSs controles ou tratados com siRNA para GFP
ou miosina. O grafico apresenta a leitura densitométrica (n= 4) do immunoblotting com
anti-FAK fosforilada no residuo tirosina 397 normalizado pelo imunoblotting com anti-

FAK. 1<0.05 vs siGFP.

3.10 Identificacio de um possivel sitio de interacdo entre FAK/miosina através do

desenho racional de peptideos

O mapeamento de sitios de ligacdo entre proteinas pode ser feito através da andlise
de sequéncia homologas entre grupos de proteinas nao relacionadas mas que apresentam

um ligante em comum. Se duas proteinas A e B se ligam a uma proteina C, sequéncias

Resultados
95



homdlogas entre as proteinas A e B podem conter o sitio de ligacdo para a proteina C. Para
esta andlise, ligantes da regiao C-terminal da cadeia pesada de miosina sarcomérica tiveram
suas sequéncias protéicas alinhadas com o dominio FERM da FAK através da ferramenta

Sim-Prot encontrada no endereco: http://www.expasy.ch/tools/sim-prot.html. Através

destes alinhamentos, foi identificada uma regidao de homologia entre um ligante cldssico da
miosina, a proteina Myosin Binding Protein C (MyBPc), e o subdominio F2 do dominio
FERM da FAK (Fig. 26A). Em seguida, a fim de se encontrar uma sequéncia de
aminodcidos dentro do subdominio F2 que seja especifica da FAK, o subdominio F2 da
FAK foi alinhado ao da proteina relacionada PYK?2 (proteina tirosina quinase 2) através do

programa Multalin (http://www.expasy.ch/tools/sim-prot.html). Através desta anélise

encontrou-se, dentro da regidao de homologia com a proteina MyBPc, uma sequéncia
especifica da proteina FAK (FAKjss.166 composta pelos residuos EIADQVDQE) que
apresenta-se sublinhada na Figura 26B. Em seguida esta sequéncia ainda foi avaliada
quanto a sua especificidade através de seu alinhamento com as sequéncias equivalentes de
outras proteinas que possuem o dominio FERM. Conforme observado na Figura 26C, a
sequéncia candidata € especifica para o dominio FERM da FAK. Finalmente, o peptideo
identificado foi avaliado quanto a sua conservacdo na escala evolutiva, ja que sequéncias
com fungdes relevantes tendem a ser mantidas durante a evolucdo. A sequéncia apresentou-
se conservada até Xenopus laevis (Fig. 26D). Esta regido candidata a sitio de interagdo com

a miosina sarcomérica recebeu a nominagado de FP-1.
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Figura 26. Desenho racional de peptideos. A. Alinhamento entre o dominio FERM da
FAK (GenBankTM: NP_032008.1) e o dominio Ig7 da Mpyosin-Binding Protein C
(GenBankTM: NP_032679.2). B. Alinhamento entre o subdominio F2 do dominio FERM
da FAK e o da proteina tirosina quinase 2 (Pyk2) (GenBankTM: NP_001155838.1). O
peptideo candidato (FP-1) estd sublinhado em vermelho. C. Alinhamento das sequéncias do
subdominio F2 do dominio FERM da FAK e de diferentes proteinas que possuem FERM.
D. Alinhamento do subdominio F2 do dominio FERM da FAK de diferentes espécies.

FP-1 localiza-se na superficie do subdominio F2 do dominio FERM, na interface
oposta aquela onde este subdominio interage com o dominio catalitico e proxima as
sequéncias bdsicas, compostas por argininas e lisinas, que vém sendo descritas como
necessdrias para o importagao nuclear da FAK (Lim et al., 2008) (Fig. 27). Outro peptideo
derivado do dominio FERM da FAK (FP-2; QTIQYSNSEDK; FAK 309310), também

conservado e especifico, foi utilizado como controle (Fig. 27).
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Figura 27. Posi¢do dos peptideos FP-1 e FP-2 na estrutura cristalogrifica do dominio
FERM da FAK. Estrutura cristalografica dos dominios FERM e quindsico da FAK em sua
conformacgdo auto-inibitdria. No estado auto-inibitério, o dominio FERM (azul claro) se
liga ao dominio quindsico (verde) através de uma interacdo intramolecular entre o
subdominio F2 do dominio FERM e o lobo C do dominio quindsico. O peptideo FP-1 esta
destacado em vermelho, o peptideo FP-2 em alaranjado e as regides bdsicas relacionadas a

importacdo nuclear da FAK em azul escuro.

Para averiguar se o peptideo candidato, FP-1, interage com a miosina sarcomérica,
FP-1 e FP-2 foram sintetizados e covalentemente ligados a colunas do tipo HiTrap™ NHS-
activated HP. Estas colunas (FP-1-HiTrap e FP-2-HiTrap) foram utilizadas para ensaios de
interagdo com extratos totais provenientes de ventriculo esquerdode ratos adultos. Como
apresentado na Figura 28, miosina sarcomérica foi identificada por western blotting como
um ligante de FP-1 acoplado a coluna, indicando que este peptideo pode ser parte do sitio
de ligacdo de FERM a miosina sarcomérica. Nao houve ligacdo significativa de miosina a

FP-2 acoplado a coluna.
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Figura 28. FP-1 interage com miosina de extrato citoplasmético de ventriculo esquerdode
ratos adultos. Blotting realizado com anti-miosina dos eluatos das colunas HiTrap™ NHS

com FP-1 ou FP-2 acoplados.

Os peptideos foram também utilizados diretamente em ensaios de Pull-Down com a
por¢ao C-terminal da miosina sarcomérica ligada a GST e FL-FAK, para verificar se a
interacdo FAK/miosina poderia ser deslocada pela presenca do peptideo. A adi¢do de FP-1
reduziu a quantidade de FL-FAK precipitada por GST-Mio, enquanto que ndo houve

alteracdo na interagdo FAK/miosina pela presenca de FP-2 (Fig. 29).
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Figura 29. FP-1 diminui a interacdo entre FL-FAK e GST-Mio in vitro. O peptideo FP-1
regula negativamente o ensaio de Pull-Down da FL-FAK utilizando-se a miosina

recombinante GST-Mio.

3.11 FP-1 reduz a interacao FAK/miosina e leva a ativacao e redistribuiciao subcelular

da FAK em MVRNs

Considerando o efeito de FP-1 na interacdo entre FAK e miosina in vitro, foi
plausivel hipotetizar que o peptideo poderia deslocar a interacdo intramolecular entre
FAK/miosina, o que possibilitaria a ativacdo da FAK. Para testar esta hipétese, FP-1 e o
peptideo controle, FP-2, foram sintetizados e ligados por uma ponte dissulfeto N-terminal
ao peptideo translocador de membranas bioldgicas TAT47.57 (YGRKKRRQRRR), o qual é
conhecido por internalizar peptideos e proteinas em células. Alternativamente, os peptideos
FP-1 e FP-2 foram ligados ao peptideo TAT47.57 por um linker constituido por glicina,

serina e glicina (GSG).

A internalizagdo do peptideo FP-1 em midcitos cardiacos foi confirmada por sua

deteccao por LC-MS/MS em extratos de MVRNSs tratados com FP-1 (Fig. 30).
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Figura 30. Deteccao do peptideo FP-1 em extratos de MVRNs por LC-MS/MS. A.
Espectro de MS da fragdo de peptideos purificados de extratos de MVRNs controles. B.
Espectro de MS da fracdo de peptideos purificados de extratos de MVRNs tratados com
FP-1. A seta indica o fon marcador do peptideo FP-1 de m/z = 558.4 (5+). C. Espectro de
MS/MS do ifon de m/z = 558.4 (5+) da fracdo de peptideos purificados de extratos de
MVRNSs tratados com FP-1 (10uM). D. Espectro de MS/MS do ion marcador de m/z =
558.4 (5+) de FP-1, utilizado como padrao.
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Ap6s a confirmacgdo da internalizagdo dos peptideos, MVRNs foram tratados com
1uM dos peptideos FP-1 ou FP-2 acoplados ao TAT47.57 por 1 hora. Apds o tratamento, os
extratos celulares foram preparados na presenca de inibidores de proteases e fosfatases e

utilizados para andlises por imunoprecipitagio e western blotting.

A principio, investigou-se se o tratamento com FP-1 poderia induzir uma diminui¢cdo da
interacio FAK/miosina in vivo. A Figura 31 demonstra que o tratamento com FP-1
ocasionou uma substancial diminuicdo na interacio FAK/miosina, ou seja, a quantidade de
miosina imunoprecipitada no complexo formado com o anticorpo anti-FAK c-20 foi menor
em relacdo ao controle e ao tratamento com FP-2 (Fig. 31). Estes dados, juntamente com os

dados do Pull-Down, indicam que FP-1 age como um inibidor competitivo da FAK pela

interacdo com a miosina.

