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RESUMO

O aumento do estresse circunferencial ou mecéanico é um dos principais estimulos
responsaveis pela aterogénese induzida por hipertensao arterial, além de ser um
determinante para a localizagcdo das placas ateroscleréticas na arvore arterial.
Neste contexto, moléculas mecano-sensiveis ou responsivas ao estresse
mecanico podem exercer um papel fundamental no desenvolvimento do fenétipo
pré-aterogénico em células vasculares. A quinase de adesao focal (FAK) tem sido
considerada uma proteina central na mecanotransducdo em diversos tipos
celulares, por seu papel potencial na ativacao de vias de sinalizacdo envolvidas no
crescimento celular, anti-apoptose e inflamacéo. Neste trabalho, nds inicialmente
caracterizamos a ativacdo da FAK em linhagem de célula endotelial de aorta de
coelho (RAEC) submetida a estiramento mecéanico pulsétil e, em seguida,
investigamos a influéncia da inibicdo desta proteina, por meio de
oligodeoxinucletideo-antisense e pelo inibidor farmacoldégico PP2, sobre a
expressdao de moléculas pré-aterogénicas e a adesividade leucocitaria neste
modelo experimental. Nossos resultados mostraram que a FAK é ativada
precocemente por estiramento mecéanico e € fundamental para a expressao de
TLR2, TLR4, VCAM-1 e E-selectina induzida por sobrecarga mecanica em células
endoteliais. A inibicdo da FAK endotelial com PP2 e oligodeoxinucletideo-
antisense bloqueou a adesao de células monocitdides THP1 as células endoteliais
induzida por estiramento in vitro. O proximo passo foi avaliar o impacto da FAK

sobre expressdo de moléculas pro-aterogénicas induzida por sobrecarga
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hemodinamica in vivo, utilizando o modelo de coarctacdo da aorta em ratos
Wistar. Os

resultados dos estudos in vivo demonstraram que a FAK é ativada nas primeiras
horas apos instituicdo da sobrecarga pressora em segmentos de aorta. Apos 7
dias de coarctacdo, os segmentos adrticos proximais a estenose apresentaram
aumento na expressao de TLR2, TLR4, VCAM-1, E-selectina, metaloproteinases
de matriz 2 e 9, além de maior adesividade as células THP1. Estes fenbmenos
foram inibidos por meio de tratamento prévio dos animais com small interference
RNA direcionado especificamente contra a FAK. Em conjunto, estes dados
indicam que a FAK exerce um papel fundamental na resposta pro-aterogénica de

células vasculares ao estresse mecéanico in vitro e in vivo.

Palavras-chaves: aterosclerose, quinase de adesao focal, estresse mecanico.
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ABSTRACT

The increase in circumferential or mechanical stress is a major stimulus by which
hypertension stimulates atherogenesis and a main determinant for the location of
atherosclerotic plaques in the arterial tree. Mechano-sensitive molecules can play
a key role in the development of pro-atherogenic vascular cell phenotype. Focal
Adhesion Kinase (FAK) has been considered a central protein in
mechanotransduction, because of its potential role in the activation of cell signaling
pathways involved in cell growth, anti-apoptosis, and inflammation. In this work, we
initially evaluated the activation of FAK in rabbit aortic endothelial cell (RAEC)
lineage subjected to cyclic mechanical stretch and then investigated the impact of
FAK inhibition, by transfection with specific oligodeoxynucleotide antisense and
pre-treatment with the pharmacological inhibitor PP2, on the expression of pro-
atherogenic molecules and leukocyte adhesion in this experimental model. Our
results showed that FAK was rapidly activated by mechanical stretch and was
critical to stretch-induced expression of TLR2, TLR4, VCAM and E-selectin in
endothelial cells. FAK endothelial inhibition also blocked the adhesion of THP1
monocytoid cells to endothelial cells induced by stretch in vitro. The next step was
to investigate the role of FAK in load-induced expression of pro-atherogenic
molecules in vivo, by subjecting Wistar rats to aortic constriction. The results of in
vivo assays revealed an early activation of FAK in aortic segments subjected to
pressure overload. After 7 days of aortic constriction, vascular segments subjected
to high pressure exhibited increased expression of TLR2, TLR4, VCAM-1, E-
selectin, matrix metalloproteinases 2 e 9, and higher adhesion to THP-1

XXV



monocytoid cells. These events were inhibited by pre-treatment of rats with small
interference  RNA designed to silence FAK expression. In general these findings
indicate that FAK is critical do stretch-induced expression of pro-atherogenic

molecules in vascular cells in vitro and in vivo.

Key-Words: atherosclerosis, focal adhesion kinase, mechanical stretch.

XX Vi



1.

INTRODUCAO

27



1.1. Aterosclerose
1.1.1. Incidéncia

Segundo proje¢cdes da Organizacao Mundial de Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares s&o as principais causas de morte no mundo tanto entre homens
quanto entre mulheres. A doenca arterial coronariana e os acidentes vasculares
cerebrais ocupam, respectivamente, a primeira e a segunda posicdo mundial,
mostrando o profundo impacto sécio-econémico da aterosclerose sobre a
populacdo. A aterosclerose coronariana foi responsavel por mais de 12% das
mortes em 2004, no mundo - cerca de 7,2 milhdes de casos. Contudo, a taxa de
mortalidade coronaria vem aumentando alarmantemente e a sua previsdo é que
atinja aproximadamente 11 milhdes de mortes em 2020 (Murray et al, 1997;

Tunstall-Pedoe et al, 1999).

1.1.2. Patologia

De acordo com o conhecimento atual, a aterosclerose € considerada uma
doenca de natureza inflamatéria que ocorre em resposta ao acumulo de
lipoproteinas plasmaticas na camada intima das artérias, acompanhada de
migracao, proliferagdo e morte das células inflamatdrias e musculares lisas (Lusis,
2000; Libby, 2002; Hansson, 2005). Trata-se de uma doenca multifatorial,
altamente dindmica e de apresentagdo imprevisivel, com um curso que varia
desde agressiva oclusao arterial trombética até mesmo a regressao das lesoes.
Embora qualquer artéria possa ser afetada, os principais alvos da doenga séo as

artérias coronarias, cerebrais e aorta, tendo como principais consequéncias o
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infarto do miocéardio e a isquemia cerebral. Na figura 1, pode-se visualizar a
estrutura de uma artéria normal. Atualmente, as evidéncias demonstram que os
mecanismos envolvidos na génese da doencga aterosclerética sdo extremamente
complexos e envolvem a interacdo de componentes genéticos, ambientais e

resposta inflamatoéria (Libby, 2002; Hackam & Anand, 2003; Hansson, 2005).

< Corrente
Sanguinea

Células
““endoteliais

<« intima

FLé'mi_na .

elastica interna
(=]

Células

musculares 1 ! 7 : -« Média

TN T

< Adventicia

Figura 1. Estrutura de uma artéria normal (Lusis, 2000).

A aterosclerose € uma doencga progressiva que pode sofrer influéncia de
anormalidades metabdlicas e nutricionais, forcas hemodinamicas, toxinas
exodgenas encontradas no tabaco, proteinas glicosiladas associadas com o
diabetes mellitus, lipideos modificados oxidativamente e possivelmente infeccoes

virais e bacterianas (Stein et al, 2002; Hackam & Anand, 2003).
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Estudos epidemiolégicos mostram diversos fatores de riscos genético-
ambientais associados a aterosclerose. No entanto, a complexidade das
interacdes entre estes fatores de risco dificulta o entendimento a respeito das
causas do desenvolvimento da placa. A aterosclerose ndo € uma simples
consequéncia degenerativa do envelhecimento, mas sim uma condigao
inflamatdria que pode ser convertida em um evento clinico e agudo ocasionado
pela ruptura da placa e formagéao de trombos (Lusis, 2000). A resposta inflamatéria
na aterogénese é mediada através de mudancgas funcionais em células
endoteliais, linfécitos T, macréfagos derivados de mondcitos e células do musculo
liso. A ativacao destas células desencadeia a elaboragéo e interacdo de um largo
espectro de citoquinas, moléculas de adeséo, fatores de crescimento, acimulo de
lipideos e proliferacdo de células do musculo liso. Adicionalmente, a resposta
inflamatéria pode ser induzida pelo estresse oxidativo (Nicolletti et al, 2000; Libby,

2002; Hansson, 2005).

1.2. Endotélio, Hipertensao e Aterosclerose

O revestimento dos vasos sanguineo, denominado endotélio, exerce
fungdes anticoagulantes e antiinflamatérias que sao fundamentais para manter a
homeostasia. Ele tem funcdo protetora contra o desenvolvimento de lesbes
vasculares mantendo a vasodilatagdo, inibindo a adesdo leucocitaria e a
proliferacdo de células musculares lisas. O endotélio atua como sinalizador,
registrando alteracbes hemodinamicas e traduzindo-as em sinais que influenciam

na reatividade do sistema vascular. Em condi¢cdes fisiolégicas, ha um equilibrio
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entre a liberacdo e produgdo dos fatores contrateis e relaxantes (Cines et al,
1998). A proliferacdo e migragao direcionada de células vasculares e a habilidade
do sistema vascular em modificar sua geometria de acordo com as condi¢cbes do
microambiente (remodelamento vascular) sdo fatores-chave no desenvolvimento
de doengas cardiovasculares como aterosclerose e hipertensao arterial. O
remodelamento vascular geralmente € acompanhado por aumento de matriz
extracelular, particularmente por aumento da deposicdo de colageno. A camada
endotelial atua como uma interface sinalizadora para as forgas hemodinamicas na
regulacado do remodelamento estrutural (Cines et al, 1998).

A hipertenséo arterial consiste no aumento da for¢ca que o sangue exerce
nas paredes das artérias. Ela se associa a alteragdes na funcéo, nas propriedades
mecanicas e estruturais das artérias, que podem ser observadas nas células
endoteliais, células musculares lisas e matriz extracelular. Na hipertenséo arterial
cronica, em artérias de grande calibre geralmente observa-se hipertrofia da parede
vascular, especialmente por proliferagdo e hipertrofia de células musculares lisas,
com aumento da rigidez de componentes do meio extracelular (Sullivan et al,
2000; Savoia & Schiffrin, 2006). A hipertensao também pode promover a disfuncéo
endotelial, por estimular a producdo de moléculas de adesdo pelas células
endoteliais, favorecendo assim o recrutamento e adesdo de mondcitos a superficie
do endotélio. Ela favorece a sintese de espécies reativas de oxigénio, como o0s
radicais superoxidos, na parede arterial e estes podem induzir a interagdo de
leucécitos com endotélio e a expressdo de moléculas de adesao (Sullivan et al,
2000; Libby, 2002; Galley & Webster, 2004; Savoia & Schiffrin, 2006). Entretanto,

embora esteja bem estabelecido que a hipertensao seja um fator de risco para a
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doenca aterosclerética, os mecanismos relacionados a este processo ainda nao

estao claros.

1.3. Forcas hemodinamicas

As placas ateroscleréticas ndo ocorrem de maneira aleatoria através do
sistema vascular, como seria esperado devido a natureza sistémica dos fatores de
risco associados a sua génese (e.g., hipertensao arterial, dislipidemia, diabetes e
tabagismo) (Frangos et al, 1999). Ao contrario, ocorrem em locais cuja circulagao
sanguinea apresenta alteragdes hemodinamicas, como: 1) aumento do estresse
circunferencial ou mecanico (a distensao pulsatil e repetitiva na parede vascular) e
2) reducdo do shear stress ou fluxo laminar (a forca friccional atuando na
superficie da célula endotelial como resultado do fluxo sanguineo) (Frangos et al,

1999; Malek et al, 1999).

Embora a diminuicdo do shear stress seja reconhecida como um potencial
mecanismo indutor de aterogénese e objeto de frequentes revisées na literatura
(Malek et al, 1999), diversas evidéncias apontam para uma participacédo
fundamental, e até mais importante, do estresse mecéanico neste processo
(Thubrikar et al, 1995). Sabe-se que o0 aumento do estresse mecénico local é um
dos principais determinantes da localizagdo seletiva de lesdes aterosclerdticas,
como no 6éstio de grandes ramos arteriais, nas bifurcacdes da aorta e das
carétidas e na aorta descendente toracica (Thubrikar et al, 1995). Por outro lado, a

reducado deste estimulo tem sido considerada como a responsavel pela auséncia
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de aterosclerose em artérias coronarias intramiocardicas, abaixo de pontes
miocardicas, na porgao intra-6ssea de artérias vertebrais ou em modelos de
aterosclerose experimentais onde a distensdo vascular € impedida por meio de
bandagens externas (Thubrikar et al, 1995; Ge et al, 1999; Tropea et al, 2000).
Ademais, estudos eco-dopplercardiograficos revelaram uma correlagdo direta
entre a tensdo circunferencial na parede vascular e a espessura da camada
intima-média de cardtidas de humanos, sugerindo que a intensidade deste
estimulo pode ser importante para a magnitude do remodelamento vascular (Jiang
et al, 2000).

