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RESUMO



Estimulos mecénicos provocam ativagfio precoce da quinase de adesfio focal (Fak)
no miocardio. Esta ativagiio € acompanhada pelo recrutamento de vias de sinalizacio
intracelulares envolvidas no crescimento hipertrofico, bem como de outras vias envolvidas
na sobrevivéncia celular. Dados anteriores obtidos em nosso laboratorio demonstraram que
o estimulo meclnico ativa a Fak e desempenha papel critico na regulacio da re-expressio
de genes fetais, sugerindo a participagfo deste sinalizador intracelular no estabelecimento
da hipertrofia e remodelamento cardiacos.

No presente estudo, investigamos: 1- a expressfo, fosforilagfio ¢ distribui¢io da Fak
no residuo de tirosina 397 e 2 - a express#o e fosforilagdo nos residuos Ser/Thr da Erk1/2,
ambos na area de infarto e no miocardio remoto, durante o processo de remodelamento do
ventriculo esquerdo, em modelo experimental de infarto do miocédrdio em ratos.

Dados obtidos no presente trabalho demonstraram que a ligadura da artéria
corondria descendente anterior provocou infartos classificados como infartos de extensdo
moderada a grande. As analises morfométiéas ¢ das pressfes do ventriculo esquerdo,
obtidas 1, 3, 7, 15 e 45 dias apés o infarto, demonstraram dilatagio da cédmara,
acompanhada de aumentos do comprimento ¢ didmetro dos cardiomi6citos e aumentos da
presséo diastolica final, eventos caracteristicos do remodelamento cardiaco apds infarto do
miocardio. Estes dados confirmam dados da literatura que demonstram que em infartos de
grandes extensdes, a tensfio na parede do ventriculo esquerdo dificlimente se normaliza, o
que ocasiona dilatacdo, tanto pelo estiramento da 4rea remota, quanto por expansdio da 4rea
de infarto, seguida de deterioracio funcional progressiva do ventriculo. Além disto,
experimentos com as técnicas de western blot e imunohistoguimica demonstraram que apds
o infarto do miocdrdio ocorre ativagio da Fak no miocardic remoto, detectada com

anticorpo especifico para a Fak fosforilada no residuo de tirosina 397, presente ja no



primeiro dia e mantida até 45 de evolugio do infarto do miocardio. Por outro lado, na area
de mfarto, houve desaparecimento da expressio da Fak, seguida de aumento progressivo de
sua expressdo e atividade, ao longo da evolugio do processo de cicatriza¢io. Importante
observar, que o aumento da expressio e atividade da Fak na regifio do infarto foi
acompanhada pela infiltracio de células inflamatérias naquela regifio. Semelhante ao que
foi observado com a Fak demonstramos a ativagio e expressio da Erk1/2, tanto na édrea
remota, quanto na drea de infarto.

Diante dos resultados obtidos nesta investigacio e ainda com base nos estudos
anteriores de nosso laboratorio, podemos mferir que a atividade aumentada da Fak no
miocardio remoto possa contribuir para o estabelecimento do crescimenio hipertrofico dos
cardiomidcitos. No entanto, também € possivel que a ativagBo excessiva e prolongada da
Fak, tanto nos cardiomiécitos, quanto nas células intersticiais e inflamatorias ative
mecanismos de sinalizacio que contribuem para a deterioragdo funcional e estrutural do
miocardio, de tal forma, que a modulagio de sua atividade no infarto do miocardio pode

trazer beneficios terapéuticos.
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Sobrecargas hemodinimicas prolongadas sfHo causa e também conseqiiénecia da
maior parte das doengas que acometem o coragfio (KATz A. M., 1990). Estiroulos
mecénicos induzem o crescimento hipertréfico e contribuem para a degeneracfio ¢ morte
dos mibcitos cardiacos e estabelecimento da fibrose miocardica, que resultam em
remodelamento e faléncia cardiacas (KATz A, M., 1990; CuieN K. R., 1999). Ressalte-se,
que a presenca de hipertrofia isolada ou associada ac remodelamento do ventriculo
esquerdo, independente da doenca priméaria que os tenha originado, sdo fatores de grande
impacto na evolugio clinica e prognostico de pacientes cardiopatas (LEVY D., 1990; ST.
JOHN SUTTON M. ; PFEFFER M. A; PLAPPERT T. et al., 1994).

Tensdes miocardicas geradas durante o ciclo cardiaco podem ativar mecanismos de
crescimento celular em miécitos cardiacos (SADOSHIMA J.; TzuMo S., 1998; OMENS J. H.,
1998). No entanto, 08 mecanismos responsaveis pela transducio de forgas mecanicas locais
em eventos bioquimicos nos midcitos cardiacos nfo estdo ainda totalmente esclarecidos.