IP: FAK
IB: Miosina = s 220 KDa

IB:FAK 125 KDa

1.59

0.5+

Miosina/FAK (U.A)

CT FP-1 FP-2

Figura 31. Tratamento com FP-1 reduz a interacdo FAK/miosina. Anti-miosina e anti-FAK
immunoblottings dos precipitados de MVRNs tratados com FP-1 ou FP-2 obtidos com o
anticorpo anti-FAK. O gréfico apresenta a leitura densitométrica (n= 6) do immunoblotting
realizado com anti-pFAK normalizado pelo imunoblotting realizado com anti-FAK. # p<

0.05 vs Controle (CT).
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Demonstrado que FP-1 reduz a interacdo entre FAK/miosina e que FAK interage
com miosina em seu estado inativo in vitro, verificou-se se o tratamento de MVRNs com
este peptideo levaria a um aumento na fosforilagao/ativagao da FAK. O tratamento com FP-
1 induziu um aumento de ~ 4 vezes na fosforilacdo do residuo tirosina 397 da FAK, ao
passo que FP-2 ndo induziu alteracdes na fosforilacdo deste residuo (Fig. 32A). Em
seguida, MVRNs foram tratados com doses crescentes de FP-1 para verificar se o
tratamento levaria a um efeito dose resposta na fosforilacdo da FAK. Conforme observado
na Figura 32B, doses crescentes de FP-1 levaram a aumentos crescentes na fosforilacao da
FAK, quando comparados aos controles. Estes dados indicaram que o deslocamento da

interacdo FAK/miosina pelo peptideo FP-1 possibilita a ativacdo da FAK.
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Figura 32. Tratamento com FP-1 induz fosforilacdo da FAK de forma dose dependente. A.
FP-1, mas nao FP-2, induziu aumento da fosforilacio da FAK no residuo Tyr-397. B. FP-1
induziu fosforilagdo da FAK de forma dose dependente. Os gréaficos apresentam a leitura
densitométrica (n= 10) do immunoblotting realizado com anti-pFAK normalizado pelo

imunoblotting realizado com anti-FAK. # p< 0.05 vs Controle (CT).
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O aumento da ativagdo da FAK em midcitos cardiacos tem sido relacionado com
sua redistribuicdo celular para regides como costameros, disco-Z e niucleo. Como o
tratamento com FP-1 ocasiona uma diminui¢do da interacdo FAK/miosina e um aumento na
ativacdo da FAK, foi analisado se estes eventos levariam a uma redistribui¢ao subcelular da
FAK. Notavelmente, o tratamento com FP-1 levou a redistribui¢do da FAK dos sarcémeros
para o nucleo celular, como demonstrado pelas imagens de microscopia confocal

apresentadas na Figura 33.

FAK Actina Sobrepostas

Controle

FP-1

Figura 33. Tratamento com FP-1 ocasiona redistribuicio da FAK para o nicleo celular.
Imagens de microscopia confocal de MVRNs controles e tratados com FP-1 marcados com

anti-FAK (verde) e com faloidina conjugada a rodamina (vermelho).

3.12 Superexpressao da FAK leva a hipertrofia de midcitos cardiacos

Estudos anteriores demonstraram que ativacdo da FAK por estresse mecanico

culmina com hipertrofia de midcitos cardiacos em cultura (Marin et al., 2008; Torsoni et
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al., 2003). A fim de se avaliar a funcdo da FAK no processo de hipertrofia de midcitos
cardiacos, foi realizada a superexpressao desta proteina em fusdo com uma cauda de Myc
(Myc-FAK) em midcitos cardiacos em cultura. O tratamentos deste tipo celular com 2 pg
de pRc/CMV-FAKwt aumentou a expressao da FAK em aproximadamente 4 vezes,
conforme demonstrado pelo western blotting do imunoprecipitado realizado com anti-FAK)
(Fig. 34A). Além do aumento nos niveis de expressao, foi verificado se houve um aumento
na ativacdo desta quinase, evento importante para suas funcdes celulares. Conforme
observado na Figura 34B, a superexpressdo da FAK foi acompanhada por um aumento

absoluto de aproximadamente 2 vezes em sua fosforilacdo/ativacao.
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Figura 34. Superexpressao de Myc-FAK em midcitos cardiacos ventriculares de ratos
neonatos em cultura. A. Imunoprecipitacio e Blotting com anti-FAK de extrato de MVRNs
controles, ou seja, tratados com lipofectamina, e transfectados com pRc/CMV-FAKwt. O
grafico em barras representa a leitura densitométrica do imunoprecipitado de FAK em
extratos controles e transfectados. B. Blottings realizados com anti-FAK e anti-pFAK-
Tyr397 dos extratos de MVRNs controle e transfectados com Myc-FAK. O griafico em
barras representa a leitura densitométrica do immunoblotting realizado com anti-pFAK

normalizado pelo imunoblotting realizado com anti-FAK. # p< 0.05 vs Controle (CT).
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Ap6s a padronizacio da superexpressao da FAK, as células foram mantidas por 48
horas para verificar a ocorréncia de alteracdes no fendtipo celular decorrente da
superexpressao da FAK. Verificou-se que apds 48 horas de superexpressao ocorreu um
aumento de ~ 2 vezes na drea superficial dos midcitos cardiacos (Fig. 35 A-C), o que
confirma os dados da literatura que indicam que a quinase FAK esta envolvida no processo
de hipertrofia. Além da area superficial, foi verificado, através da técnica de PCR em tempo
real, se a superexpressdo da FAK altera os niveis de expressdo do marcador de hipertrofia
peptideo natriurético atrial (ANP). Conforme observado na Figura 25D, a superexpressao

da FAK foi acompanhada por um aumento nos niveis de ANP.
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Figura 35. Superexpressio de Myc-FAK leva a hipertrofia de MVRNs em cultura. A.
NRVM tratado com lipofectamina. B. MVRNs transfectados com Myc-FAK por 48 horas.
C. O grifico em barras representa a medida da drea superficial dos MRVMSs controles e
transfectados com lipofectamina. D. O grafico em barras representa os niveis de expressao

de ANP das células controles e transfectadas com Myc-FAK. # p< 0.05 vs Controle (CT).
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3.13 Tratamento com FP-1 induz o crescimento hipertroéfico de miécitos cardiacos

Baseado nos dados que demonstraram que a superexpressao da FAK acompanhada
pelo aumento de sua ativagao leva ao fendtipo de hipertrofia e nos dados que demonstraram
que o peptideo FP-1 leva a ativagdo desta quinase, foi investigado se o tratamento
prolongado com FP-1 poderia levar ao fendtipo de hipertrofia de MVRNs em cultura.
Células tratadas com FP-1 por 12 e 24 horas apresentaram aumento em sua area superficial
de ~1.5 e 2 vezes, respectivamente (Fig. 36A-D). Este aumento foi acompanhado por um
aumento nos niveis de expressdo de ANP (Fig. 36E), o que indica a importancia da FAK no
desenvolvimento do processo de hipertrofia cardiaca. Tratamento com FP-2 ndo alterou a
morfologia geral dos MVRNs quando comparados com as células ndo tratadas (dados nao

apresentados).
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Figura 36. Tratamento com FP-1 leva a hipertrofia de MVRNs em cultura. A. MVRNs
controles (CT). B e C. MVRNSs tratados com FP-1 por 12 e 24 horas respectivamente. D e
E. Os graficos em barras representam a medida da area superficial e dos niveis de

expressao de ANP dos MRVMs controles e tratados com FP-1, respectivamente.

A fim de se confirmar que o efeito pro-hipertréfico do peptideo FP-1 € mediado
pela ativacdo da FAK, foi realizado o silenciamento génico desta proteina seguido pelo
tratamento com o peptideo. O silenciamento génico da FAK foi efetivo com o uso de 100ng
de siRNA/ml de meio quando comparado com a mesma quantidade de siRNA para GFP. O
grafico apresentado na Figura 37 demonstra a amplifica¢do do transcrito da FAK de células
transfectados com siRNA para FAK comparada com o siRNA para GFP, indicando uma

redugdo de aproximadamente 65% nos transcritos da FAK.
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Figura 37. Silenciamento génico da FAK em MVRNs em cultura demonstrado por PCR
quantitativo. O gréafico em barras representa a amplificacao do transcrito da FAK por PCR
em tempo real das amostras de cDNA provenientes do RNA total das células transfectados

com siRNA para FAK e GFP.