O aumento do estresse mecéanico tem sido apontado como o principal
estimulo contributivo para a aterogénese em individuos portadores de Hipertenséo
Arterial Sistémica (Taylor, 1999). Além disto, a observacdo em modelos
experimentais de que a amplitude da distensédo pulséatil € fundamental para a
aterogénese (Thubrikar et al, 1988; Tropea et al, 2000) parece explicar o aumento
da presséao de pulso como fator de risco independente para o desenvolvimento de
aterosclerose (Safar et al, 2004). Contudo, o motivo pelo qual o desenvolvimento
de aterosclerose é heterogéneo em pacientes hipertensos permanece pouco
conhecido. Neste contexto, o entendimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na mecanotransducao vascular e seu papel potencial na aterogénese
podem ser de grande relevancia, ao fornecer a base para a determinacao de
marcadores de risco para aterosclerose assim como para o desenvolvimento

futuro de ferramentas terapéuticas.
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1.4. Mecanismos de Mecanotransducao vascular: Complexo de adesao Focal

Nos ultimos anos, demonstrou-se que o0 estresse mecéanico pode atuar
diretamente sobre células vasculares, estimulando-as a desenvolver um fenétipo
pro-aterogénico. Por exemplo, células endoteliais, quando estiradas, produzem
moléculas de adesao (VCAM, ICAM e selectinas) (Yun et al, 1999; Chello et al,
2003). Estas proteinas sao fundamentais para a adesao e migra¢ao subendotelial
dos leucdcitos sendo um pré-requisito para a progressdo das lesdes
ateroscleroticas. O estiramento ciclico também pode contribuir para a aterogénese
por induzir a produgéo de interleucinas, Monocyte Chemotractant Protein-1 (MCP-
1), substancias vasoativas, radicais livres de oxigénio e metaloproteinases pelas
células endoteliais (Okada et al, 1998; Sweeney et al, 2004). Ademais, células
musculares lisas vasculares também respondem a este estimulo, hipertrofiando-se
e secretando componentes de matriz extracelular (Xu, 2000).

Diversos mecanismos celulares tém sido implicados na transformagéo do
estimulo mecanico em sinal bioquimico celular. Estes incluem a ativacdo de
canais ionicos e de proteinas de membrana conectadas ao citoesqueleto
localizadas nos complexos de adesao focal, jungdes intercelulares e membrana
nuclear, assim como em microdominios lipidicos conhecidos como cavéolas
(Davies, 1995). Contudo, vérias evidéncias indicam que a ativagdo dos
componentes do complexo de adesao focal € um dos principais mecanismos
envolvidos na mecanotransducdo em diversas ceélulas e tecidos (Li et al, 2002).
Neste complexo, as integrinas (heterodimeros trans-membrana) funcionam como
receptores de proteinas da matriz extracelular e ao mesmo tempo agregam

proteinas do citoesqueleto e moléculas sinalizadoras dispersas no citosol, como a
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Quinase de Adesao Focal (FAK), p60-Src, paxilina, PI3-kinase e Grb2 formando o
Complexo de Adesdo Focal (Yamada et al, 1995; Franchini et al, 2000). O
complexo protéico resultante poderia ser suficiente para promover a transdugéao do
estimulo tensional em evento bioquimico responsavel pela regulagdo génica em
resposta ao estimulo mecanico (Figura 2). Dentre estas moléculas, destaca-se a
FAK, a qual tem sido considerada uma proteina central na mecanotransdugao, por
seu papel potencial na ativagcdo de vias de sinalizacdo celular envolvidas no
crescimento celular, anti-apoptose, e inflamacao (Schlaepfer et al, 1999). Até o
momento, sabe-se que a FAK € importante para a angiogénese, ativacao de
células inflamatdrias e proliferacdo de células musculares lisas (Schlaepfer et al,
1999; Peng et al, 2004; Bond et al, 2004). Contudo, apesar de seu grande
potencial na transducdo das alteragbes hemodindmicas, o papel da FAK na

aterogénese induzida por estresse mecanico ainda nao foi explorado.
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Figura 2. Potenciais vias de sinalizacao emergindo da FAK.

1.5. Quinase de adesao focal — FAK

A FAK é uma importante proteina sinalizadora na mediacao da sinalizacao
celular via integrinas (Guan, 1997; Mitra & Schlaepfer, 2006) e pode ser ativada
por receptores tirosinas quinases e por receptores acoplados a proteina G
(Parsons et al, 2000; Torsoni et al, 2003), constituindo assim um efetor comum a
multiplas vias de sinalizagdo. A FAK é um importante mediador na transdugéo de
sinais mecanicos em diferentes células (Wang et al, 2001; Shikata et al, 2005). Ela
€ uma tirosina-quinase citoplasmatica, de aproximadamente 1052 aminoécidos,
com uma massa molecular aproximado de 125 kDa. A estrutura da FAK (figura 3)

€ dividida em trés dominios: o dominio N-terminal, o dominio quinase e o dominio
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C-terminal, o que provavelmente permite que a mesma se associe a multiplos
substratos e determine a ativagdo de diversas vias de sinalizacao celular

(Parsons, 2003; Vadali et al, 2007).
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Figura 3. Esquema representativo da estrutura linear da FAK (Parsons, 2003).

O dominio N-terminal € composto por um dominio FERM, responséavel pela
interacdo com a extremidade citoplasmatica da subunidade da integrina B (Mitra &
Schlaepfer, 2006). Além disso, este dominio pode regular a atividade de quinase
da FAK através de um mecanismo inibitério intramolecular (Parsons, 2003). Ha
uma regidao entre os dominios N-terminal e o dominio quinase, que contém o
residuo de tirosina 397, que é sitio de autofosforilacdo e ativagdo da FAK e um
sitio para a ligagdo da porcdao SH2 da proteina Src (Guan, 1997; Schlaepfer et al,
1999; Parsons, 2003; Mitra & Schlaepfer, 2006; Vadali et al, 2007). O dominio
quinase na regido central correspondente a por¢ao catalitica da enzima apresenta

uma algca de ativacao que contém os residuos de tirosina 576 e 577. Ja o dominio
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C-terminal é rico em sitios de interacao proteina-proteina (sequéncias ricas em
prolina), possui um sitio de reconhecimento SH3 e uma extremidade C-terminal
conhecida como FAT (Focal Adhesion Targeting) responsavel pela adeséao focal e
pela associagdo com as proteinas talina e paxilina (Parsons, 2003; Mitra &
Schlaepfer, 2006; Vadali et al, 2007).

A sinalizacdo via FAK requer que esta seja ativada através da
autofosforilagdo no residuo de tirosina 397. Essa fosforilagdo em tirosina resulta
na formacdo de um sitio de alta afinidade para a porcdo SH2 da Src e essa
associacao favorece a fosforilagdo em outros residuos de tirosina da FAK (407,
576, 577, 861 e 925), levando a uma atividade maxima desta enzima (Guan, 1997;
Schlaepfer et al, 1999; Parsons, 2003; Mitra & Schlaepfer, 2006; Vadali et al,
2007). O residuo 397 fosforilado constitui um sitio de ligagdo para outras proteinas
como a PI3 kinase, participando nas cascatas de sinalizacao anti-apoptoticas via
AKT. Os residuos de tirosina 576 e 577 se encontram no interior do dominio
quinase da FAK e a fosforilacdo destes sitios estdo envolvidos na regulacédo da
atividade enzimatica. Ja a fosforilacdo da tirosina 925, localizada no dominio C
terminal da FAK, cria sitios de ligacao para o dominio SH2 da proteina adaptadora
Grb2. Essa associagdo leva a ativagdo de MAP kinases, reguladoras do
crescimento e proliferacdo celular (Mitra & Schlaepfer, 2006; Vadali et al, 2007).
Estudos anteriores demonstraram que estimulos mecanicos em midcitos
cardiacos induzem um aumento na fosforilacdo e, por conseguinte, na atividade
da FAK (Torsoni et al, 2003). Da mesma forma, a sobrecarga pressorica, induzida
pela constricdo do arco aodrtico, induz um aumento na fosforilacdo da FAK

(Franchini et al, 2000). Uma vez ativada essa proteina ativa uma série de

38



proteinas (ERK, MAP kinases, RhoA/ROCK) envolvidas no processo de hipertrofia
cardiaca (Franchini et al, 2000; Torsoni et al, 2003; Nadruz et al, 2005).

Dada sua participacdo em processos celulares diversos, tém-se empregado
grande esforgo para esclarecer a funcdo da FAK no desenvolvimento do sistema

cardiovascular e nas doencas cardiacas (Vadali et al, 2007).

1.6. Moléculas pré-inflamatérias
1.6.1. Moléculas de adesao

As moléculas de adesdo sao responsaveis pela adesdo precoce de
leucocitos no endotélio arterial em sitios de ateromas iniciais. Entre as principais
moléculas de adesdo, destacam-se a molécula de adesao vascular (VCAM-1), a
molécula de adeséo intercelular (ICAM-1), a E-selectina entre outras (Libby, 2002).
Na disfuncéo endotelial, a producdo dessas moléculas € estimulada favorecendo o
recrutamento e adesao de alguns mondcitos a superficie endotelial. Os leucocitos
(neutrdfilos e mondcitos) sdo capazes de emigrar da corrente circulatéria,
dirigindo-se para um foco infeccioso ou inflamatorio, localizado em qualquer tecido
(diapedese). Sob condi¢cdes normais, tanto os mondcitos quanto as células
endoteliais apresentam carga negativa na superficie da membrana. Esta carga
negativa impede, de um lado, que os monécitos se agreguem entre si e, de outro
lado, evita a adesao destas células ao endotélio vascular (Muller, 2003). Quando a
infeccdo ou inflamagéo ocorre, os mondcitos séo ativados, a sua carga negativa
diminui e a forgca de repulsdo também diminui, contribuindo para a adesao das

células ao endotélio. Isto facilita a agregacao, a quimiotaxia e a diapedese das
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células em direcao aos tecidos. A sequéncia de eventos desencadeados pela
interacdo de mondcitos e células endoteliais possui quatro fases distintas: 1) a
fase de rolamento, onde se estabelece o contato inicial entre mondcitos e a
superficie endotelial em condigbes hemodindmicas normais, sendo mediada pela
E-selectina e L-selectina; a interacdo € com a porgéo glicidica das glicoproteinas
presentes na membrana dos leucdcitos; 2) a fase de parada € caracterizada pela
ativacdo de mondcitos que se conectam as moléculas de adeséo. Esta fase &
dependente de integrinas presentes nos mondcitos como o4pB1 e VCAM-1. Os
mondécitos aderidos podem se espalhar na superficie apical do endotélio,
originando a terceira fase, denominada de espalhamento. Este processo é
dependente de integrinas B2 sintetizadas pelos mondcitos e de ICAM-1 e/ou
ICAM-2 presentes nas células endoteliais. Os mondcitos ja espalhados migram as
juncdes intercelulares e ganham espaco subendotelial por diapedese; esta fase
final € conhecida como fase diapedese. (Juliano, 2002; Muller, 2003; Galley &
Webster, 2004).

A aterosclerose estd associada a expressdao de moléculas de adesao,
permitindo a infiltragdo de mondcitos nas paredes dos vasos em resposta aos
fatores pro-aterogénicos (Wang et al, 2003b). Neste contexto, alguns estudos tém
demonstrado que a expressao endotelial de selectinas, ICAM-1 e VCAM-1, além
da adesao de células monocitdides ao endotélio sdo marcadores de formacgao da
lesdo aterosclerética (Huo & Ley, 2001; Cybulsky et al, 1999; Dong & Wagner,

1998).
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1.6.2. Toll like receptor — TLR

Sendo a aterosclerose uma doenca inflamatéria crénica, receptores de
proteinas expressos pelos macrofagos e pelas células endoteliais podem
reconhecer componentes e produtos de microorganismos e atuar como um
importante papel na resposta imune inata (Tobias & Curtiss, 2005). Neste
contexto, além das células inflamatérias per se (mondcitos/macrofagos, linfocitos),
as células vasculares (endoteliais, musculares lisas) também s&o capazes de
atuar como células imunoldgicas, ao produzir moléculas e citocinas proé-
inflamatorias (Libby, 2002).

Os Toll-Like Receptors (TLRs) reconhecem diversos ligantes exdgenos e
fragmentos teciduais enddgenos, e tém sido implicados no desenvolvimento de
patologias cardiovasculares (Kleijn & Pasterkamp, 2003). Recentemente, eles tém
sido apontados como importante reguladores do desenvolvimento da
aterosclerose, por modular expressado de moléculas de adeséo e a resposta imune
(Zeuke et al, 2002; Vinka et al, 2004).

Os TLRs sao receptores transmembrana que, quando ativados, ligam-se a
proteina adaptadora MyD88 e ativam moléculas de sinalizacdo celular
(especialmente o NK-kappa B e a c-Jun N-Terminal Quinase), promovendo a
ativacdo subsequente de uma grande variedade de genes codificadores de
proteinas pro-inflamatérias. Diversos ligantes exdgenos e enddgenos foram
descritos como capazes de ativar os TLRs, tais como lipopolissacarides,
peptideoglicanos e produtos de degradagdo da matriz extracelular (Vinka et al,
2004). O TLR4 é um receptor transmembrana classe |, expresso na superficie das

células do sistema imunoldgico, e é ativado pela exposi¢ao a lipopolissacarideos
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derivados da membrana externa das bactérias Gram-negativas. Como todos os
outros membros da familia dos TLRs, o TLR4 é composto por um dominio
extracelular que contém multiplas leucinas, uma regiao transmembrana, e uma
cauda citoplasmatica contendo o dominio conservado TIR. O TLR4 pode também
ser ativado por varios ligantes enddgenos como as heat-shock proteins, matriz
extracelular, produtos de degradacédo e acidos graxos saturados (Lundeberg &
Hansson, 2009). Interagbes do TLR4 com ligantes enddgenos estédo relacionadas
a varias doengas progressivas que acometem a humanidade como artrite, asma,
arteriosclerose e diabetes (Shi et al, 2006). Os TLRs estimulam o aumento da
expressdo de moléculas de ades&o das células endoteliais e a liberacao de fatores
quimiotaticos envolvidos na atracdo de monocitos nos sitios inflamatdrios
(Lundeberg & Hansson, 2009).