Ap6s a verificacdo da reducdo da transcricdo génica, foi averiguado se ocorre uma
concomitante reducdo dos niveis da proteina FAK nos extratos das células que receberam
siRNA para FAK ou GFP por western blotting. A Figura 38 demonstra que ocorreu uma
reducdo de ~ 75% nos niveis de FAK nas células transfectadas com siRNA para FAK e
naquelas que, além do siRNA para FAK, também foram tratadas com o peptideo FP-1,

quando comparadas aos respectivos controles.
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Figura 38. Diminui¢do dos niveis de expressdo da FAK em MVRNs em cultura tratados
com siRNA. O grifico em barras representa a leitura densitométrica do immunoblotting
realizado com anti-FAK normalizado pelo imunoblotting realizado com anti-GAPDH dos
extratos de células transfectados com siRNA para GFP, SiRNA para GFP e tratadas com
FP-1, siRNA para FAK e si-RNA para FAK e tratadas com FP-1. ¥ < 0.05 vs siGFP; § p<
0.05 vs siGFP+FP-1.

Ap6s a padronizacgdo do silenciamento da FAK com o concomitante tratamento com
FP-1, verificou-se se o silenciamento da FAK seria capaz de impedir o efeito pro-
hipertréfico decorrente do tratamento com FP-1. Conforme observado na Figura 39A-E, a
transfeccdo com si-RNA para GFP (24 horas) seguida pelo tratamento com FP-1 por 24
horas levou ao fendtipo hipertréfico enquanto que, as células silenciadas para FAK e
tratadas com FP-1 ndo apresentaram alteracdo em sua drea de superficie. Este dado indica

que o efeito hipertréfico de FP-1 € especifico e dependente da sinalizacio pela FAK.
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Figura 39. Silenciamento génico da FAK impede o efeito pro-hipertréfico de FP-1 em
MVRNs em cultura. A. MVRNs tranfectados com siRNA para GFP. B. MVRNs
tranfectados com siRNA para GFP e tratados com FP-1 por 24 horas. C. MVRNs
tranfectados com siRNA para FAK. D. MVRNs tranfectados com siRNA para FAK e
tratados com FP-1 por 24 horas. O grafico em barras representa a medida da &rea
superficial dos MRVMs transfectados com siRNA para GFP, SiRNA para GFP e tratadas
com FP-1, siRNA para FAK e siRNA para FAK e tratadas com FP-1. ¥ < 0.05 vs siGFP; I
p< 0.05 vs siGFP+FP-1.

3.14 Efeito pré-hipertrofico de FP-1 é mediado pela ativacao da via mTOR

Estudos prévios demonstraram que a via mTOR esta envolvida na génese do
fenétipo hipertréfico posterior a ativagdo da FAK (Marin et al., 2008). Baseado nos
resultados que demonstram que FP-1 ocasiona crescimento hipertréfico em midcitos
cardiacos, foi investigado se ocorre ativacdo da via mTOR posteriormente ao tratamento
com FP-1. Como observado na Figura 40, o tratamento de MVRNs com FP-1 induziu o

aumento da fosforilag@o no residuo serina 473 da serina/treonina quinase AKT, aumento da

Resultados
111



fosforilagdo inibitéria no residuo treonina 1462 da tuberina (TSC2) e o aumento da

fosforilagdo do residuo treonina 389 da S6 kinase (S6K).

A fim de se confirmar o envolvimento da via mTOR na hipertrofia induzida pelo
tratamento com FP-1, MVRNs foram tratados concomitantemente com rapamicina, um
inibidor farmacolégico da via mTOR. O tratamento com rapamicina nao afetou a
fosforilacdo da FAK em tirosina 397, AKT em serina 473 ou TSC em treonina 1462 (Fig.
40A - C), mas reduziu a fosforilacdo de S6K em treonina 389 (Fig. 40D) induzidas pelo

tratamento com FP-1.
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Figura 40. Tratamento com FP-1 estimula a ativacdo da via mTOR em MVRNs em
cultura. A-D. Blottings realizados com anti-FAK e anti-pFAK-Tyr397, anti-AKT e anti-
pAKT-Serd73, anti-TSC e anti-pTSC-Thr1462, anti-S6K e anti-pS6K- Thr389 dos extratos
de MVRNSs controles, tratados com FP-1 e com FP-1 mais rapamicina. Os grificos em
barras representam a leitura densitométrica dos immunoblottings das respectivas proteinas

fosforiladas normalizadas pelos imunoblottings das proteinas totais. # p< 0.05 vs Controle
(CD).

Ap6s a demonstracdo que a via mTOR foi ativada pelo tratamento com FP-1 e que o
tratamento com rapamicina levou a regulacdo negativa desta via através da inibicdo da
fosforilagao de S6K, foram realizados experimentos de microscopia de fluorescéncia para

verificar o fendtipo celular apds os tratamentos. As células tratados com FP-1 e
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concomitantemente com rapamicina nio apresentaram alteragdes morfoldgicas quando
comparadas as controles, diferente daquelas que receberam FP-1 e apresentaram aumento
em sua drea superficial (Fig. 41A-D), o que indica o envolvimento da via mTOR na

sinalizag¢do pela FAK no desenvolvimento do processo de hipertrofia.
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Figura 41. Tratamento com rapamicina impede o efeito pro-hipertréfico de FP-1 em
MVRNs em cultura. A. MVRNs controles (CT). B. MVRNSs tratados com FP-1 por 24
horas. C. MVRNSs tratados com FP-1 e rapamicina por 24 horas. D. O grifico em barras
representa a medida da édrea superficial dos MRVMs controles, tratados com FP-1 e FP-1

mais rapamicina por 24 horas. # p< 0.05 vs Controle (CT).
3.15. Analise estrutural da interacao entre o dominio FERM da FAK e a porcao C-
terminal da cadeia pesada da miosina sarcomérica

Ap06s os estudos que abordaram a funcionalidade da interagdo FAK/miosina, foram

realizados ensaios que possibilitassem a formulacdo de um modelo que descrevesse a
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interacdo entre o dominio FERM da FAK e a miosina sarcomérica. Com este intuito foram
utilizadas as abordagens de cross linking acoplado a espectrometria de massas, docking
molecular e espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS). Para os ensaios
experimentais foi padronizada a co-purificacdo do dominio FERM da FAK e do fragmento
C-terminal da miosina, ambos expressos em fusdo a uma cauda de histidina. Ambas as
proteinas foram expressas (Fig. 42A) separadamente e, em seguida, os pelets foram unidos
para a lise bacteriana. As por¢des protéicas foram entdo co-purificadas por afinidade (Fig.

42B) e em seguida por cromatografia de exclusao de tamanho (Fig. 42C).

B C
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Figura 42. Co-purificacio do complexo FERM/C-terminal da miosina sarcomérica. A.
Géis SDS-PAGE das amostras bacterianas antes (NI — ndo induzido) e apds indugdo (I -
induzido) corados por coomassie blue. O dominio FERM apresenta um peso molecular de
46 KDa e a por¢ao C-terminal da miosina um peso de 24KDa. B e C. SDS-PAGE das
fracdo de purificacdo por afinidade e por gel filtracdo do complexo FERM/C-terminal da

miosina corados por coomassie blue, respectivamente.

Ap6s a purificacdo por exclusdo de tamanho, as fracdes correspondentes a elui¢do
do complexo foram concentradas e utilizadas para os experimentos de cross linking

acoplado a espectrometria de massas e SAXS.
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Nos ensaios de cross linking, a adi¢ao do reagente DiSuccinimidil suberato (DSS) a
amostra, contendo o complexo FERM/C-terminal da miosina, ocasionou uma alteracdo no

padrao de migragao das bandas no gel SDS-PAGE, efeito caracteristico da reacdo de cross-

linking (Fig.43).

DSS
97— 97— i
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Figura 43. Ensaio de cross linking com o reagente DSS. A. Gel SDS-PAGE do complexo
FERM/C-terminal da miosina antes da adicdo do DSS. B. Gel SDS-PAGE do complexo

FERM/C-terminal da miosina apds a incubacao com o reagente DSS.

Ap6s digestao das amostras em solugdo, foi realizada uma separagdo cromatogréfica
dos peptideos em uma coluna C18, os espectros de massas foram adquiridos no instrumento
Synapt HDMS e os trés picos mais intensos foram submetidos a técnica de MS/MS (Fig.

44).
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Figura 44. A-C. Corrida cromatogréfica, espectros de MS e MS/MS dos peptideos

originados do complexo FERM/miosina apds a incubagdo com o DSS, respectivamente.

Ap6s aquisicdo dos espectros de MS/MS, dois pares de peptideos ligados pelo
reagente de cross linking DSS foram identificados. As lisinas 1808 e 1833 dos peptideos
LDEAEQIALKGGK (aal799 ao aal811) e VRELENELEAEQKR (aal821 ao aal834) da
miosina se ligaram as lisinas 110 e 255 dos peptideos EKYELAHPPEEK (aal09 ao aal21)
e FDKECFK (aa253 ao aa259) do dominio FERM da FAK, respectivamente (Fig. 45). A
ligacdo entre lisinas pelo reagente DSS € um indicativo de que estes peptideos estdo

localizados na superficie de interacdo entre FERM e miosina a uma distincia entre 5 e 12A.

Resultados
117



76 43219 a
LDEAEQ AL KGGK (Miosina)

b 2345 6738
21'22;'“ CLP-1
10, I 9 6 1y
B(FERM) EKYELAHPPEEWK
b 2 7 8
86.09]
1 792.1758
a NHT™ I
791.9262 ‘ 792.6752
| |
'2: sfﬁ: ||. | | 792.9249
A | ‘ﬁ ;
y6a
4bﬂ“.;!3 :
' n 44519 63?;5 vop ﬂu'?sp
| | h?u/ y4ab2p | 193826 b7g
| * | T algaag 237949
138301 | ‘9?1?91.1? | ————
'\: | I | |m;333 T,
0 - "

21Y a

6543
VREL NELEAEQKR (Miosina)
b 34 56738
CLP-2
b7a Y
8703937
i p (FERM) FDKE CFK
y5a b
1781 8142
bSa  béa 7143154
627.3132 747,
i ioosrso | phere | 71451
A b3a * 7148171
It
3631660 pao | { 715.0729
98.2955 154’3?180 A, i ||J|..%l'\'\;"aa;«~ i
yia y2a | J SIS FAYAYATL B MR VRN A VAT Y, S RV
B71,3128 1113.6681 yda
b8a
11286585
19839166 26113384 5700 c0ns

3 kbt .

A0 Aa00 s00 BOO 1000 1200 1400 1600 1800 2000 Fr il 00 2600 2H00

Figura 45. Identificacdo dos peptideos ligados pelo reagente de cross-linking. A. Espectro
da sequéncia peptidica “LDEAEQIALKGGK” da miosina ligada covalentemente pelo DSS
a sequéncia “EKYELAHPPEEK” do dominio FERM. Este par de peptideos foi nomeado
(representado  no  detalhe). B. [Espectro da sequéncia
“VRELENELEAEQKR” da miosina ligada covalentemente pelo DSS a sequéncia
“FDKECFK” do dominio FERM. Este par de peptideos foi nomeado CLP-2 (representado
no detalhe).
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Apds a obtengdo dos peptideos ligados entre lisinas foi realizada uma busca por
possiveis sitios de interacdo na superficie do dominio FERM da FAK. A Figura 46A
apresenta a superficie eletrostitica do dominio FERM da FAK. A regido ocupada pelo
peptideo FP-1 destaca-se pelo seu elevado potencial eletronegativo (vermelho). Observa-se
que as lisinas 110 e 255, juntamente com o peptideo FP-1, compdem as paredes de uma

cavidade (fenda) formada entre os subdominios da FAK (Fig. 46A e B).

Figura 46. Superficie do dominio FERM da FAK com destaque para a posi¢do das lisinas
110 e 255 e para a fenda formada entre os subdominios no dominio FERM. A. Superficie
eletrostitica do dominio FERM da FAK. As lisinas 110 e 255 e o peptideo FP-1 estdao
indicados. B. Representacdo da fenda existente entre os subdominios do dominio FERM da

FAK.
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A avaliagdo do potencial desta fenda como sitio de interacdo e a descricdo dos
aminodcidos que a compde foram obtidos pelo programa SHARP?. Este programa avalia
possiveis sitios de interacdo na superficie protéica, através do calculo de seis parametros,
que sao eles: potencial de solvatagao (S), hidrofobicidade (H), area superficial acessivel
(A), propensao dos residuos para interface (R), planaridade (P) e protusao (P). O dominio
FERM representado na Figura 47 apresenta a predicdo obtida pelo programa SHARP?. Este
programa avaliou a fenda observada acima como o mais provavel sitio de interacdo na
superficie do dominio FERM da FAK. As sub-estruturas que compdem as paredes desta
fenda estdo destacadas em amarelo e os aminodcidos mais expostos estdao representados em

sticks.
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FP-2

Figura 47. Representagdo em fitas do dominio FERM da FAK. As subestruturas que
compdem a fenda presente entre os subdominios do dominio FERM estdo destacadas em
amarelo e os aminodcidos mais expostos estdo representados em sticks. Os peptideos FP-1 e

FP-2 estdo indicados.

Apo6s a obtencdo das condi¢des de contato, dadas pelo ensaio de cross linking, e a
predi¢do da superficie de interacdo no dominio FERM da FAK, a elabora¢do de um modelo
de interacdo entre FERM e a miosina foi realizada combinando-se a técnica experimental
de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) com técnicas in silico de modelagem

de corpo rigido e docking molecular.
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O espalhamento de raios X a baixos angulos € uma técnica que possibilita a
obtencdo de informacdes a respeito da forma e parametros estruturais de proteinas em
solucdo (Koch et al., 2003). Um importante parametro que a técnica de SAXS fornece é o
raio de giro do complexo, um parametro de tamanho independente da forma. Além disso, é
possivel calcular, através da transformada de Fourier da curva de espalhamento, a funcdo
de distribui¢do dos pares de distancia (p(r)), o que nos permite obter informacdes a respeito
do envelope molecular do complexo de uma maneira mais intuitiva. Para a realizacdo desta
técnica, as amostras em condi¢des proximas as fisiologicas foram expostas ao feixe de raios
X, ocorrendo entdo o fendmeno de espalhamento de luz pelos elétrons do complexo
protéico. Dado que o espalhamento a baixo angulo de uma amostra de proteinas em solug¢ao
€ isotropico, os dados bidimensionais foram integrados para a obtencdo de uma curva de
intensidade unidimensional em funcdo do médulo do vetor de espalhamento. (Fig. 48A). O
ajuste tedrico da curva experimental de espalhamento usado para o cdlculo da fungdo p(r)
estd mostrado na Figura 48A e a funcdo p(r) correspondente na Figura 48B. Através dessa
fun¢do observa-se que o complexo apresenta uma estrutura alongada e contém uma regiao
mais globular. O raio de giro do complexo obtido destas funcdes foi de 31,7 £ 0,6 e a

dimensdo méxima foi de ~175A.
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Figura 48. Dados de SAXS do complexo FERM/C-terminal da miosina. A. Curva de
intensidade de espalhamento em fun¢do do moédulo do vetor de espalhamento (q =
(4msen©)/L). Os circulos abertos representam os dados experimentais do espalhamento e a
linha sélida, em vermelho, o ajuste tedrico calculado para a obtencdo da fungdo p(r). B.

Funcao de distribui¢do dos pares de distancia (p(1)).

A partir dos dados de SAXS um modelo de baixa resolugdo (resolugdo efetiva de
~15 A) do complexo formado entre FERM e a por¢cdo C-terminal da miosina sarcomérica
foi obtido através da técnica de modelagem de corpo rigido (20 calculos independentes). Os
pares de lisinas identificados pela técnica de cross linking foram utilizados como condi¢des
de contato na modelagem. A estabilidade dos cdlculos foi analisada através da Discrepancia
Espacial Normalizada (NSD). Os valores de NSD dos vinte modelos obtidos variaram de
0,53 a 0,90 (média de 0,65), indicando estabilidade dos cdlculos e que os modelos
apresentaram-se semelhantes. O modelo com o menor valor de NSD, o qual representa a
solucdo mais tipica, estd apresentado na Figura 49A. O gréfico da Figura 49B apresenta o

ajuste do célculo tedrico do espalhamento desse modelo aos dados experimentais de SAXS.
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Figura 49. Modelo do complexo FERM/C-terminal da miosina obtido por modelagem de
corpo rigido baseado nos dados de SAXS. A. Modelo de corpo rigido do complexo
FERM/C-terminal da miosina. A estrutura em verde representa a por¢do C-terminal da
miosina e a azul o dominio FERM da FAK. B. Curva de intensidade de espalhamento pelo
angulo. Os circulos abertos representam os dados experimentais de espalhamento e a linha
sOlida, em coloracdo magenta, o ajuste calculado a partir do modelo de corpo rigido

apresentado em A.