Evidéncias recentes demonstraram que animais geneticamente modificados
com perda de funcdo de componentes das vias de sinalizacdo dos TLRs, como o
TLR4 e o MyD88 apresentam uma profunda diminuigdo no desenvolvimento de
lesbes ateroscleréticas em modelo de hipercolesterolemia (Michelsen et al, 2004).
Contudo, embora a conclusdao Oébvia indique que derivados de colesterol
estimulem estes receptores, pouco se sabe sobre a participacdo de outros
estimulos pré-aterogénicos sobre a ativacao e regulacéo dos TLRs. Neste sentido,
é valido ressaltar que novas observacées apontam para um possivel papel dos
TLRs também como moléculas responsivas a forcas mecanicas. Em primeiro
lugar, sabe-se que alteracbes hemodindmicas, como modificacbes no shear
stress, modulam a expressao de TLRs em células endoteliais (Liang et al, 2002).

Por outro lado, um estudo revelou que o TLR-4 é fundamental para o
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desenvolvimento do remodelamento expansivo vascular, no qual ocorre uma
“hipertrofia excéntrica” da parede arterial, considerada uma resposta que visa a
normalizacdo da tensado parietal (Vinka et al, 2004). Esta ultima observacao
sugere um papel dos TLRs ndo s6 na resposta inflamatoria, mas na complexa
inducdo de um fendtipo relacionado a compensagdo de um desequilibrio nas
forcas hemodinamicas intra-vasculares. Contudo, permanece desconhecida a
acao do estresse mecanico sobre os TLRs em células vasculares e o papel destes
receptores sobre a  aterogénese em condicbes de  sobrecarga

mecanica’hemodinamica.

1.6.3. Metaloproteinases

A matriz extracelular, além de ocupar parte do volume de uma placa,
também acumula importantes fungées no processo evolutivo da leséo
ateroscleroética (Libby & Lee, 2000). A sintese e a renovagcado da matriz extracelular
dependem de um rigoroso equilibrio da situagéo fisiolégica na qual se encontram.
Na aterosclerose, o turnover da matriz extracelular é realizado principalmente
pelas metaloproteinases (Galis et al, 1994; Libby & Lee, 2000).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdao enzimas proteoliticas
dependentes de zinco e célcio envolvidas no remodelamento da matriz
extracelular. Sado produzidas por células vasculares e por células inflamatérias.
Diferentes estudos j& sugeriram a agado dessas enzimas no processo de
estabilizacao do ateroma (Papazafiropoulou & Tentolouris, 2009). A expressao das

MMPs é induzida rapidamente por varias citocinas e fatores de crescimento,

incluindo a angiotensina Il (Wang et al, 2005). A atividade das MMPs é regulada
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por dois grandes inibidores endodgenos: a a2-macroglobulina, uma proteina
plasmatica que atua como inibidor geral de proteinases, e o TIMP, um especifico
inibidor de MMPs. Esses inibidores regulam a atividade proteolitica na matriz, e
um desequilibrio no balango entre MMPs e TIMPs vai acarretar numa menor ou
maior degradacdo da matriz extracelular (Bosman & Stamenkovic, 2003;
Papazafiropoulou & Tentolouris, 2009).

Entre as MMPs destacam-se as MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9
(gelatinase B) que estdo mais associadas as doencas cardiovasculares e
possuem um papel fundamental no desenvolvimento da aterosclerose (Galis &
Khatri, 2002). Os niveis plasmaticos de MMPs estdo crescentemente sendo
reconhecidos como um biomarcador aterosclerético e de risco cardiovascular (Liu
et al,2009; Busti et al, 2010). Elas possuem diferentes isoformas e atuam
diferentemente conforme o tipo de estresse a que foram submetidas. O’Callaghan
e Williams (2000) observaram um aumento na atividade enzimatica de MMP-2 e
uma diminuigdo de MMP-1 em células musculares lisas humanas (CMLH)
submetidas ao estiramento ciclico. Asanuma e colaboradores (2003)
demonstraram que o estiramento estatico uniaxial aumenta a atividade da MMP-2
e da MMP-9 em CMLH, porém o estiramento ciclico uniaxial provocou uma
diminuicdo dessas atividades enzimaticas. Clemente e colaboradores (2007)
constataram que o silenciamento da FAK no miocardio de camundongos inibe os
aumentos da expressdo e da atividade de MMP-2 e MMP-9 induzidos por
sobrecarga pressorica, indicando que a ativacdo da FAK contribui para o aumento

da expressao e atividade de MMPs no miocérdio hipertréfico. De modo geral, as
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MMPs promovem a degradacdo de varias proteinas da matriz extracelular, por
isso estdo envolvidas ativamente no processo de remodelamento tecidual. O
desequilibrio na regulacdo destas MMPs pode resultar em um aumento
significativo de suas atividades, o que contribui como ja citado, para o
desenvolvimento e/ou progresséo de diversas doengas cardiovasculares (Gallis &
Khatri, 2002).

A viabilidade de efetivar terapias para a prevencdo de doencas
cardiovasculares e seus desfechos negativos, traduz-se em uma necessidade de
identificar individuos de baixo, médio e alto risco para a aplicagcao de intervencdes
eficazes, antes dos problemas se manifestarem. O entendimento da patogénese
da aterosclerose levanta questionamentos e abre oportunidades na prevencao e
terapia desta doenca. Portanto, a compreenséo da biologia basica da inflamacao
na aterosclerose proporciona um melhor suporte clinico que pode alterar o
caminho da pratica da medicina preventiva e propiciar beneficios para a saude

publica.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral:

Investigar o impacto da FAK sobre o desenvolvimento do fendtipo pro-
aterogénico em linhagem de célula endotelial submetida a estiramento mecanico

pulsétil in vitro e em aorta de ratos submetidos a sobrecarga pressorica in vivo.

2.2. Objetivos especificos:

» Caracterizar a ativacdo da FAK, a expressdao de moléculas de adesédo
(VCAM-1 e E-Selectina) e Toll-Like Receptors (TLRs) e a adeséo
leucocitaria induzidas por estiramento mecanico pulsatil em linhagem de
célula endotelial de aorta de coelho (RAEC);

+ Estabelecer o efeito da inibicdo da FAK sobre o fenoétipo pré-aterogénico
em linhagem de célula endotelial submetida a estiramento mecénico
pulsatil;

» Caracterizar a ativacao da FAK, a expressdo de moléculas pro-inflamatérias
e metaloproteinases e a adesdo leucocitaria em segmentos de aorta de
ratos submetidos a sobrecarga pressorica in vivo;

+ Estabelecer o efeito da inibicdo da FAK sobre o fenotipo pré-aterogénico na

aorta de ratos submetidos a sobrecarga pressoérica in vivo;
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Animais
Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando entre 150 e

200g, fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp (CEMIB).

3.2. Cultura de Células

As células de linhagem endotelial de aorta de coelhos (RAEC) foram
obtidas da American type culture collection (ATCC), Filadélfia, PA, USA. As
células foram cultivadas em meio F-12 (Sigma) enriquecidas com 10% de soro
bovino fetal (Gibco) e 1% de antibibtico penicilina/estreptomicina (Nutricell).

As células monociticas (THP1) foram obtidas do Laboratério de Biologia
Molecular e Cultura de células, do Prof. Dr. Anténio Condino Neto (Centro de
Investigacdo em Pediatria - CIPED, UNICAMP). As células foram cultivadas em
meio RPMI 1640 (Gibco) enriquecidas com 10% de soro bovino fetal (Gibco) e 1%

de antibidtico penicilina/estreptomicina (Nutricell).

3.3. Anticorpos, reagentes e sais
e Anticorpos policlonais para FAK (Tyr 397), fosfo-FAK (Tyr 397), VCAM-1
(H-276), E-Selectina (H-300), TLR2 (H-175), TLR4 (M-300), MMP2 (H76),
MMP9 (H129) foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, EUA), Alexa fluor 488 e faloidina da Invitrogen e DAPI da Vector

Laboratories Inc.

e Oligonucleotideos para transfeccao in vitro (Integrated DNA Technologies -
IDT):
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- Antisense — FAK: 5- ACTTCTCCCTCACGCT-3’

- Sense - FAK: 5- ATTCGCCTCATCCTCC-3’

Oligonucleotideos para a sintese de siRNA (IDT):

- T7 sequéncia: 5 GGT AAT ACG ACT CAC TATAG 3’

- FAK sense sequéncia: 5° GCG AAA TCC ATA GCA GGC CAC TAT
AGT GAG TCGTATTACC 3

- FAK antisense sequéncia: 5 ACG TGG CCT GCT ATG GAT TTC TAT
AGT GAG TCGTATTACC 3

- GFP sense sequéncia: 5GTG TCT TGT AGT TCC CGT CTA TAG TGA
GTC GTATTACC 3

- GFP antisense sequéncia: 5 ATG ACG GGA ACT ACA AAC ACC TAT

AGT GAG TCG TAT TACC 3

Oligonucleotideos para RT-PCR (IDT):

- FAK sense sequéncia: 5 CTG AAG ATA AGC CAA CAT 3

- FAK antisense sequéncia: 5 CTATGT CTT GGT CTACTT GAT 3
- GAPDH sense sequéncia: 5 GGC ATT GCT CTC AAT GAC AA 3

- GAPDH antisense sequéncia: 5 ATG TAG GCC ATG AGG TCC AC3'

PP2 (Calbiochem), peroxidase (KPL), gelatina (Sigma), tripsina (Sigma), kit
quimioluminescéncia (Pierce), kit de deteccdo nuclear (Enzo Life
Sciences), Opti-Men (Gibco), lipofectamina (Invitrogen), kit Ampliscribe T7

high yield transcription (Epicentre), trizol (Invitrogen), oligo (dT) (Invitrogen),
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Superscript Il transcriptase reversa (Invitrogen), SYBR Green gPCR Master

Mix (Invitrogen).

e Tris-HCI (Sigma), EDTA (Sigma), ortovanadato de so6dio (Calbiochem),
PMSF (Sigma), Triton-X 100 (Sigma), dodecil sulfato de sédio (SDS)
(Merk), B-mercaptoetanol (Sigma), glicerol (Synth), bromofenol (Sigma),
metanol (Chemco), acido acético glacial (Synth), DTT (Biosynth), glicina
(Sigma), NaCl (Synth), Tween 20, formaldeido (Synth), CaCl, (Merk),
NaNs(Riedel-de-Haen) Comassie Brilliant Blue R-250 (Sigma), Entellan
(Merk), alcool isopropilico (Merk), acetato de sodio (Merk), MOPS (Merk),
xilenocianol, brometo de etideo (Sigma), agarose (Invitrogen), cloroférmio

(Synth).

e Xilazina (Syntec), cetamina (Syntec)

3.4. Esquemas ilustrativos das metodologias utilizadas

3.4.1. Esquema ilustrativo da metodologia in vitro

CRePI\uEiaCs ». Comesem 1uM PP2
- : Com e sem Tumol/L de
Estiramento mecanico * ODN-FAK
(1 Hz) por até 6h Sense e antisense
Y b 4
Westen Blott =
FAK pFAK Ensaio de ades3o Color'a(;ao HE e contagem
; CAM com THP1 » das celulas THP1 aderidas
E-S'I?Ilf?%lga'l"\liR4 . por Microscopia Optica
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3.4.2. Esquema ilustrativo da metodologia in vivo

Ratos Wistar

h 4
Injeco de 45 ug siRNA — Western Blot:
FAK ou siRNA- GFP diluidos o FAK, p-FAK,
em PBS na veia jugular E-selectina, VCAM,
TLR2 e TLR4
Y
Apos 24 h: . Extragao da aorta o RT-PCR
coarctagao da aorta proximal
v
Apos 7 dias -
Ensaio de
4 adesao com » Imunofluorescéncia
THP1

3.4.3. Esquema ilustrativo da avaliacao da expressao e ativacao de

metaloproteinases

Ratos Wistar

A 4
Injecdo de 45 ug siRNA —
FAK ou siRNA- GFP diluidos
em PBS na veia jugular

A 4
Apds 24 h: coarctagédo
da aorta

——» Apds 7 dias
v

Extracado da aorta
proximal

h 4 A 4

Western Blot:

MMP2 e MMP9 Zimografia
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3.5. Estiramento pulsatil continuo

Para estudar os efeitos do estiramento pulsatil sobre células vasculares e
inflamatérias, foi utilizado um sistema de estiramento pulsatil in vitro. Esse
sistema, conhecido por Flexercell Tension Plus (figura 4), € capaz de promover
deformacdo biaxial controlada de células in vitro. O aparelho consiste de uma
unidade de vacuo ligada a uma valvula controlada por computador. Quando o
vacuo € aplicado as placas (figura 5), os wells da placa de cultura sdo deformados
de acordo com o grau de deformagéo, a qual € traduzida para as células em
cultura, resultando no alongamento destas.