Ap6s a obtencdo dos dados de SAXS foi efetuado o docking molecular a fim de se
obter modelos alternativos que também fossem validados pelos dados de SAXS. Os
calculos de docking foram repetidos trés vezes utilizando-se o programa GRAMM-X
(Tovchigrechko and Vakser, 2006). O modelo do dominio FERM da FAK e o da miosina
sarcomérica foram utilizados como entradas no programa. O docking foi efetuado de forma
livre e as dez melhores saidas, condizentes com as condicdes de contato dadas pelos
experimentos de cross linking, foram comparadas e apresentaram um RMSD (Root Mean

Square Deviation) de 0,5. Esse valor indica que os modelos sdo muito similares com uma
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pequena variacdo de posicdo entre os dtomos. Os modelos selecionados nas trés diferentes

saidas do programa foram idénticos (RMSD = 0).

A validagdo dos modelos de docking foi realizada através da comparagdao do
espalhamento tedrico calculado a partir destes modelos com os dados experimentais de
SAXS utilizando-se o programa CRYSOL (Svergun, 1995). Os trés melhores modelos com
os respectivos cdlculos dos espalhamentos tedricos ajustados na curva experimental de
SAXS estao ilustrados na Figura 50. Estes modelos se mostraram bastante semelhantes
aqueles obtidos pela modelagem de corpo rigido, apesar da pequena variacdo que ocorre na

curvatura da miosina em relagdo a superficie de interagdo no dominio FERM.
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Figura 50. Modelos do complexo FERM/C-terminal da miosina obtidos por docking
molecular. A-C. Representacdo em modelos de fitas da regido de interacdo entre o dominio
FERM e a miosina de cadeia pesada. Os espalhamentos tedricos calculados dos respectivos

modelos estdo indicados em linhas sélidas nos graficos de intensidade de espalhamento
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pelo angulo. Os dados experimentais estdo representados por circulos abertos.
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A distincia entre as lisinas dos modelos de docking apresentados na Figura 50
foram averiguadas através do uso do programa Pymol. A Figura 51 demonstra em amarelo
as lisinas que se ligaram pelo DSS no modelo da Figura S0A. Observou-se que a distancia
entre a lisina 1808 da miosina e a lisina 110 da FAK foi de ~ 6 A e a das lisinas 1833 da
miosina com a 255 da FAK foi de ~ 12 A. Este modelo de docking foi o que apresentou a
menor distincia entre as lisinas que se ligaram pelo DSS, além de ter apresentado o melhor

ajuste na curva de espalhamento pelo dngulo.

Figura 51. Posicdes das lisinas identificadas pela técnica de cross linking acoplada a
espectrometria de massas no modelo do complexo FERM/miosina. As lisinas que reagiram

com o reagente DSS estdo indicadas por setas.

Os modelos apresentados anteriormente possibilitaram a formulacdo de um modelo
baseado na estrutura cristalogrifica dos dominios FERM e quindsico (PDB: 2J0J). Este

modelo permitiu a visualizacdo da interacdo FERM/miosina em relacdo ao dominio
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quinésico (Fig. 52). Observa-se que a miosina ocupa uma superficie no dominio FERM que
nao faz contatos diretos nas interagdes auto-inibitérias que o dominio FERM exerce sobre o
dominio quindsico, ou seja, a interacdo do residuo tirosina 397 com o subdominio F1, a
interacdo da alca de ativacdo com os subdominios F1 e F2 e a interacao do lobo C do
dominio quindsico com o subdominio F2. No entanto, quando interagindo com o dominio
FERM, a miosina pode interagir diretamente na regido N-terminal do /inker entre F3 e o
dominio quindsico (regido ndo estruturada), que contém um sitio de reconhecimento para

dominios SH3 de proteinas como a Src.

linker

KINASE
Miosina

Figura 52. Modelo de interagdo entre os dominios FERM e quindsico e a miosina
sarcomérica. Miosina ocupa uma fenda entre os subdominios do dominio FERM e ndo faz
contatos diretos nas regides de interagdes auto-inibitérias que o dominio FERM exerce
sobre o dominio quindsico, mas pode mascarar o sitio de reconhecimento SH3 que se

encontra no linker entre F3 e o dominio quinésico.
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4 Discussao







4.1 A interacio FAK/miosina e a mecanotransducao em midcitos cardiacos

Nos ultimos anos, varios estudos tém destacado a importancia da sinalizacdo pela
FAK nos mecanismos de mecanotransdu¢ao em midcitos cardiacos. Em esséncia, a FAK
mantém niveis basais de atividade e em resposta ao estresse mecanico ela rapidamente se
ativa através da autofosforilagdo do residuo tirosina 397 (Fonseca et al., 2005; Torsoni et
al., 2003) e contribui para as alteracdes estruturais e funcionais instaladas durante o
processo de hipertrofia cardiaca (Clemente et al., 2007; DiMichele et al., 2006). Assim,
uma compreensdo detalhada dos mecanismos responsdveis pela manutencdo dos niveis
basais de atividade desta quinase e também dos mecanismos responsaveis por sua ativacao
ap6s estimulos mecanicos podem ser uteis para se obter um melhor entendimento dos

mecanismos moleculares de mecanotransdug¢do em midcitos cardiacos.

Através de ensaios de precipita¢do do tipo Pull-Down utilizando-se uma construcao
da por¢ao C-terminal da miosina sarcomérica em fusdo com uma cauda de GST e extratos
celulares provenientes de ventriculo esquerdo de coracdes de ratos, foi previamente
demonstrada a existéncia da interacdo entre FAK e a porcdo C-terminal da miosina
sarcomérica (Fonseca et al., 2005). No entanto, ndo foi demonstrado se ocorre interacao
direta entre estas proteinas, ndo foi detalhada a topologia e também a importancia

fisioldgica desta interagao.

No presente trabalho foi demonstrado que FAK interage diretamente com a porcao
C-terminal da miosina sarcomérica in vitro, que em midcitos cardiacos, ndo submetidos ao

estiramento, aproximadamente 40% da FAK estd associada a miosina sarcomérica e que

Discussdo
131



uma fenda localizada entre os subdominios do dominio FERM da FAK constitui o sitio de
interacdo com a miosina. Além disso, foi demonstrado que o silenciamento da miosina
sarcomérica por RNA de interferéncia resulta em um aumento na ativacdo da FAK em
midcitos cardiacos. Por outro lado, o estresse mecanico leva a uma diminuicdo da interagao
FAK/miosina em paralelo ao aumento da ativagdo da FAK. Estes dados sugerem que a
interacdo com a miosina € determinante na manutencdo dos niveis basais de atividade da
FAK e que alteracdes estruturais decorrentes do estresse mecanico liberam a interagdo
FAK/miosina possibilitando a abertura do dominio FERM em relagdo ao quindsico

permitindo, assim, a autofosforilagdo da FAK.

4.2 Bases estruturais da regulacao da FAK pela interacao de seu dominio FERM com

a porc¢ao C-terminal da miosina sarcomérica

Estudos estruturais e funcionais tém demonstrado que o dominio FERM da FAK
interage de forma auto-inibitéria com o dominio quindsico, impedindo o acesso ao sitio
catalitico, a fosforilagdo da alca de ativacdo e previnindo a auto-fosforilacdo no residuo
tirosina 397 da FAK (Cohen and Guan, 2005b; Lietha et al., 2007). Esta interacdo auto-
inibitéria que o dominio FERM exerce sobre o dominio quindsico indica a importancia

deste dominio e de seus ligantes na ativacao ou manutengdo da quiescéncia basal da FAK.

No presente estudo, utilizando-se uma série de ensaios bioquimicos, foi
demonstrada a existéncia de uma interacao fisica entre 0 dominio FERM da FAK e porcdo
C-terminal da miosina sarcomérica. As bases estruturais desta interacdo foram investigadas

através de uma combinacdo de abordagens que possibilitaram a descri¢ao da superficie de
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interacdo entre FERM e a por¢do C-terminal da miosina. A técnica de cross linking
acoplada a espectrometria de massas permitiu a obten¢ao das condi¢des de contato deste
complexo e possibilitou a elaboragao de modelos de interacdo que foram validados pelos
dados do espalhamento de raios-X a baixos angulos do complexo FERM/miosina em
solucdo. Nestes modelos, FERM interage com a miosina através de uma fenda formada
entre os subdominios (F1, F2 e F3) do dominio FERM (Fig. 46). Notavelmente, existem
diferencas substancias nas regides correspondentes dos dominios FERMs de outras
proteinas como a ezrina, radaxina e a moesina (ERM proteins), o que indica que esta
regido pode estar envolvida na interagdo com proteinas que regulem especificamente a
funcdo da FAK. Cecarelli e colaboradores (Ceccarelli et al., 2006) demonstraram que
existem diferencas marcantes na regido entre os subdominios F2 e F3 do dominio FERM
da FAK em relagdo aos demais dominios FERMs que possuem estrutura resolvida.
Inclusive a regido basica de ligacdo aos fosfoinositois fosfatos presentes nos dominios
FERMs das proteinas ERMs ndo esta presente no dominio FERM da FAK (Ceccarelli et
al., 2006), apesar de ser descrito que estes fosfolipideos sdao capazes de ativar a FAK
através da ligacao desses ao dominio FERM da FAK (Cai et al., 2008). Também no estudo
de Cecarelli e colaboradores, foi observado que a regido entre os subdominios F2 e F3 do
dominio FERM da FAK € mais eletronegativa que os demais dominios FERMs, outra
diferenca que pode ser importante na regulacio especifica da FAK. Interessante que esta
regido mais eletronegativa € a regido correspondente ao peptideo FP-1, que além de se ligar
a miosina sarcomérica, foi eficiente para deslocar a interacdo entre FAK e miosina,
confirmando que esta regido participa do sitio de interacdo da FAK com a miosina. Apesar

de demonstracdes prévias da interacio do dominio FERM da FAK com outras proteinas
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(Chen et al., 2001; Poullet et al., 2001; Schaller et al., 1995), esta é a primeira
demonstracdo de uma interacdo fisica entre um dominio FERM e uma proteina da

superfamilia das miosinas.

Além das demonstracdes bioquimicas de que o dominio FERM da FAK ¢
responsavel por sua ligacdo a por¢ao C-terminal da miosina e da descricdo da superficie de
interacdo entre FERM/miosina, os experimentos realizados com FAK expressa em sistema
de baculovirus permitiram o estudo da influéncia desta interagdo na autofosforilacdo da
FAK in vitro. Foi constatado que apds a autofosforilacio da FAK, pela adicao de ATP,
ocorre uma diminuicao de sua ligacdo a miosina e que a inibi¢do da ativacido da FAK, pela
adicdo de PDI153035, restaura a interacdo FAK/miosina a niveis semelhantes aos
observados na auséncia de ATP. Estes dados indicam que altera¢des conformacionais
decorrentes da ativagdo da FAK podem levar a uma redugao da sua capacidade de ligacdo a
miosina. Além disso, foi observado que a FAK apresenta uma reduc¢do em sua capacidade
de ativacdo in vitro apds interagir com a por¢do C-terminal da miosina. Este dado implica
que a interacdo com a miosina pode impedir a ativagao da FAK, talvez por estabilizar sua
conformagdo auto-inibitdria e, além disso, que outros fatores como ligantes ou alteracdes
conformacionais sejam necessarios para desestabilizar o complexo FAK/miosina e
possibilitar a ativacdo da FAK. Assim, os dados bioquimicos e funcionais apresentados
indicam que a interagdo FAK/miosina apresenta carater regulatorio sobre a atividade de

quinase da FAK in vitro.
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4.3 Interacio FERM/miosina regula a quiescéncia basal da FAK em midcitos

cardiacos

Estudos em coracdes de ratos e em midcitos em cultura t€m apontado a FAK como
importante alvo nos processos de mecanotransducao e hipertrofia celular (Clemente et al.,
2007; Marin et al., 2008). Assim, o entendimento dos processos celulares envolvidos na

manutencao da quiescéncia basal desta proteina € relevante e foi um dos alvos deste estudo.

Ensaios de Pull-Down realizados no presente estudo demonstraram a existéncia de
interacdo basal entre o dominio FERM da FAK e a miosina sarcomérica de extratos de
MVRNSs. Esta interagdo foi confirmada em ensaios de ligacdo e far western blotting
realizados com miosina purificada de ventriculo esquerdo de ratos neonatos. Também foi
demonstrado que estas proteinas estdo co-localizadas em MVRNs através de experimentos
de imunomicroscopia confocal. Através da técnica de decoration, na qual foram utilizados
midcitos ventriculares de ratos adultos permeabilizados com saponina e 0 dominio FERM
marcado com FITC, foi demonstrado que o dominio FERM ¢ suficiente e capaz de se co-
localizar com a miosina presente nos sarcomeros de ratos adultos. Como o dominio FERM
¢ importante para a localizacdo de proteinas em sitios subcelulares especificos (Lietha et
al., 2007) e FAK se localiza na banda A de sarcOmeros de midcitos de ratos ndo submetidos
a coarctacao da aorta (Fonseca et al., 2005) ou estiramento celular, como demonstrado pelo
presente estudo, a interacdo FAK/miosina pode ser critica para a localizacdo da FAK na

banda A dos sarcOmeros em midcitos cardiacos.
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Além disso, a significincia de um dominio FERM interagir com a miosina
sarcomérica consiste no fato de que este dominio é importante para a manutencdo da
quiescéncia basal da FAK (Cohen and Guan, 2005b; Cooper et al., 2003; Dunty et al.,
2004; Toutant et al., 2002). Dados obtidos pela resolucdo da estrutura cristalografica do
dominio FERM e quinésico (PDB: 2J0J) demonstraram que na conformacao inativa, FERM
interage com o dominio quindsico através de uma ligacdo do subdominio F2 do dominio
FERM com o lobo C do dominio quindsico (Cai et al., 2008; Dunty et al., 2004; Lietha et
al., 2007; Papusheva et al., 2009). Esta estrutura cristalografica juntamente com os dados de
SAXS e cross linking acoplado a espectrometria de massas forneceram as bases para a
elaboracdao de um modelo de interagao entre FERM-kinase e a miosina sarcomérica. Nesse
modelo FERM interage com a miosina através de uma fenda localizada entre os
subdominios do dominio FERM e nao faz contatos diretos com as interacdes auto-
inibitérias entre os dominios FERM e quindsico (Fig. 52). No entanto, a localizagao
estratégica do sitio de interagdo entre FERM e miosina pode estabilizar os contatos entre os
dominios FERM e quindsico e contribuir para a manutencao da conformagao auto-inibitdria
da FAK. Além disso, a porcdo C-terminal da miosina sarcomérica pode interagir com a
por¢ao N-terminal do linker entre o subdominio F3 e o dominio quindsico. Esta regiao
contém um sitio de reconhecimento para dominios SH3 (PxxP), que juntamente com a
tirosina 397 fosforilada, formam os sitios de interagdo para a proteina Src. Src se liga a
estes sitios através de seus dominios SH2 e SH3 e promove a trans-fosforilacdo de outros
residuos da FAK, como as tirosinas 576 e 577 relacionadas a sua ativacao total (Calalb et

al., 1995; Lietha et al., 2007). Sendo assim, a proximidade deste sitio de reconhecimento
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SH3 com a miosina pode ajudar na prevencao da interacdo da FAK com a Src, contribuindo

para a manutenc¢ao do estado auto-inibitério da FAK.

Para confirmar a importancia da interagio FERM/miosina na manuten¢do da
quiescéncia basal da FAK, utilizou-se a estratégia do desenho racional de peptideos. Esta é
uma técnica relativamente nova que permite, através de andlises de bioinformadtica, a
identificacdo de possiveis sitios de interagdo entre ligantes. Esta estratégia se baseia na
conservacgao de sitios de interacdo entre ligantes em comum, ou seja, se duas proteinas A e
B interagem com a mesma regido de uma proteina C, sequéncias semelhantes entre A ¢ B
podem conter o sitio de interagdo com a proteina C. No presente estudo foi detectada uma
regido de homologia entre um ligante classico da porcao C-terminal da miosina sarcomérica
de cadeia pesada, a MyBPC (Myosin binding protein C), e o dominio FERM da FAK.
Dentro desta sequéncia foi selecionado o peptideo FP-1, uma sequéncia peptidica bem
exposta na superficie da FAK, conservada na escala evolutiva e especifica do dominio

FERM da FAK.

FP-1 constitui-se de uma sequéncia de aminodcidos predominantemente dcidos,
localizados na fenda de interacdo entre FERM e miosina. Estudos de ligacdo in vitro
demonstraram que a miosina de extratos ventriculares de ratos adultos € capaz de se ligar
ao peptideo FP-1 acoplado a coluna HiTrap NHS, e ndo ao peptideo controle, confirmando
que FP-1 faz parte do sitio de interacio com a miosina sarcomérica. Além disso, foi
demonstrado que FP-1 regula negativamente o Pull-Down da FAK com GST-miosina e que
o tratamento de midcitos cardiacos com FP-1, acoplado ao translocador de membranas

biologicas TAT47.57, culmina com a diminui¢do da interacdo FAK/miosina. A redugdo
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dessa interagdo com a concomitante ativacdo da FAK é um forte indicio de que miosina

regula negativamente a ativacdo da FAK em midcitos cardiacos.