As células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) (1 x 10° células/mL) foram
cultivadas em placas de seis wells (25 mm de didametro) com fundo de silicone
elastico (placa BioFlex Flexercell Corp, McKeesport, PA). Apds a confluéncia, o
meio de cultura foi substituido por meio F-12 puro. Ap6s 24 horas, as placas foram
estiradas (15%) com uma frequéncia de 1 Hertz (0,5% de contragdo/ 0,5% de
relaxamento) por um periodo de até 6 horas. As placas de cultura ndo submetidas
ao estiramento mecéanico pulsétil foram utilizadas como controle. Para avaliar o
papel da FAK as células foram cultivadas na presenca ou ndo de 1umol/L do
inibidor farmacolégico da FAK/Src (PP2) que foi adicionado duas horas antes das

placas de cultura serem estiradas (Torsoni et al, 2003).
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Figura 4. Sistema Flexercell Tension Plus que controla o estiramento mecéanico.

Tensdo biaxial ] [ Células aderidas}

Membrana de silicone ] \ /
k1 >

Forgavacuo

| Forgavacuo

[ Base Flexercel J

Figura 5. Esquema de aplicag&o de forca de tensao em cultura de células no
equipamento Flexercell Tension Plus.

3.6. Preparacao dos extratos totais

No fim de cada periodo de estiramento, as células foram homogeneizadas
imediatamente em tampao de extracao (100mM Tris-HCI pH 7.4, 10mM EDTA,

10mM ortovanadato de sodio, 2mM PMSF, 10% Triton-X 100) a 4°C e
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submetidas a varias aspiracées com seringa de insulina. Ap6s 40 minutos de
incubagé@o no gelo, os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20
minutos para a remocao do material insoluvel e o sobrenadante utilizado para a
analise. A determinacao do conteudo de proteinas totais do sobrenadante foi

feita pelo método de Lowry utilizando comprimento de onda de 660 nm.

3.7. Analise das proteinas por immunoblotting

Apbs quantificacao das proteinas, as amostras foram acrescidas de tampao
de Laemmli (0,0625M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 5% B-mercaptoetanol; 10%
glicerol e 0,01% bromofenol) e aquecidas a 100°C por 5 minutos. As amostras
de proteinas normalizadas contidas no sobrenadante foram submetidas a gel de
SDS-poliacrilamida 10% em tamp&o de corrida (4x: 200mM Tris-HCI; 7,18mM
EDTA; 0,4% SDS; 1,52M glicina) em aparelho de eletroforese miniaturado da
Bio-Rad (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). A
eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90
minutos a 120 V (constante) utilizando um tampao de transferéncia (25mM Tris-
HCI; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM glicina) em aparelho de transferéncia
miniaturado da Bio-Rad. As membranas foram incubadas por quatro horas, a
temperatura ambiente, em solucdo basal de bloqueio (10mM Trisma base;
150mM NaCl; 0,02% Tween 20) contendo 5% leite em p6 desnatado para
minimizar as ligacoes inespecificas dos anticorpos e depois lavadas trés vezes
por 7 minutos em solucdo basal. Em seguida, para a imunomarcacao, as

membranas foram incubadas com anticorpos primarios (FAK, fosfo-FAK,
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VCAM-1, E-Selectina, TLR-2, TLR-4, MMP-2, MMP-9, ERK, GADPH) em
tampao de anticorpo (3% leite em p6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NacCl;
0,02% Tween 20), overnight a 4°C. Para a imunodeteccdo, as membranas
foram incubadas com anticorpos especificos conjugados a peroxidase em
tampao de anticorpo durante duas horas, a temperatura ambiente. Em seguida,
elas foram lavadas trés vezes com solugdo basal e incubas por 5 minutos com
o kit de deteccao SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate. As
bandas foram detectadas por auto-radiografia usando filmes Kodak XAR
(Eastman Kodak, Rochester, NY, EUA) com intensificadores Kodak Lanex
(Eastman Kodak, Rochester, NY, EUA) (figura 6). A intensidade das mesmas foi
quantificada por densitometria éptica, utilizando um scanner (HP3400) e o
programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MA, EUA) (Nadruz et al,

2005).

mositras

$eparacao das Proteinas

Tampdo de Transferéncia
(proteinas - membrana nitrocelulose)

"l

AE

Autoradiografia

Figura 6. Técnica de Imunoblotting.
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3.8. Transfeccao do oligodeoxinucleotideo nas RAEC

Para avaliar a inibicdo da FAK nas células endoteliais de aorta de coelho,
uma sequéncia antisense e sense (controle) especifica (descrita em materiais e
métodos) foram sintetizadas pela Integrated DNA Technologies - IDT que
corresponde ao gene (ENSOCUG00000003282) da FAK em coelhos (Oryctolagus
cuniculus). Esta sequéncia foi construida com base nos dados obtidos do
Ensemble Genome Browser.

Essa técnica tem como base a transfec¢cdo de pequenas sequéncias de
oligodeoxinucleotideos (ODNs) complementares ao RNA mensageiro que vai
codificar a proteina de estudo: FAK. Esses ODNs quando se ligam ao RNA
mensageiro especifico, inibem a sua tradugcdo e consequentemente bloqueiam
sintese da proteina (figura 7). As células foram plaqueadas sobre a superficie da
placa Bioflex (1 x 10° células/mL) com meio de cultura F-12 contendo 10% de soro
bovino fetal e 1% de antibidtico e apds a confluéncia, as células foram lavadas
com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio F-12 puro e transfectadas.
Em paralelo, os complexos do antisense e sense da FAK foram preparados com
2ulL/mL de lipofectamina e completados para 50uL de meio OptiMen. Em seguida
deu-se uma incubacao de 45 minutos para a formacao dos complexos. Apds a
incubacéao, adicionaram-se 100uL da solucdo de transfeccdo em cada poco da
placa, diretamente sobre as células, e a transfec¢ao prosseguiu por 18 horas, em
estufa contendo 5% de CO, a 37°C. Apés o periodo de transfecgcdo, as placas

foram estiradas (15 %) com uma freqiiéncia de 1 Hertz (0,5% de contracao/ 0,5%
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de relaxamento) por um periodo de 6 horas. As placas de cultura ndo submetidas

ao estiramento mecanico pulsatil foram utilizadas como controle.

Antisense DNA
oligonucleotide

- mRNA
P

Transcription

DNA

v
Ribosome Amino acids

Figura 7. Esquema representativo de transfeccao de oligodeoxinucleotideos.

3.9. Microscopia de Imunofluorescéncia
3.9.1. Fixacao do material

Para avaliar a localizagao e distribuicdo da FAK nas células RAEC tratadas
ou ndo com os ODNs foi realizada a microscopia de imunofluorescéncia. As
células RAEC aderidas sobre as laminulas contidas nas placas de petri foram
lavadas cuidadosamente com PBS e fixadas com paraformaldeido 4% durante 15

minutos a temperatura ambiente.
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3.9.2. Reacao de Imunofluorescéncia

Apés o periodo de fixacdo, as laminulas foram lavadas trés vezes,
cuidadosamente com PBS a temperatura ambiente. Para o bloqueio das reagbes
inespecificas e permeabilizacdo das células, as laminulas foram incubadas em
solugdo de PBS contendo 3% de BSA e 0,8% de Triton X-100 por 1 hora a
temperatura ambiente. Logo apds a incubagao, as laminulas foram lavadas trés

vezes, por 5 minutos cada, com PBSa temperatura ambiente.

Para a imunomarcagéo, as células foram incubadas com o anticorpo
primario policlonal rabbit anti-FAK (1: 200) em solu¢cdo PBS contendo 1% de BSA,
durante toda a noite a 4°C. Posteriormente, as laminulas foram lavadas trés
vezes, por 5 minutos cada, com PBS a temperatura ambiente e incubadas no
escuro com os anticorpos secundérios alexa verde 488 policlonal anti-rabbit
(1:200) em solugédo PBS contendo 1% de BSA por 2 horas e faloidina (1:40) em
solucao de PBS contendo 1% de BSA por 40 minutos. Por fim, as laminulas foram
lavadas com PBS trés vezes por 5 minutos. As laminas foram montadas
utilizando-se o meio de montagem Vectashield com DAPI. As |laminas foram
observadas no microscépio de imunofluorescéncia (Leica DMI 4000) (Dalla Costa

et al, 2010).

3.10. Ensaio de Adesao Leucocitaria
Para o estudo de adesao leucocitéria, foi utilizada a metodologia descrita
por Carluccio e colaboradores (1999). RAEC foram cultivadas até a confluéncia

nas placas do sistema Bioflex, sendo submetidas a estiramento ciclico por 6 horas
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ou nao, tratadas ou ndo com os ODNSs e o inibidor farmacéutico PP2. Apés este
periodo, 1 x 10° células/mL de suspensdo de células leucémicas monociticas
(THP1) foram adicionados as placas por 30 min a 37°C sob agitagdo constante.
Apos este periodo, o sobrenadante foi recuperado e as células aderidas foram

fixadas com metanol.

3.11. Coloracao das laminulas pela técnica Hematoxilina-Eosina — HE

Apbs o0 ensaio de adesdo e retirada do sobrenadante, as placas contendo
as células foram incubadas com metanol por 1 hora a temperatura ambiente. Em
seguida, o metanol foi descartado e as placas foram lavadas cuidadosamente trés
vezes com agua destilada. Adicionou-se a hematoxilina por 45 segundos seguida
de duas lavagens rapidas com agua destilada e mais uma lavagem de um minuto.
Posteriormente, adicionou-se a eosina por trinta segundos seguidos de trés
lavagens cuidadosas com agua destilada. Enfim, as laminulas foram banhadas
rapidamente nos alcodis 70%, 80%, 90% e 100%. As laminas foram entdo
montadas com a adicdo de uma gota de entellan sobre elas sendo que as
laminulas ficassem com a superficie celular voltada para baixo. Esperar as
laminas secarem para a posterior visualizagdo no Microscopio Leica DMI 4000. O
namero de células aderentes foi determinado pela contagem de 6 campos
diferentes com uma objetiva 203 (0.16 mm?campo). Os campos utilizados para
contagem leucocitéria foram localizados aleatoriamente na regido correspondente

a metade do raio da placa a partir do seu centro.
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3.12. Silenciamento da FAK na aorta de ratos
3.12.1. Sintese do small interference RNA (siRNA)

O siRNA direcionado contra a FAK foi previamente sintetizado pelo
grupo do professor Kleber Franchini (Clemente et al, 2007) do Departamento de
Clinica Médica da FCM-Unicamp e utilizado em nosso experimento. Para a
sintese de siRNA da FAK foi utilizado um molde de DNA correspondente a
posicao 669 no mMRNA do gene da FAK de rato (AF020777), cuja sequéncia é
apresentada em materiais e métodos. Como controle foi utilizado siRNA
sintetizado a partir de uma sequéncia irrelevante (GFP), sem homologia com
genes de ratos. A sintese in vitro do siRNA-FAK e siRNA-GFP foi realizada sob
dominio do promotor da RNA polimerase Ill T7, utilizando o kit Ampliscribe T7 high
yield transcription, de acordo com o protocolo do fabricante. A interferéncia por
RNA (iRNA), implica na introducao de uma fita dupla de RNA na célula e tem sido
utilizada como uma ferramenta altamente eficiente para a determinacéo da funcao
génica. Esta técnica induz a diminuicdo da expressao génica pés-transcricional de
maneira especifica e, em alguns casos, a niveis nao-detectaveis (Tuschl &
Borkhardt, 2002; Dykxhoorn et al, 2003; Pederson, 2004). No iRNA, o alvo é o
RNA mensageiro (RNAm) (figura 8). A fita dupla de RNA (siRNA, small interfering
RNA) introduzida na célula é incorporada em um complexo multiprotéico de
silenciamento induzido por RNA (RISC). O duplex siRNA é desfeito pela acao de
uma helicase, a fita antisense permanece e guia o complexo RISC ao mRNA alvo
de sequéncia complementar. O mRNA é entédo clivado pela agdo da nuclease
Argonaute 2 e rapidamente degradado. Esta degradagao diminui seletivamente a

traducao do gene em proteina (Dykxhoorn et al, 2003).
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Figura 8- Esquema representativo do mecanismo de interferéncia por RNA.

3.12.2. Injecao na veia jugular dos ratos

Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 160 e 200 gramas, provenientes do
Centro de Bioterismo da Unicamp. O siRNA-FAK e o siRNA-GFP (controle)
diluidos em PBS foram injetados através da veia jugular. Para tanto, os animais
foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100mg/kg) e de
xilazina (5mg/kg) via intraperitoneal. Em seguida, a regido do pescoco foi aberta, a
jugular direita dissecada e introduziu-se uma canula de polietileno (PE-10 estirada)
de forma que a solucdo de siRNA (45ug/ 900uL de PBS) foram infundidas
lentamente (40ulL, intervalo de 5 segundos, mais 40uL e assim por diante). Uma
segunda injecao foi realizada com 80uL de PBS para lavagem da canula. Ao final
da injecédo, a canula foi retirada, a jugular ocluida e a regido da ferida cirurgica
fechada. Apds a recuperacdo anestésica, os animais foram devolvidos as suas

gaiolas.
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3.12.3. Coarctacao da aorta

Apos 24 horas da injecdo do siRNA-FAK e siRNA-GFP, os ratos foram
anestesiados por via intraperitoneal com mistura de cetamina (100mg/kg) e de
xilazina (5mg/kg). Em seguida, a cavidade toracica foi aberta no segundo espago
intercostal esquerdo, a croga da aorta foi dissecada e os ratos foram coarctados
com um clamp de prata permanente, selecionado de acordo com o peso do animal
utilizando um calibrador, provocando, portanto, uma constricdo de 40 %. A
cavidade toracica foi fechada e apds a recuperagdo anestésica os ratos foram
acomodados em gaiolas. Os animais controle foram submetidos a cirurgia ficticia
(sham), com abertura da cavidade toracica, porém, sem constricdo da crogca da

aorta.