Para confirmar os dados que sugeriam a importancia da interacdo com a miosina na
regulacdo e manutengdo da atividade basal da FAK, efetuou-se o silenciamento génico da
miosina sarcomérica pela técnica de interferéncia por siRNA. Apesar do silenciamento da
miosina, uma proteifna estrutural, as células apresentaram-se vidveis, mas com redugdo das
estriacdes dadas pela organizacdo dos sarcomeros (Fig. 24B e 24C). O silenciamento de
aproximadamente 60% da miosina sarcomérica foi acompanhado por um aumento dos
niveis de fosforilacdo da FAK em torno de 2 vezes, confirmando a importancia da interagao
com a miosina para a manuten¢do dos niveis basais de ativagdo da FAK em midcitos

cardiacos.

Assim como a miosina, outros reguladores da ativacdo da FAK vém sendo
descritos. Por exemplo, a interacdo com FIP200, que é mediada pelos dominios FERM e
quindsico, regula a atividade da FAK de forma negativa tanto in vitro quanto in vivo (Abbi
et al., 2002). Outros estudos realizados por Marin e colaboradores (Marin et al., 2008),
demonstraram que a quiescéncia basal da FAK também ¢ influenciada pela atividade da
tirosino-fosfatase Shp2 (Src homology 2 domain—containing protein tyrosine phosphatase).
Os dados desses estudos indicam que a regulacdo da atividade da FAK possa depender de
um controle local de sinalizacdo e que mais de um sistema possa atuar na regulacdo da
atividade desta quinase. No presente trabalho foi demonstrado que aproximadamente 40%
da FAK total interage com a miosina, assim esta interacdo deve ser importante na regulacao

desse pool especifico de FAK. Outros reguladores, como a FIP200 e a Shp2, podem atuar
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no controle da ativagao da FAK em outros sitios subcelulares ou ainda em tipos celulares

especificos.

Os dados obtidos pela interferéncia na interacdo FAK/miosina pelo peptideo FP-1
juntamente com os dados do silenciamento da miosina confirmaram a hipdtese de que a
miosina sarcomérica funciona como um regulador negativo da ativacdo da FAK, sendo este
um dos mecanismos responsaveis pela quiescéncia basal da FAK em midcitos cardiacos

nio submetidos ao estresse mecanico.

4.4 Interacao FAK/miosina é sensivel ao estresse mecanico

Em midcitos cardiacos, FAK apresenta baixa ativacdo em condicdes basais e apds o
estresse mecanico ou tratamento com agonistas farmacoldgicos, ela se ativa e passa a
exercer seus efeitos celulares (Taylor et al., 2000; Torsoni et al., 2003). Experimentos
realizados no presente estudo demonstraram que apds o estiramento ciclico de midcitos
cardiacos ocorre uma rapida (a partir de 10 min) e sustentada (at¢ 60 mim) ativacdo da
FAK com uma concomitante diminui¢do de sua interagdo com a miosina sarcomérica.
Como a dissociagdo do dominio FERM do dominio catalitico é necessdria para a ativagao
da FAK, a qual interage com a miosina preferencialmente em sua forma inativa, sugere-se
que mudancgas conformacionais decorrentes do estresse mecanico possam dissociar FERM
da sua interacdo com a miosina, o que possibilitaria a abertura do dominio FERM em

relac@o ao quindsico e consequentemente a ativacdo da FAK.

Interessante que, de forma distinta da ativacdo pelo estresse mecanico, a ativacdao da

FAK em midcitos cardiacos por tratamento com o agonista farmacolégico fenilefrina,
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conhecido por ativar a FAK e desencadear a hipertrofia cardiaca (Menashi and Loftus,
2009; Taylor et al., 2000), ndo foi acompanhada por uma redu¢ao na quantidade de FAK no
imunoprecipitado obtido com o anticorpo anti-miosina. Este efeito pode estar relacionado a
ativacdo de um pool de FAK nao localizado com a miosina na banda A dos sarcomeros. Foi
estimado que aproximadamente 40% da FAK de midcitos cardiacos estd co-localizada com
miosina, portanto € possivel que a associagdo com a miosina mantenha este pool de FAK
insensivel a ativacdo por fenilefrina. Isso explicaria a falta de reducdo da interacdo
FAK/miosina, apesar do notdvel aumento na ativacdo da FAK pelo tratamento com
fenilefrina. Esta observagao estd consistente com estudos que demonstraram que fatores
soliveis podem ser incapazes de ativar a FAK associada a miofilamentos em midcitos

cardiacos (Heidkamp et al., 2002; Torsoni et al., 2003).

O fato do estiramento celular regular a ativacdo da FAK e sua interacdo com a miosina
enquanto que a ativacdo da FAK por agonista farmacolégico nao resulta em efeitos diretos
nesta interacdo, indica que a interagdo FAK/miosina € sensivel primariamente as alteracoes
decorrentes do proprio estresse mecanico. Portanto, o complexo FAK/miosina, constituido
por uma quinase € uma proteina estrutural, pode funcionar como um sensor da atividade
biomecanica em midcitos cardiacos. Além disso, a por¢do C-terminal da miosina pode ser
um inibidor da atividade quindsica da FAK em midcitos cardiacos ndo submetidos ao
estresse mecanico, contribuindo para a manutencdo da conformacao auto-inibitéria da FAK

e atuando no controle de suas fun¢des celulares.
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4.5 FAK e a interacao FAK/miosina no crescimento celular em midcitos cardiacos

O estiramento celular tem sido utilizado para o estudo de vias de sinalizacdo
ativadas pela mecanotransducdo e suas atuagdes no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca. Dentre estas vias, estudos tém destacado o papel da FAK no desenvolvimento do
fendtipo hipertréfico (Marin et al., 2008; Taylor et al., 2000; Torsoni et al., 2003). Ap6s o
estiramento celular, FAK se autofosforila no residuo tirosina 397 onde se cria um sitio de
reconhecimento SH2 para a proteina Src, o que possibilita a formagdo do complexo
FAK/Src que passa entdo a exercer seus efeitos prd-hipertréficos (Marin et al., 2008;
Torsoni et al., 2003; Torsoni et al., 2005). De fato, o presente estudo demonstrou que o
estresse mecanico leva a ativacdo da FAK em paralelo a sua dissociacdo com a miosina
sarcomérica (Fig. 21 e Fig. 22), indicando que o estiramento celular regula negativamente a
interacdo FAK/miosina e permite a autofosforilacio e a sinaliza¢ao pela FAK em midcitos

cardiacos.

Apesar do ser bem conhecido os efeitos do estiramento celular na ativacao da FAK
e no processo de desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (Domingos et al., 2002; Marin et
al., 2008; Nadruz et al., 2005; Torsoni et al., 2003), o estresse mecanico leva a ativagao de
vdrios sistemas de segundo mensageiros, o que dificulta o estudo especifico do papel da

FAK no desenvolvimento da hipertrofia celular.

Para o estudo da significincia da FAK e de sua interagdo com a miosina no processo

de hipertrofia de MVRNs, duas abordagens foram realizadas no presente estudo: a

Discussdo
141



superexpressao da FAK e a interferéncia na interacdo FAK/miosina, através do tratamento

com o peptideo FP-1.

A superexpressao da FAK (~5 vezes), acompanhada por um aumento relativo de 2
vezes na sua fosforilagdo, culminou com o desenvolvimento de um quadro de hipertrofia
celular, averiguada pelo aumento na drea superficial dos midcitos cardiacos apés 48 horas
de transfeccao. Estes dados vdo de acordo com dados da literatura que apontam para a
importancia desta quinase no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. (Clemente et al.,

2007; DiMichele et al., 2006; Marin et al., 2008; Nadruz et al., 2005; Taylor et al., 2000).

Clemente e colaboradores demonstraram que o silenciamento da FAK previne a
hipertrofia em ratos submetidos a coarcta¢do da aorta e, além disso, que o silenciamento da
FAK foi suficiente para reverter o quadro hipertréfico (Clemente et al., 2007). Estudos
realizados por Marin e colaboradores também demonstraram a importancia do aumento da
fosforilagdo e ativacdo da FAK para o desenvolvimento da hipertrofia de midcitos
cardiacos em cultura (Marin et al., 2008). Nesse estudo foi demonstrado que o
silenciamento da tirosino-fosfatase Shp2, que atua defosforilando e inativando a FAK,
seguido pelo estiramento celular levou ao desenvolvimento de hipertrofia de MVRNs. Estes
dados vao de acordo com os dados do presente estudo, no entanto, estudos de
superexpressao da FAK, realizados por Eble e colaboradores em 2000, ndo demonstraram
aumento detectavel no tamanho celular apds superexpressao da FAK (~30 vezes) (Eble et
al., 2000). O motivo dos resultados divergentes ainda ndo estd totalmente claro, no entanto,
uma superexpressao de 30 vezes se distancia muito do sistema fisiolégico e, além disso,

Eble e colaboradores realizaram a superexpressio da FAK por apenas 24 horas. No
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presente estudo e em estudos anteriores (Nadruz et al., 2005) os efeitos da superexpressao

se deram apés 48 horas de transfecgao.