3.12.4. Medida da pressao arterial

Antes de serem sacrificados, os ratos foram anestesiados e submetidos a
monitorizagdo da presséo arterial e do gradiente trans-constricdo da aorta através
da insercdo de cateteres de polietilieno (PE-50 estirado) nas artérias carétida e
femoral direita, os quais foram acoplados a transdutores de pressdo COBE
(Avarda, EUA). O sinal de pressao arterial foi amplificado por um amplificador
GP4A Stemtech (Stemtech, USA), acoplado a um conversor analdgico-digital,
conectado a um computador contendo o programa WINDAQ-PRO (DATAQ
Instruments, EUA) para a monitoragdo hemodindmica continua e gravagao de
dados (figura 9). Os registros hemodinamicos foram realizados até 2 horas e apés
sete dias de coarctacdo da aorta, sendo os animais, em seguida, submetidos a

extracdo da aorta distal e proximal para posterior analise de proteinas e western
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blotting. A determinacédo do conteudo de proteinas totais do sobrenadante foi feita

pelo método de biureto (540 nm) (Clemente et al, 2007).

Computador
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Figura 9: llustracao do local onde foi realizada a coarctagao da aorta e os
aparelhos utilizados para a obtencéo da pressao arterial dos animais.

3.13. Zimografia

Para avaliar a atividade enzimatica de metaloproteinases (MMP-2 e MMP-
9) nos experimentos in vivo, foram utilizados homogenatos de aorta, conforme
descrito por Dalla Costa et al (2010). A quantificacdo de proteinas foi realizada
pelo método de biureto (540 nm). A amostra foi colocada em tampao de amostra
(2% de SDS, 60mM de Tris pH 6.8, 30% de glicerol e 0,01% de bromofenol). As
amostras (20ug) foram aplicadas em gel 10% de poliacrilamida e 0,1% de gelatina.
Apés a corrida de eletroforese (20mA), o gel foi lavado com tampao de 10mM de
Tris (pH 8.0) incluindo 2,5% de Triton X-100 para a remocdo de SDS e a
renaturacao das proteinas. Em seguida, o gel foi incubado a temperatura ambiente

durante 15 minutos em solugao reveladora do gel (50mM de Tris pH 8.8, 5mM de
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CaCly,, 0,02% de NaNs3;) e Triton X-100 e depois a 37°C por 20 horas. Apés todo o
periodo de incubagéo, o gel foi corado com Comassie Brilliant Blue R-250 por 8
horas e descorado numa solugdo contendo 40% de metanol e 10% de acido
aceético glacial por 30 minutos. As metaloproteinases ativas foram identificadas

com bandas claras de lise (negativas) em fundo azul.

3.14. Analise de RT-PCR
3.14.1. Extracao do RNA

As aortas dos ratos extraidas e congeladas foram pulverizadas em
nitrogénio liquido. O tecido pulverizado foi colocado em eppendorf contendo 1mL
de trizol para a extragdo do RNA celular total. As amostras foram levadas ao
vortex e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram
centrifugadas por 10 minutos (12.000g/ 4°C). O sobrenadante foi recuperado e
transferido para outro eppendorf, na qual foi adicionado 200uL de cloroformio. As
amostras foram levadas ao vértex por 15 segundos, incubadas por 3 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas por 15 minutos (12.000g/ 4°C). A fase
aquosa formada foi recuperada e transferida para um novo eppendorf. A
precipitacdo do RNA deu-se com a adigdo de 500uL de &lcool isopropilico,
incubacgéo por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugagdo por 10 minutos
(12.0009/ 4°C). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com etanol
75%. O pellet foi centrifugado por 5 minutos (7500¢g/ 4°C) e o etanol foi retirado
com o auxilio de uma pipeta. A amostra foi secada a temperatura ambiente. Apds
o material estar seco, estes foram eluidos em agua DEPC e aquecidos por 10

minutos a 55°C. O RNA foi dosado em espectrofotometro a 260 nm.
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3.14.2. Avaliacao da integridade do RNA

Apéds a quantificacao, 0,5ug de RNA total foi submetido a eletroforese em
gel desnaturante (1,2% agarose, MOPS, 2,2M formaldeido em agua DEPC). Cada
amostra teve seu volume elevado até 5uL com agua DEPC e foram adicionados
5uL de tampao de corrida MOPS 10X (0,4M acido 3-N-morfolino-propanosulfénico
pH 7; 0,1M acetato de sodio e 0,01M EDTA), 9uL de 12,3M formaldeido, 25uL de
formamida deionizada e 10uL de tampao de aplicacdo (1mM EDTA, 0,25% azul de
bromofenol, 0,25% xilenocianol, 50% glicerol, 0,2ug/mL brometo de etideo). As
amostras foram incubadas a 55°C por 15 minutos e aplicadas no gel. Apds a

corrida (5 V/cm), o gel foi exposto a luz UV e fotografado.

A Figura 10 mostra um gel representativo de bandas de RNA que, quando
integro, apresenta bandas de RNA riboss6mico: 28S (4,7Kb), 18S (1,9Kb) e 4-5S

(0,1-0,15Kb).
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Figura 10- Gel desnaturante representativo da integridade de RNA total.
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3.14.3- Sintese de cDNA
Para a sintese de cDNA foram adicionados:
- 1uL de oligo dT
- 2ug de RNA
- 4gua DEPC para 12uL
As amostras foram aquecidas por 10 minutos a 70°C e colocadas

rapidamente no gelo. Em seguida, foram adicionados:

4uL 5x first strand buffer

2ul DTT 0,1M

1uL dNTP mix 10Mm

1uL Superscript Il

As amostras de RNA totais foram transcritos inversamente a 42°C durante 1
h.
3.14.4- PCR em tempo real

A expressao génica da FAK foi analisada em cDNA de aorta de ratos por
PCR em tempo real com o sistema Syber Green. Para cada conjunto de primers
especificos utilizado, foi feita uma curva de eficiéncia do primer variando-se a

concentragdo do mesmo.
Para as reac6es de PCR foram adicionados:

e 3uL de cDNA (30ng)
e 3plL de primers (F+R) 400nM

e 6puL de SYBR Green qPCR Master Mix
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As reacOes foram feitas no Mx3000TM Comparative Quantitative PCR
System (Stratagene). Os parametros para a reagao de PCR utilizados foram: 95°C
por 10 minutos e depois 30 ciclos de 95°C (30 segundos), 55°C (45 segundos) e
72°C (30 segundos), seguido por uma curva de desnaturagdo. Todas as reacdes
foram realizadas em ftriplicata e com normalizacdo pelo fluoréforo de referéncia
ROX. O valor médio de threshold foi usado para analise. Os valores de threshold

foram normalizados pelo nivel de expressao de GAPDH.

Os oligonucleotideos da FAK e do GAPDH utilizados para o RT-PCR estéo

descritos em materiais e métodos.

3.15. Metodologia do ensaio de adesao ex vivo

Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 180 e 210 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp. Os animais foram
anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100mg/kg) e de xilazina
(5mg/kg) via intraperitoneal. Em seguida, a regido do pescoco foi aberta e a aorta
extraida. Fragmentos da aorta (0,5cm) foram removidos e seccionados no sentido
longitudinal. A aorta foi lavada trés vezes com PBS 1X contendo 1% de penicilina
pra evitar contaminacdo. Em seguida, os fragmentos da aorta com a camada
adventicia para baixo foram colocados em uma placa de petri tratada com 0,1% de
gelatina para a sua ades&o. Aproximadamente 1mL de meio DMEM contendo 10%
de soro bovino fetal e 1% de penicilina foi acrescentado em cima dos fragmentos
da aorta. Logo ap6s a adesao do tecido, foram adicionadas 1 x 10° células/mL de

suspensao de células THP1 tratadas previamente com fluoréforo e apds 30
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minutos, as células foram lavadas cuidadosamente trés vezes com PBS e
visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia Leica FLU 4000 V 1.2.1.

As células THP1 foram previamente tratadas com um kit proprio para
marcacao de nucleo e nucléolos, o Nuclear Detection Kit- Enzo Life Sciences,
(conforme instrugbes do fabricante). As THP1 foram centrifugadas por 5 minutos,
400g e a temperatura ambiente para obter o pellet. Cuidadosamente, o
sobrenadante foi removido com o auxilio de uma pipeta e em seguida, foi
adicionado um volume do kit de deteccéo suficiente para cobrir o pellet celular. O
pellet foi protegido da luz e incubado por 30 minutos a 37°C. Apéds a incubacgao, as
células foram lavadas com 100uL de tampado 1X. O excesso de tampéao foi
removido e as células foram ressuspendidas em 100uL de tampao 1X. As células
THP1 foram, portanto, adicionadas sobre as aortas de rato e visualizadas no

microscépio de imunofluorescéncia Leica FLU 4000 V 1.2.1.

3.16. Analise Estatistica

Os dados estao representados como a média + erro padrdo dos valores.
As diferengas entre as médias dos valores foram testadas pela analise de
variancia de 1 via e pelo teste de Bonferroni. A diferenga foi considerada

significativa quando p <0,05.
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4. Capitulo 1
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ABSTRACT

Objective: The mechanisms by which mechanical stretch stimulates
atherosclerosis remain poorly understood. In this study, we investigated whether
Focal Adhesion Kinase (FAK) plays a role in the pro-atherogenic response to
mechanical stretch in vascular cells in vitro and in vivo.

Methods and Results: Cyclic stretch (biaxial, 1 Hz) induced FAK phosphorylation
at Tyr397, stimulated the expression of E-selectin, vascular adhesion molecule-1
and toll-like receptors in rabbit aortic endothelial cells (RAECs) and enhanced
monocyte adhesion to endothelial cells. These events were inhibited by disrupting
FAK signaling with FAK antisense transfection or treatment with FAK/Src inhibitor
PP2. Studies in rats subjected to aortic constriction demonstrated that pressure
overload increased the expression of adhesion molecules, toll-like receptors and
metalloproteinases in aortic extracts. Likewise, increased monocyte adhesion to
the endothelial layer was observed in overloaded aortic segments. Finally, aortic
FAK silencing obtained by specific small interfering RNA markedly attenuated the
rise in adhesion molecules, toll-like receptors and metalloproteinases and the
increase in monocyte adhesion to endothelial layer induced by pressure overload.
Conclusions: The present data indicate that FAK plays an important role in

mediating the pro-atherogenic response of vascular cells to mechanical stretch.

Keywords: Focal Adhesion Kinase, atherosclerosis, stretch, adhesion molecules,

metalloproteinase.
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INTRODUCTION

Mechanical or hemodynamic forces associated with blood flow play a pivotal
role in the initiation and progression of atherosclerosis (1, 2). One such force is
cyclic circumferential stretch caused by a transmural force acting perpendicularly to
the vessel wall, which is assigned to play a major role in hypertension-induced
atherosclerosis (2, 3). However, the processes by which mechanical stretch is
transduced to biochemical signals and subsequently translated into changes in
vascular cells phenotype remain elusive.

In the early phases of atherosclerotic plaque development, activated
endothelial cells express elevated amounts of adhesion molecules such as
selectins and intracellular and vascular (VCAM-1) adhesion molecules at their
surface (4). Conversely, toll-like receptors (TLRs) and metalloproteinases (MMPs)
are also expressed in excess by activated vascular cells (5, 6, 7). These conditions
favor the recruitment and the accumulation of monocytes and lymphocytes in the
intima of vessels and the progression of atherosclerotic plaque.

New understanding of signaling molecules associated with the various
constitutive elements of cytoskeletal proteins are beginning to elucidate the
mechanisms of mechano-sensing and mechano-transduction in vascular cells.
Among the candidate molecules, much attention has been given to Focal Adhesion
Kinase (FAK), a tyrosine kinase which is rapidly activated in vascular cells by
mechanical stretch (8, 9) and is essential to angiogenesis and endothelial barrier
function (10). However, a clear demonstration that FAK plays a role in the control

of pro-atherogenic response to mechanical stimuli in vascular cells is still lacking.
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In the present study, we investigated whether disruption of FAK signaling
influences the expression of adhesion molecules, TLRs and MMPs as well as the
adhesion of monocytes to endothelial cells in vascular cells subjected to

mechanical stretch in vitro and in vivo.

Methods:

A full description of the methods can be found in the supplemental materials

In Vitro Cyclic Stretch on Cultured Rabbit Aortic Endothelial cells (RAECs)

RAECs (11) were plated in type | collagen Bioflex plates (Flexcell International
Corp) using F12 enriched medium with 10% of fetal bovine serum and 0.5%
penicillin/streptomycin. Cells were stretched in a Flexercell FX-3000 strain unit to
115% of resting length at a frequency of 1 Hz for variables periods.

FAK-Antisense oligodeoxynucleotide (ODN) transfection

This procedure was performed as previously described with minor modifications
(12, 13). FAK-antisense ODN was a 16-mer (5-ACTTCTCCCTCACGCT-3)
directed against rabbit (Oryctolagus cuniculus) FAK mRNA (gene ID:
ENSOCUGO00000003282). FAK sense ODN (5-AGCGTGAGGGAGAAGT-3") was
used as control. All bases were obtained from Life Technologies and were
phosphorothioate-protected. ODNs (1 umol/L) were transfected into RAECs by

using Lipofectamine. Twenty-four hours later, cells underwent cyclic stretch.

FAK/Src pharmacological inhibition
Thirty minutes before stretching, cells were treated with the FAK/Src inhibitor PP2

(1 umol/L) (13), which was purchased from Calbiochem.
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In vitro Leukocyte Adhesion test

A suspension (1 mL - 1x10° cells/mL) of THP1 monocytoides cells (American Type
Culture Collection) was added to cultured RAECs for 30 min at 37°C swirling
constant and nonadherent cells were removed by aspiration. The plates were
stained with Haematoxylin-Eosin and THP1 cells were counted by using a Leica
DM4000 microscope. The results were normalized to percentage of control values
and data were expressed as mean+SEM.

Western Blot

Western blot analysis was performed as previously described (12). Primary
antibodies against FAK, phospho-FAK Tyr397, VCAM-1, E-Selectin, TLR-2, TLR-4,

ERK1/2, MMP-2, MMP-9 and GADPH (Santa Cruz Biotechnology) were used.

Immunofluorescence Analysis

This procedure was performed as previously described (14). RAECs were fixed
with 4% paraformaldehyde and incubated with anti-FAK antibody (Santa Cruz
Biotechnology). FITC (Cy2)-conjugated secondary antibodies and phalloidin-
rhodamine were used to visualize the specific proteins and DAPI stained cells
nuclei. Cells were then viewed using an immunofluorescence microscope (Leica
FW 4000 V1.2.1).

Transverse aortic constriction model

Male Wistar rats (160 to 200 g) were handled in compliance with the principles of
laboratory animal care formulated by the Animal Care and Use Committee of the
State University of Campinas. Procedures such as vascular catheterization and

aortic banding were performed under anesthesia with a mixture of ketamine
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(100mg/kg) and xylazine (5mg/kg). Pressure overload was obtained by aortic
constriction promoted by the placement of a silver clip placed around the
transverse thoracic aorta (15). Sham operated animals underwent an identical
procedure except for placement of the clip. Blood pressure was simultaneously
recorded in the carotid and femoral arteries to determine the transconstriction
systolic gradient after selected periods.

RNA interference design and synthesis

The small interference RNA targeted to rat FAK (siFAK) gene (NM_013081.1) and
the control sequence siGFP were synthesized as previously described (16). DNA
oligonucleotides (Integrated DNA Technologies) were as follows: (1) T7: 5’-
GGTAATACGACTCACTATAG-3'. (2): FAK sense (AB030035): 5'-
GCGAAATCCATAGCAGGCCACTATAGTGAGTCGTATTACC-3'. (3) FAK
antisense 5-ACGTGGCCTGCTATGGATTTCTATAGTGAGTCGTATTACC-3'. (4)
GFP sense: 5-GTGTCTTGTAGTTCCCGTCTATAGTGAGTCGTATTACC-3'. (5)
GFP antisense: 5-ATGACGGGAACTACAAACACCTATAGTGAGTCGTATTACC-
3.

In vivo FAK knockdown

A catheter was positioned in the right jugular vein and siFAK (45 ug) or siGFP (45
Mg) was injected in bolus (16). After 24 hours of siFAK or siGFP injection, rats
underwent aortic constriction. Seven days after the surgery, aortic segments were
extracted for analyses.

RT-PCR analysis
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Transcript levels of FAK and GADPH in rat aortic extracts were quantified by real-
time reverse transcription-PCR as described (14). All primer sequences are
provided in Online supplemental data.

Ex- vivo leukocyte adhesion test

Fragments of rat ascending aorta were placed with adventitious layer down in a
Petri dish treated with 0.1% of gelatine. A suspension (1 x 10° cells/mL) of THP1
cells treated with Nucleolar/Nuclear Detection Kit (Enzo Life Sciences) was added
on the aortic tissue for 30 min and nonadherent cells were removed by aspiration.
THP1 cells were counted by using a immunofluorescence microscope (Leica FW
4000 V1.2.1).

Zymography

Gelatin zymography for assaying MMP-2 and MMP-9 activity was carried out as
described previously (14). Briefly, aliquots (10 mg of total protein per sample) of
aorta homogenates were electrophoresed on a 10% polyacrylamide gel containing
2 mg/mL gelatin. Gels were stained in 0.5% Coomassie blue R-250 and destained
for 1 h in 40%methanol:10% acetic acid. The zymograms were digitalized and

MMP proteolytic activity was determined by densitometry.

Statistical Analysis
All data are expressed as means + SEM (standard error of the mean).
Statistical comparisons were performed with one-way ANOVA, followed by

Bonferroni’s test. A statistical significance was accepted at P<0.05.
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Results
Cyclic stretch activates FAK in RAECs

As an initial approach, we examined the effects of cyclic stretch on FAK
phosphorylation at Tyr397 in RAECs. Similar increases (approximately two-fold) in
FAK phosphorylation were seen in cells stretched by 5-20% of the initial length
(Figure 1A). Increased FAK phosphorylation at Tyr397 was detected from 10 to
120 min (Figure 1B). Conversely, FAK protein expression did not significantly

change in stretched RAECs (Figures 1A and B).

FAK is critical to stretch-induced expression of endothelial pro-atherogenic
proteins and monocyte adhesion to RAECs

In order to evaluate the role of FAK in stretch-induced endothelial cell
activation, RAECs were transfected with FAK-antisense ODN or pretreated with the
FAK/Src inhibitor PP2. The effectiveness of FAK-antisense ODN to reduce FAK
protein expression was demonstrated by immunoblotting and immunofluorescence
analysis (Figures 2A and 2B). Antisense ODN transfection reduced FAK protein
expression by ~75% (Figure 2A), an effect confirmed by immunohistochemical
analysis (Figure 2B). The specificity of this procedure was indicated by the fact that
GADPH and ERK1/2 expression remained unaltered in cells transfected with FAK
antisense ODN and by the observation that sense ODN transfection produced no
changes on FAK, GADPH or ERK1/2 expression and on stretch-induced FAK
activation in RAECs (Figure 2A). Moreover, the lack of change in the morphology
of antisense ODN-transfected RAECs supports the notion that this procedure

induced no deleterious effect in these cells (Figure 2B). Conversely, PP2 treatment
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inhibited stretch-induced FAK phosphorylation, without changing FAK protein
expression (Figure 2A).

The next step was to assess the impact of FAK inhibition on the expression
of pro-inflammatory molecules in endothelial cells subjected to mechanical stress
(Figures 3A and 3B). Cyclic stretch significantly increased VCAM-1, E-selectin,
TLR-2 and TLR-4 protein levels in RAECs. However, such increases were
abrogated by pretreatment with PP2 and transfection with FAK-antisense ODN, but
not with FAK-sense ODN.

Given that FAK inhibited the stretch-induced expression of adhesion
molecules, we then investigated whether this protein could modulate leukocyte
adhesion to endothelial cells in vitro (Figure 3C). For this purpose, monocytoid
THP1 cells were incubated over strecthed and non-strecthed RAECs for 30 min
and adherent monocytes were counted afterwards. Cyclic stretch induced a 2.5-
fold increase in the number of adherent THP1 cells to RAECs. Similar results were
obtained when strecthed RAECs were pretreated with FAK-sense ODN. On the
other hand, treatment with PP2 or transfection with FAK-antisense ODN
significantly attenuated stretch-induced monocyte adhesion to endothelial cells

(Figure 3C).

Pressure overload activates FAK and induces the expression of pro-
atherogenic proteins in rat aorta

Figure 4A summarizes the effect of aortic constriction on systolic blood
pressure measured in the ascending and abdominal aorta of anesthetized rats.

Systolic blood pressure measured in the ascending aorta increased by =45 mmHg
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in the period ranging from 10 min to 7 days after aortic constriction. Systolic
pressures measured in the abdominal aorta were similar in aorta-constricted and in
sham-operated rats.

In order to evaluate the impact of acute pressure overload on FAK
activation, we analyzed FAK phosphorylation at Tyr897 and FAK protein
expression in ascending aortic segments from rats that underwent transverse
aortic constriction from 10 to 120 min. Increased FAK phosphorylation at Tyr397
was detected in all periods of pressure overload, while no changes in FAK protein
expression were observed (Figure 4B).

The next step was to evaluate whether chronic pressure overload altered
the expression of adhesion molecules and TLRs in rat aorta. For this purpose, rats
underwent aortic constriction for 7 days. Pressure overload induced increases in
the expression of VCAM-1, E-selectin, TLR-2 and TLR-4 in ascending aortic
segments, whereas no differences in proteins expression in distal aorta were

detected between aorta-constricted and sham-operated rats (Figure 4C).

Silencing of aortic FAK inhibits pro-atherogenic response induced by
pressure overload in rats

To assess the functional importance of FAK to vascular activation induced
by pressure overload, aortic cells were depleted of FAK with specific small
interference RNA. For this purpose, siFAK or siGFP were injected on the day
before sham operation or aortic banding and ascending aortic samples were
extracted seven days after the surgical procedure. Transfection of siFAK reduced

FAK protein (Figure 5A) and mRNA (Figure 5B) expressions in ascending aortic
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segments by ~60%, in comparison to aortic samples not transfected with small
interference RNA or siGFP (Figures 5A and B). The specificity of the small
interference RNA targeted to FAK was further confirmed by the lack of change in
GADPH and ERK1/2 protein expression (Figure 5A). In addition, siFAK transfection
did not alter blood pressure levels in comparison to siGFP transfected rats (Figure
5C).

Western blot analysis showed that 7 days of pressure overload significantly
enhanced the expression of VCAM-1, E-selectin, TLR2 and TLR4 in aortic extracts
from siGFP-transfected rats (Figura 6A). Conversely, these increases induced by
hemodynamic overload were markedly attenuated in rats transfected with siFAK.
Likewise, results of ex-vivo adhesion assays demonstrated a striking decrease in
load-induced adhesion of THP1 monocytes to the endothelial layer of aortic FAK-
depleted cells in comparison to monocyte adhesion to siGFP-transfected aortas
(Figure 6B).

In another set of experiments, we evaluated whether FAK silencing could
modulate aortic MMPs activation induced by pressure overload. Aortic extracts
from siGFP-transfected rats subjected to seven days of pressure overload
exhibited significant increases in MMP-2 and MMP-9 activity (Figure 6C) and
protein expression (Figure 6D) in comparison to aortic homogenates from sham
siGFP-transfected animals. On the other hand, treatment of rats with siFAK
markedly attenuated load-induced enhancement of MMP-2 and MMP-9 activity and

expression (Figures 6C and 6D).

Discussion
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The increase in mechanical stretch is considered a major stimulus by which
hypertension stimulates atherogenesis (2). However, the mechanisms whereby
elevated blood pressure, and thus stretch, translate into a change in vascular cells
phenotype remain elusive. In the present report, we showed that FAK knockdown
in endothelial cells in vitro and in aortic tissue in vivo markedly inhibited the rise in
adhesion molecules and toll-like receptors expression and attenuated the adhesion
of monocytes to endothelial cells induced by stretch. Additionally, we demonstrated
that FAK silencing abrogated the expression of metalloproteinases in aorta
segments subjected to pressure overload. Given that upregulation of pro-
inflammatory molecules and metalloproteinases and enhanced monocyte adhesion
to endothelial cells are features of a pro-atherogenic phenotype (4, 5, 6), these
findings imply that FAK is necessary to the development of early stages of stretch-
induced atherosclerosis. This is in line with data showing that FAK is crucially
involved in the hypertrophic response of cardiac myocytes to stretch (16, 17),
further suggesting that this tyrosine kinase might play a central role in regulating
cardiovascular organ damage related to mechanical overload.

A major finding of this study was that reductions of vascular FAK expression
attenuated the expression of pro-inflammatory molecules and the adhesion of
monocytes to endothelial cells induced by mechanical overload. To test the role of
FAK in vitro, RAECs were transfected with FAK-antisense ODN or treated with the
FAK/Src inhibitor PP2. Noticeably, both strategies inhibited stretch-induced up-
regulation of adhesion molecules, TLRs and THP1 adhesion to endothelial cells,
thus indicating that FAK signaling plays a major role in this regard. Nevertheless,

the phenotype of vascular cells is deeply altered in vitro, such that the responses to

83



mechanical stimuli differ significantly from in vivo conditions, where cells are
exposed to a complex, tensile and 3D matricial environment (18). Therefore, in
order to evaluate the effects of FAK inhibition in vivo, rats were transfected with
small interference RNA directed against FAK. This procedure markedly attenuated
FAK expression in rat aorta and inhibited the vascular expression of adhesion
molecules and TLRs as well as THP-1 adhesion to endothelial cells induced by
pressure overload. However, hemodynamic influences arising in consequence of
FAK silencing in the vessels of the peripheral circulation might arguably contribute
to the attenuation of pro-atherogenic response in banded rats treated with siFAK.
Although we did not evaluate the effects of FAK gene silencing in vascular
resistance in banded rats treated with siFAK, the demonstration here that rats
treated with siFAK or siGFP had comparable transconstriction systolic gradients
and increases in blood pressure in ascending aorta indicates that it is unlikely that
reductions in the vascular resistance and alterations in systemic hemodynamics
contributed substantially to the attenuation of the pro-atherogenic response in rats
treated with siFAK. In this sense, the present findings support the conclusion that
FAK inhibition attenuated the development of pro-atherogenic phenotype by
affecting the responses of vascular cells to mechanical overload.