O presente estudo também demonstrou bioquimicamente, através do aumento nos
niveis de expressdao de ANP, que a superexpressdo da FAK € suficiente para regular a re-
expressao de genes fetais. Estes dados confirmam estudos anteriores os quais demonstraram
que a ativagdo da FAK tem papel critico na regulacdo da re-expressdo de genes do
programa fetal induzida por estimulo mecanico, como os genes do ANP e da isoforma beta
da miosina de cadeia pesada (Eble et al., 2000; Pham et al., 2000; Taylor et al., 2000;
Torsoni et al., 2003). Existe ampla constatacdo experimental (Hoshijima and Chien, 2002)
de que a re-expressao do programa génico fetal € parte essencial para o estabelecimento das
modificagdes fenotipicas do miocardio observadas na hipertrofia e remodelamento

cardiacos.

Além da demonstracdo da importancia da FAK no desenvolvimento da hipertrofia
em midcitos cardiacos, o presente estudo demonstrou que a interferéncia na interacao
FAK/miosina, através do tratamento com o peptideo FP-1, € essencial para o controle da

atividade da FAK e, consequentemente, das suas funcdes celulares.

O tratamento de midcitos cardiacos com peptideo FP-1, ligado ao transportador de
membranas bioldgicas TAT47.57, levou a uma diminui¢do da interagdo entre FAK/miosina e
concomitante ativacdo da FAK. Midcitos cardiacos submetidos a tratamento prolongado
com FP-1 desenvolveram o fendtipo de hipertrofia. A confirmacdo da importancia da

sinalizacdo pela FAK nos mecanismos de desenvolvimento da hipertrofia foi demonstrada
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através do concomitante tratamento com o peptideo FP-1 e transfec¢do com o siRNA para a
FAK. O silenciamento da FAK impediu o desenvolvimento da hipertrofia celular nas
células tratadas com FP-1. Este fato confirma a necessidade da ativacdo da FAK pelo
tratamento com FP-1 para o desenvolvimento do fenétipo hipertréfico. Apesar de ser bem
estabelecido o fato de FAK participar no desenvolvimento do processo hipertréfico, as
demonstracoes de que a ativagdo desta quinase € essencial e suficiente para o
estabelecimento das modificacdes fenotipicas dos midcitos cardiacos ainda ndao haviam sido

reportadas.

Além da ativagdo da FAK, o tratamento com FP-1 foi acompanhado por uma
redistribuicdo subcelular da FAK para o nicleo dos midcitos cardiacos. Em midcitos
cardiacos em condi¢des basais, FAK é encontrada predominantemente no citoplasma, nas
regides de banda A e apds sua ativagdo ela migra para regides subcelulares como os discos
Z, costameros e nucleo celular (Fonseca et al., 2005; Senyo et al., 2007; Yi et al., 2006).
Estudos que utilizaram proteinas em fusdo com GFP demonstraram que a translocacido da
FAK para o nicleo é mediada pelo dominio FERM (Golubovskaya et al., 2005; Lim et al.,
2008) e que esta translocacdo € também observada em outras proteinas que contém FERM
(Kressel et al., 2002; Batchelor et al., 2004). Sequéncias de aminodcidos envolvidas na
translocac@o nuclear (Lim et al., 2008) estdo localizadas no subdominio F2, préximas a
fenda onde se localiza FP-1 (Fig. 27), ou seja, sitio onde a miosina sarcomérica se liga. Fato
também importante para a translocacdo nuclear e aumento da ativacio da FAK € a
modificagdo do subdominio F2 através da sumoilacdo (Kadare et al., 2003; Martin et al.,
2008). FAK ¢ sumoilada no residuo lisina 152, sitio também préximo a sequéncia

correspondente ao peptideo FP-1, e sua sumoilacdo é acompanhada por um aumento nos
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seus niveis de ativagdo e na taxa de translocacao nuclear (Kadare et al., 2003; Martin et al.,
2008). A proximidade dos sitios relacionados a translocac¢do nuclear e sumoilagao do sitio
de interacdo com a miosina sugere que a ligacdo a miosina, além de ajudar na manutengao
da FAK em seu estado inativo, contribui para a prevengao dos eventos de sumoilacio e de
importacao nuclear da FAK em midcitos cardiacos. Esta regulacdo pode ocorrer através do
bloqueio fisico destes sitios, entretanto estudos adicionais precisam ser realizados para

confirmar estas hipoteses.

As demonstragdes do presente estudo implicam que a quiescéncia basal da FAK
provida por sua interacdo com a miosina sarcomérica regula negativamente vias envolvidas
no controle do tamanho celular. E bem provavel que o peptideo FP-1 atue competindo com
a FAK pelo seu sitio de ligagdo na miosina sarcomérica e permitindo, desta forma, a

autofosforilacao e ativagao da FAK.

4.6 Ativacao da FAK regula a via AKT/ mTOR

Além da fun¢ido de tirosino-quinase, FAK apresenta sitios de ligacdo para dominios
protéicos SH2 e SH3 funcionando também como uma proteina de adaptacdo importante
para a ativagdo e regulacdo de MAP quinases, tirosino-quinases e da PI3 kinase (Parsons,
2003). Ap6s ativagao enddgena da FAK, ocorre um aumento de sua associacdo com a
subunidade regulatéria p85 da PI3 quinase, a qual leva a ativacdo da AKT (Del Re et al.,
2008). Essa € uma serina/treonina quinase que ativa vias anti-apoptoticas e atua no controle
do crescimento celular. Tanto a superexpressdao da PI3 kinase quanto a de uma forma ativa

da AKT levam ao aumento da fosforilacdo dos efetores da mTOR, S6 kinase e 4EBP-1. A
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regulacdo da mTOR pela PI3 kinase/AKT ocorre primariamente através da fosforilagao de
TSC2, que culmina com o aumento da atividade da mTOR (Lee et al., 2007). Outros
estudos também demonstraram que FAK interage e inativa TSC2, o que leva ao aumento da

fosforilagdao da S6 kinase (Gan et al., 2006).

Recentemente foi demonstrado que a sinalizacdo pela FAK, via regulacio da
tirosino fosfatase Shp2, apresenta convergéncia com a via de crescimento celular
AKT/mTOR no processo de desenvolvimento da hipertrofia em MVRNs (Marin et al.,
2008). Em consonancia com estes estudos, o presente estudo investigou se a hipertrofia
ocasionada pelo tratamento com FP-1 e consequente ativagao da FAK, culminava com a
ativacdo desta via de crescimento celular. Foi demonstrado que midcitos cardiacos tratados
com FP-1 apresentaram além de um aumento substancial na ativacdo da FAK, um aumento
na fosforilacdo no residuo serina 473 da serina/treonina quinase AKT, um aumento na
fosforilagdo inibitéria no residuo treonina 1462 da TSC2 e da fosforilacdo do residuo
treonina 389 da S6 kinase. Estes dados sugerem que a ativacdo da FAK mediada pelo
tratamento com FP-1 leva a ativacdo da AKT, possivelmente via associacdo com a PI3
kinase, e posterior ativacdao da via TSC-2/mTOR/S6K. Além disso, FAK ativa pode estar
interagindo diretamente com TCS2, levando a sua inibi¢do e consequente ativagdo da S6

kinase.

A importancia da via mTOR no desenvolvimento da hipertrofia decorrente do
tratamento com FP-1 foi confirmada pelo tratamento com o inibidor da mTOR, rapamicina.
O pré-tratamento com rapamicina impediu o aumento na fosforilagdo de S6K e aboliu a

hipertrofia celular induzida pelo tratamento com o peptideo FP-1. Estes dados

Discussdo
146



demonstraram que a ativagdo da FAK possui papel fundamental na ativacdo das vias da

AKT e mTOR e, consequentemente, nos mecanismos de hipertrofia em midcitos cardiacos.
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5. Conclusao







A tirosino quinase de adesdo focal (FAK) interage diretamente com a porcao C-
terminal da miosina sarcomérica através de seu dominio FERM. A interacdo FAK/miosina
€ sensivel ao estresse mecanico e mostrou-se importante na regulagdo da quiescéncia basal
da FAK e do crescimento hipertréfico em midcitos cardiacos. Assim, a modula¢ido dessa
interacdo pode ser um mecanismo importante para a transdu¢do de forcas mecanicas em

eventos bioquimicos nesse tipo celular.
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