MMPs are a family of structurally related, zinc-containing enzymes that
degrade the extracellular matrix and play an important role in vascular remodeling
(7). Enhanced MMP-2 ad MMP-9 expression has been detected in the
atherosclerotic plaque and activation of MMPs facilitates atherosclerosis and
plaque destabilization (19, 20). Previous studies have demonstrated that cyclic

stretch stimulates the expression of MMPs in vascular cells (21). Similarly, we
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demonstrated here that pressure overload stimulated the expression and activity of
MMP-2 and MMP-9 in rat aorta. On the other hand, we provided novel evidence
showing that FAK silencing is critical to stretch-induced up-regulation of MMPs in
vascular cells in vivo. To our knowledge this is the first evidence linking FAK to
activation of MMPs induced by mechanical overload in vascular cells. Interestingly,
these results accord with recent data showing that FAK signaling plays a major role
in MMPs expression and activation in endothelial cells treated with angiotensin |l
and extracellular matrix proteins (22, 23), thus supporting the notion that FAK
might be an important upstream regulator of MMPs in vascular cells subjected to
pro-atherogenic stimuli.

Cyclic stretch was shown to induce rapid phosphorylation of FAK Tyr397
that was sustained over a period of a few hours in endothelial cells, as previously
reported for cardiac myocytes and cardiac fibroblasts (13, 14). Likewise, pressure
overload induced an early phosphorylation of FAK Tyr397 in rat aorta. A current
model implies clustering and binding of integrins to ECM proteins and a complex
spatial relocation to focal adhesion sites in FAK activation induced by mechanical
stress (24). In this context, integrin clustering results in FAK autophosphorylation at
Tyr-397, promotes Src family protein-tyrosine kinase binding to the phosphorylated
FAK Tyr-397 site, thus facilitating the formation of the FAK-Src signaling complex
that results in the activation of various signaling pathways (25). Although the
intermediate signaling pathways linking FAK to the expression of pro-atherogenic
proteins were not explored in the present study, some downstream FAK effectors
could explain, in part, its influence on such proteins. For instance, FAK activation

has been shown to promote efficient and robust stimulation of MAP kinases
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pathways, Protein Kinase C and NF-kappa beta (26, 27). Accordingly, data from
other sources have shown that such signaling proteins or transcription factors are
activated and play a role in the expression of pro-atherogenic genes induced by
mechanical stretch in vascular cells. In this regard, NF-kappa beta activation was
required to adhesion molecules expression (18, 28), while MAP kinases and
Protein Kinase C were necessary to MMP upregulation (29, 30, 31). However,
further studies are necessary to elucidate the signaling pathways whereby FAK
regulates the expression of stretch-induced pro-atherogenic molecules in vascular
cells.

In the present report, we demonstrated that cyclic stretch stimulated the
expression of pro-atherogenic proteins in endothelial cells in vitro, thus confirming
data from other groups (32, 33, 34). In addition, rat aortic segments subjected to
seven days of pressure overload also exhibited increased expression of adhesion
molecules and TLRs, which reproduced the results of the in vitro studies.
Nevertheless, it can be argued that systemic changes in the activity of
neurohormonal systems (eg, renin—angiotensin system) induced by aortic banding
might have also contributed to increase the expression of these pro-inflammatory
proteins in rat aorta. In order to address this issue, we analyzed aortic rings
extracted from regions proximal and distal to the constriction, which were exposed
to higher and lower blood pressure levels, respectively. Noticeably, increased
expression of VCAM-1, E-Selectin and TLRs were solely detected in aortic
segments proximal to the constriction. These results agree with data from Wang et
al, which demonstrated that upregulation of intracellular adhesion molecule-1 and

P-selectin requires high blood pressure but not circulating renin-angiotensin
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system in a rat model of aortic constriction (35). Similarly, in a rabbit model of
experimental atherosclerosis with aortic stenosis, monocyte adhesion and
expression of VCAM-1 were more prevalent in the proximal aorta, where pressure
is elevated than the normotensive distal aorta (36). Overall, these data support the
conclusion that mechanical stretch per se rather than humoral factors is
responsible for the development of an aortic pro-atherogenic phenotype in
pressure overload models induced by aortic banding.

In conclusion, this study showed that cyclic stretch and pressure overload
induced the activation of a pro-atherogenic phenotype in vascular cells through the
mediation of FAK. These findings may expand the knowledge regarding the
mechanisms whereby elevated blood pressure stimulates vascular remodeling and

atherosclerosis.
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Figure 1. Stretch-induced FAK activation. A, RAECs were stretched (5% to 20%)
for 30 min and cell extracts blotted with antibodies against FAK or phospho-
Tyr397-FAK (p-FAK™™%). Graphic shows densitometric analysis (n=5) of p-
FAK/FAK ratio in stretched cells compared to control (C, non-stretched) values. B,
RAECs were stretched at 15% for periods ranging from 10 to 120 min (n=5).

*P<0.05 compared with non-stretched cells.
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Figure 2. Effect of FAK ODNs and PP2 on RAECs. A, Representative blots (n=5)
from extracts of RAECs transfected or not with FAK antisense and sense ODNs or
treated with PP2 performed with anti-FAK,-phospho-Tyr397-FAK, -ERK1/2 and -
GADPH antibodies and average values of densitometric readings of FAK and p-
FAK/FAK ratio. No significant change on ERK1/2 and GADPH expression was
detected. C, non-stretched and ST, 30-min-stretched cells. NT, not transfected with
ODNs and not treated with PP2. A.U., arbitrary units. *P <0.05 compared to non-
stretched cells. #P <0.05 compared to NT, PP2-treated and sense-transfected
cells. B, Immunofluorescence analysis of control (non-transfected with ODNSs),
sense and antisense-transfected RAECs labeled with anti-FAK antibody, phalloidin

and DAPI.
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Figure 3. Effect of FAK inhibition on stretch-induced pro-atherogenic response in
RAECs. Representative blots and average values of densitometric readings (n =5)
of: A, E-selectin and VCAM-1; B, TLR-2 and TLR-4 from RAECs extracts. A.U.,
arbitrary units. C, THP1 monocytic cell adhesion (n=5) to RAECs was determined
as described in Methods. C, non-stretched and ST, 6-h-stretched cells. NT, not
transfected with ODNs and not treated with PP2.*P <0.05 compared to non-

stretched cells. #P <0.05 compared to NT and sense-transfected cells.
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Figure 4. Effect of pressure overload on FAK activation and pro-atherogenic
proteins expression in rat aorta. A, Systolic blood pressure measured proximally
and distally to aortic constriction (n=6) along the experimental period. BP, blood
pressure. *P<0.05 compared to sham-operated animals. B, Ascending aortic
extracts were blotted with antibodies against FAK or phospho-Tyr397-FAK (p-
FAK™"%). Graphic shows densitometric analysis (n=6) of the percent changes in

the p-FAK/FAK ratio. AoC, aortic constriction. A.U., arbitrary units. *P<0.05
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compared to sham-operated animals. C, Aortic segments proximal (Prox-Ao) and
distal (Dist-Ao) to the constriction were blotted with antibodies against E-selectin,
VCAM-1, TLR-2, and TLR-4 after 7 days of pressure overload (n=6). A.U., arbitrary

units. *P<0.05 compared to sham-operated animals.
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Figure 5. Effect of small interference RNA on aortic FAK expression and on blood
pressure levels in rats. A, Ascending aortic extracts were blotted with anti-FAK, -
ERK1/2 and -GADPH antibodies. Graphic shows densitometric analysis (n=6) of
FAK expression. AoC, 7-day-aorta-constricted rats. A.U., arbitrary units. *P<0.05
compared to NT (non-transfected) and siGFP transfected rats. B, FAK/GADPH
mMRNA ratio in ascending aortic extracts evaluated by RT-PCR. AoC, 7-day-aorta-
constricted rats. A.U., arbitrary units. *P<0.05 compared to siGFP transfected rats.
C, Systolic blood pressure measured proximally and distally to aortic constriction
(n=6) along the experimental period. BP, blood pressure. AoC, 7-day-aorta-

constricted rats.
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Figure 6. Effect of FAK silencing on pro-atherogenic response to pressure
overload. A, Ascending aortic extracts were blotted with anti-E-selectin, -VCAM-1, -
TLR-2 and -TLR-4 antibodies (n=6). A.U., arbitrary units. B, THP1 monocytic cell
adhesion (n=4) to RAECs was determined as described in Methods. Ascending
aortic extracts were analyzed by: C, zymography in order to evaluate MMP-2 and

MMP-9 activity (n=4) and D, western blot with anti-MMP-2 and -MMP-9 antibodies



(n=6). AoC, 7-day-aorta-constricted rats. *P<0.05 compared to sham-operated

animals. #P <0.05 compared to aorta-constricted rats transfected with siGFP.
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No estudo apresentado nés realizamos experimentos para determinar se a
FAK possui influéncia sobre a expressao de moléculas pré-aterogénicas em
linhagem de célula endotelial in vitro submetida a estiramento mecénico pulsatil e
em aorta de ratos in vivo submetidos a sobrecarga pressérica e qual o impacto
sobre a adesividade leucocitaria nestes modelos experimentais. Para tanto,
demonstramos in vitro que, células RAEC submetidas ao estiramento ciclico
apresentam ativacdo precoce da FAK e aumento da expressdo de moléculas
inflamatorias (TLR2 e TLR4) e de moléculas de adesao (VCAM e E-selectina),
permitindo uma maior adesividade de células monocitéides sobre RAECs. A
inibicado da FAK endotelial com o inibidor farmacolégico PP2 e com o ODN-
antisense diminuiu a expressao de moléculas prd-aterogénicas e a adesdo de
células monocitoides sobre as células endoteliais induzidas por estiramento
ciclico. Nos nossos estudos in vivo, observamos que o tratamento com siRNA-
FAK foi capaz de reduzir significativamente a expressdo da FAK e das moléculas
pré-aterogénicas nas aortas de ratos submetidos a sobrecarga pressorica, além
de inibir a adesividade leucocitaria de THP1 sobre as células endoteliais ex vivo.

A FAK é uma molécula que oferece uma percepcdo dos mecanismos
moleculares que controlam processos celulares envolvidos no desenvolvimento e
funcionamento do sistema cardiovascular (Vadali et al, 2007). Os nossos
resultados demonstraram aumento da ativagcdo da FAK quando as células
endoteliais foram submetidas ao estiramento mecanico. A ativagdo da FAK pode
ser inferida por sua fosforilagdo no residuo de tirosina 397. Estes dados estédo de
acordo com os estudos de Vadali e colaboradores (2007), os quais observaram o
aumento da fosforilacdo da FAK no residuo Tyr 397 em células endoteliais
submetidas ao estiramento mecéanico ciclico. Por outro lado, nossos dados
também corroboram com aqueles obtidos por Torsoni e colaboradores (2003), os
quais mostraram a ativacdo da FAK em cultura primaria de cardiomiécitos

submetida a estresse mecanico.
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Os nossos resultados com o inibidor farmacol6gico PP2 sobre a ativacao da
FAK demonstraram uma inibicdo dessa molécula sobre a ativacao da FAK quando
as células estiradas foram tratadas com PP2. Esse resultado reproduz estudo
realizados por nosso grupo em cardiomidocitos (Torsoni et al, 2003; Nadruz et al,
2005). Isso provavelmente aconteceu porque a ativacdo da FAK é dependente de
uma atividade reciproca catalitica entre a FAK e a familia da Src quinase. A
autofosforilagdo do residuo de tirosina quinase 397 cria uma ligagcdo de alta
afinidade com o dominio SH2 da Src. Consequentemente o tratamento com um
inibidor especifico da familia da Src inibe a fosforilagdo do residuo de tirosina 397
e a ativacdo da FAK (Torsoni et al, 2003). Com o intuito de desenvolver uma
estratégia que permitisse a inibicdo seletiva da expressdo da FAK nas RAEC,
decidimos realizar a transfeccdo de olideoxigonucleotideos antisense (ODN-
Antisense) especificamente desenhados para inibir a FAK expressa em células de
coelho. Essa metodologia vem sendo utilizada por muitos autores para investigar o
papel da FAK nas diversas vias de sinalizacéo celular (Mehta et al, 2002; Torsoni
et al, 2003; Long et al, 2005; Nadruz et al, 2005). Nossos resultados
demonstraram que o tratamento com ODN-Antisense da FAK foi eficaz, ao
promover uma diminuicdo significativa da expressdao da proteina, sem exercer
efeitos inespecificos sobre a expressao de outras proteinas nas células, tais como
ERK1/2 e GAPDH. A microscopia de imunofluorescéncia também revelou que a
integridade geral celular ndo foi afetada com o tratamento do antisense e do sense
da FAK. Todos estes resultados indicam que o antisense foi especifico para a
FAK, diminuindo especificamente a expressdo da proteina, sem alterar a

viabilidade celular.
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Sendo a aterosclerose uma doenca inflamatéria cronica, receptores de
proteinas expressados pelos macrofagos e pelas células endoteliais podem
reconhecer componentes e produtos de microorganismos e atuar como um
importante papel na resposta imune inata (Tobias & Curtiss, 2005). Os nossos
resultados demonstraram um aumento da expressdao dos TLR2 e TLR4 em
resposta ao estimulo mecanico de 6 horas. Estes dados ainda nao foram
previamente descritos na literatura, mas somam-se a estudos anteriores que
mostraram aumento da expressdao de TLR4 por shear stress em células
endoteliais de artérias corondarias humanas no desenvolvimento da leséo
aterosclerotica (Liang et al, 2002). Quando o inibidor da FAK (PP2) e o ODN-
Antisense foram utilizados, a expressédo de TLR2 e TLR4 apresentou-se reduzida,
sugerindo uma possivel participacao da FAK no processo analisado.

Algumas moléculas de adesdao em células endoteliais atuam como
marcadores de ativagdo endotelial. Com isso, o envolvimento de moléculas de
adesao especificas no processo da aterosclerose tem sido investigado. A
aterosclerose como uma doencga inflamatoria estd associada a expressédo de
selectinas, VCAM-1 e ICAM-1, permitindo a infiltracdo de monécitos nas paredes
dos vasos em respostas aos fatores pré-aterogénicos (Wang et al, 2003b). Os
nossos resultados demonstraram um aumento na expressdo de E-selectina e
VCAM-1, os quais corroboram com estudos prévios encontrados na literatura (Huo
& Ley, 2001; Chiu et al, 2004). No entanto, quando as células endoteliais foram
submetidas ao estiramento mecanico, tratadas com PP2 e com o ODN-Antisense,
a expressao dessas moléculas foi inibida, apontando para uma relagao entre a

expressao dessas moléculas nas células endoteliais e a ativagdo da FAK. Apds
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confirmarmos que o ODN-Antisense inibiu eficazmente a expressdo de FAK,
padronizamos em nosso laboratorio ensaios funcionais a fim de verificar a
adesividade leucocitaria de células THP1 sobre as RAEC e avaliar se a FAK é de
fato importante para a ativacdo endotelial mediada por estiramento mecénico.
Diversos estudos ja haviam demonstrado que o estresse mecanico ativa a FAK
em células endoteliais pulmonares e de aorta (Lehoux et al, 2005; Ali et al, 2006;
Lehoux et al, 2006). Nossos dados forneceram novas evidéncias que a
expressao/ativacdo da FAK é crucial para adesédo de células THP1 as RAEC
induzida por estiramento mecanico. Neste contexto, observamos que a pré-
incubagédo das RAEC com PP2 inibiu a adesé&o de THP1 induzida por estiramento
mecanico. Como o PP2 apenas bloqueou a ativacdo da FAK sem alterar a
expressao proteica, estes dados indicam que a fosforilagdo da FAK € um passo
fundamental para este processo. Por outro lado, ao utilizarmos a metodologia de
ODN-Antisense, observamos que a inibicdo da expressao da FAK também foi
capaz de bloquear a adeséo celular de THP1 induzida por estiramento. Estes
dados funcionais indicam fortemente que a FAK é uma proteina que exerce um
papel central na ativacao endotelial induzida por mecanotransducao.

Os dados dos experimentos in vitro fizeram com que investigassemos se a
FAK também poderia ser uma proteina central na mecanotransdugéo vascular in
vivo. Para alcancgar este intuito, sintetizamos uma molécula de RNA interference
(siRNA) que inibisse a expressao de FAK na aorta de ratos. Em nossos
experimentos, ratos Wistar transfectados com siRNA-FAK apresentaram inibigao
da expressao de FAK na aorta dos ratos em cerca de 60% em comparagado com a

expressao na aorta de animais transfectados com siRNA-GFP ou de animais
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controle (ndo transfectados). Nos ensaios, demonstramos que a expressao adrtica
de TLR2, TLR4, E-selectina e VCAM-1 é estimulada apds sobrecarga mecanica
crbnica induzida por coarctacao da aorta. Notadamente, este processo foi inibido
pela transfecgédo dos animais com siRNA-FAK que inibiu a expresséo de FAK.

A técnica de interferéncia por RNA é um processo celular natural que regula
a expressdo do gene por um mecanismo altamente preciso de silenciamento
genético na etapa da tradugcdo através da degradacdo especifica do mRNA ou
pelo bloqueio da tradug¢do. Nos ultimos anos, o uso de siRNA tem proporcionado
um grande avanco na aplicacao terapéutica de diversas doencas (L6pez-Fraga et
al, 2009). Diversos trabalhos mostraram a reducao da expressao da FAK através
da administracdo de iRNA especifico em células tumorais (Duxbury et al, 2003;
Halder et al, 2006; Thamilselvan et al, 2007; Canel et al, 2008) e na hipertrofia
cardiaca em cardiomidécitos (Clemente et al, 2007) indicando a aplicabilidade da
técnica para a reducdo da expressao especifica desta proteina e, portanto, seu
potencial para ser utilizado como ferramenta na avaliagdo da funcdo da FAK na
aterogénese.

Como os nossos ensaios funcionais in vitro forneceram evidéncias de que a
expressdo/ativacdo da FAK é crucial para adeséo de células monocitéides THP1
as RAECs induzidas por estiramento mecénico e, além disto, os dados disponiveis
in vivo indicaram que a FAK, ao inibir a expressdo de moléculas de adeséo, pode
potencialmente modular a adesdo de células inflamatérias ao endotélio adrtico,
nds padronizamos uma técnica experimental que permitisse avaliar a adeséo de
células inflamatérias ex vivo. Conforme apresentado, os resultados de adesao ex

vivo mostraram uma notavel diminuicdo na adesdo das células THP1 sobre a
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camada intima das aortas dos ratos transfectados com o siRNA-FAK quando
comparados com os animais que foram transfectados com a sequéncia controle
(siRNA-GFP).

E possivel especular que as influéncias hemodinamicas resultantes do
silenciamento da FAK nos vasos da circulagdo periférica possam ter contribuido
para a atenuagao da resposta pré-aterogénica em ratos com bandas tratados com
siRNA-FAK. Embora ndo tenhamos avaliado os efeitos do silenciamento da FAK
sobre a resisténcia vascular em ratos coarctados tratados com siRNA-FAK,
nossos dados mostraram que ratos tratados com siRNA-FAK ou siRNA-GFP
tiveram um gradiente comparavel de transconstricdo sistdlica e um aumento
similar da pressao arterial na aorta ascendente, indicando que € improvavel que
reducées na resisténcia vascular e alteragbes hemodinamicas sistémicas
contribuiram substancialmente para a atenuagdo da resposta pro-aterogénica em
ratos tratados com siRNA-FAK. Neste sentido, os atuais resultados permitem
concluir que a inibicado FAK atenuou o desenvolvimento do fenoétipo pré-
aterogénico por afetar as respostas das células vasculares por sobrecarga
mecanica.

Como diversas evidéncias indicam que as metaloproteinases (MMPs)
exercem um papel importante no desenvolvimento da aterosclerose e no
remodelamento vascular (Busti et al, 2010), realizamos ensaios para avaliar a
expressao e a ativacao de MMP2 e MMP9 induzidas por sobrecarga pressérica na
aorta de ratos e o impacto da inibicado da FAK neste processo. Os nossos
resultados mostraram que a sobrecarga pressérica aumentou a expressao e a

atividade tanto de MMP2 quanto de MMP9 na aorta de ratos transfectados com
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siRNA-GFP, enquanto que nos animais tratados com siRNA-FAK a coarctagao
nao se acompanhou de aumento da expressado e atividade de MMPs na aorta.
Estes resultados indicaram que a FAK exerce um papel crucial na ativagéo e
expressao vascular de MMPs induzida por sobrecarga hemodinamica. Por outro
lado, eles corroboram com resultados da literatura, os quais demonstraram que a
FAK também é essencial para expressao/atividade de MMPs em fibroblastos
cardiacos (Dalla-Costa et al, 2010). O aumento da atividade de MMPs causa a
protedlise dos componentes da matriz extracelular, facilitando o processo pro-
fibrotico, uma vez que libera moléculas com efeitos em potencial na sintese de
matriz, como fatores bioldgicos ativos e matriciais, as quais estimulam a formacao
de tecido conjuntivo novo (Li et al, 2000; Busti et al, 2010). Os efeitos patoldgicos
causados devido as alteragcbes na regulacdo da atividade das MMPs séao
fundamentais para o desencadeamento aterosclerdtico, como por exemplo: na
infiltracdo e inflamag&o celular, na migracdo de células musculares lisas, na
proliferacdo e na angiogénese. Além disso, a degradagdo da matriz extracelular
pelas MMPs pode causar a instabilidade e a ruptura das placas ateroscleroticas
(George, 2000; Beaudeux et al, 2004, Watanabe & lkeda, 2004; Johnson, 2007;
Liu et al,2009; Papazafiropoulou & Tentolouris, 2009; Busti et al, 2010).

Embora as vias de sinalizacao intermediarias que ligam a expressao da
FAK as proteinas pro-aterogénicas nao foram exploradas no atual estudo, alguns
efetores downstream da FAK poderiam explicar, em parte, sua influéncia sobre
essas proteinas. Por exemplo, a ativacdo da FAK mostrou promover uma
estimulacao eficiente e robusta de precursores das vias das MAP quinases, da

proteina quinase C e de NF-kappa beta (Schlaepfer et al, 1999; Petzold et al,
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2009). Nesse sentido, dados de outros trabalhos mostraram que estas proteinas
ou fatores de transcrigdo sao ativados e desempenham um papel na expressao de
genes pro-aterogénicos induzida por estiramento mecanico em células vasculares.
Além disto, a ativagcdo de NF-kappa beta foi requerida para a expressdo de
moléculas de adesdo (Ali et al, 2004; Riou et al, 2007), enquanto que MAP
quinases e proteina quinase C foram necessarias para a regulacdo de MMP
(Wang et al, 2003; Sweeney et al, 2004; Kim et al, 2008). No entanto, sédo
necessarios mais estudos para elucidar as vias de sinalizagao pelas quais a FAK
regula a expressao de moléculas de prd-aterogénicas induzida por estiramento
mecanico em células vasculares.

Neste trabalho, foi demonstrado que o estiramento ciclico estimulou a
expressdo de proteinas pro-aterogénicas em células endoteliais in vitro,
confirmando assim dados dos outros grupos (Yun et al, 1999; Wagner et al, 2009;
Wojtowicz et al, 2010). Além disso, segmentos das aortas de ratos submetidos a
sete dias de sobrecarga pressérica também apresentaram aumento na expressao
de moléculas de adesado e TLRs reproduzindo os resultados in vitro. No entanto,
pode ser especulado que alteragdes sistémicas nas atividades neurohormonais
(ex: sistema renina-angiotensina) induzidas por coarctacdo aortica podem também
contribuir para aumentar a expressao dessas proteinas pré-inflamatérias na aorta
de ratos. Para avaliar esta questado, analisamos os anéis aérticos extraidos das
regides proximais e distais da constricdo, que foram expostos a niveis de pressao
arterial maiores e menores, respectivamente. Notadamente, o aumento da
expressao de VCAM-1, E-selectina e TLRs foi detectado unicamente nos

segmentos adrticos proximais da constricdo. Estes resultados estdo de acordo
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com dados de Wang et al (2004), que demonstraram que o0 aumento de moléculas
de adesao foi secundario a elevacao da presséo arterial mas ndo a circulagéo de
componentes do sistema renina-angiotensina em ratos submetidos a constrigdo da
aorta (Wang et al, 2004). Da mesma forma, em um modelo de aterosclerose
experimental em coelhos com coarctagédo da aortica, a aderéncia de mondcitos e a
expressao de VCAM-1 foram mais prevalentes na aorta proximal, onde a pressao
€ mais elevada do que na aorta de normotensos distal (Tropea et al, 1996). Em
geral, esses dados sustentam a conclusdo que o estiramento mecéanico por si é
responsavel pelo desenvolvimento de um fenédtipo pré-aterogénico da aorta em
modelos de sobrecarga de pressao induzido por coarctagdo da aorta.

Em resumo, nossos resultados fortalecem a idéia de que a FAK € uma
molécula biossensora capaz de responder a alteragdes mecanicas em ceélulas
vasculares. Este estudo demonstrou, pela primeira vez, a importancia da
regulacdo da FAK sobre a expressdo e a ativagdo de proteinas envolvidas na
aterogénese induzida por sobrecarga hemodindmica. Com base nestes dados, a
FAK emerge como um potencial alvo terapéutico com o objetivo de inibir o

remodelamento vascular secundario a sobrecarga de pressao arterial.
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6. CONCLUSAO
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A FAK é uma molécula fundamental para a expressdao de moléculas de
adeséo e de moléculas inflamatérias envolvidas no processo da aterogénese em

células vasculares submetidas ao estresse mecanico in vitro e in vivo (Figura 11).
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Figura 11. llustragéo da concluséo final.
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