Evidéncias obtidas em modelos experimentais e em formas especificas de
miocardiopatia de origem genética indicam que o citoesqueleto dos mideitos cardiacos tem
funciio importante na transdugfo de eventos mecnicos em eventos bioquimicos (SUSSMAN
M.; MCCULLOCH A; Bora T. K., 2002; EpsTEIN N. D.; Davis I. 8., 2003). O citoesqueleto
dos midcitos cardiacos inchui estruturas sarcoméricas ¢ extra-sarcoméricas (EPSTEIN N. D ;
Davis 1. S., 2003; SCHAPER J.; FROEDE R.; HEIN §.; BUCK A.; HASHIZUME H.; SPEISER B.;
FRIEDL A. AND BLEESE N., 1991; CLARK K. A.; MCELHINNY A. S.; BECKERLE M. C,;
GREGORIO C. C., 2002). Dentre as estruturas sarcoméricas citam-se proteinas responséaveis
por ligaces entre os filamentos contrateis a linha Z e a propria linha Z, responsavel pela

sustentaciio € ancoragem das proteinas contrateis. O citoesqueleto extra-sarcomérico inchui
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filamentos de actina e filamentos intermedidrios que conectam sarcomeros paralelo entre si,
com o sarcolema e com membranas de organelas intracelulares. O citoesqueleto extra-
sarcomérico inclui os microtitbulos, que estabelecem conexdes longitudinais entre as
estruturas sub-celulares dos midcitos cardiacos (SCOPACASA B. S.; TEXEIRA V. P.;
FrancEmNI K. G., 2003). Como sustentam e ancoram as estrufuras sub-cehulares, as
proteinas do citoesqueleto sofrem tenszo e se deformam podendo servir como transdutores
de forca nos midcitos cardiacos (SUSSMAN M.; MCCULLOCH A; BORG T. K., 2002; EPSTENN
N. D.; Davis J. S., 2003). Também importante, no contexto da mecano-transducdo, é a
capacidade do citoesqueleto de ancorar e controlar a atividade de moléculas sinalizadoras
que, uma vez ativadas, podem coordenar a expressio gémica e as respostas fenotipicas a
estimulos mecinicos (BURRIDGE K.; CHRZANOWSKA-WODNICKA M., 1996; JANMEY P, A_,
1698).

Evidéncias clinicas ¢ experimentais indicam que o estimulo mecanico, representado
pelo aumento de tensBo na parede do ventriculo esquerdo pode contribuir para as alteragbes
na estrutura miocérdica durante o processo de remodelamento. No entanto, 0s mecanismos
pelos quais o estimulo mecénico provoca ou contribui para as alteracfes celulares e
teciduais observadas durante o remodelamento miocArdico permanecem pouco explorados.

O estimulo mecinico pode ativar canais ibnicos, provocar a liberago de fatores
locais de crescimento celular, bem como ativar mecanismos de sinalizagfio celular através
do citoesqueleto, via acoplamento com a membrana celular, organelas ou o nicleo
(CricUREL ME, CrHeN CS, INGeeR DE., 1998; Janmey P. A., 1998; ManioTis Al, CHEN

CS, INGBer DE., 1997 ).
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Grande varieﬁade de canaxs ibnicos ¢ correntes, dentre os quais canais K'ATP (VAN
WANGONER DR., 1993), canal de K retificador de corrente (SASAKI N.; MITSUTYE T.;
NOMA A., 1992), canais de CI' (HAGIWARA N.; MASUDA H.; SHODA M.; IRIsSAwWA H., 1992},
canais de Ca™ tipo L (MATSUDA N., HAGIWARA N., SHODA M., KAsaNUKI H., HOSODA S.,
1996) e corrente gerada pela bomba Na/K (SASAKI N.; MITSUIYE T.; NoMA A., 1994),
podem ser modulados pelo estimulo mecénico. Apesar de poderem influenciar o potencial
de membrana ¢ a fungfio miocdrdica, nfo existem demonstracdes consistentes de que a
ativagdo de canais sensiveis a estirtamento podem contribuir para as alteragdes estruturais
das células miocérdicas em condi¢es de sobrecarga mecanica.

Demonstramos anteriormente, (FRANCHINI K. G.; TORSONI A. S.; SOARESP. H .A.;
Saap M. L A., 2000) que a quinase de adesfio focal (FAK -~ Focal Adhesion Kinase),
expressa-se em abundincia, sendo rapidamente ativada, quando o miocardio € submetido a
estimulos mecénicos. Esta molécula sinalizadora foi originalmente descrita (WANG H-B.;
DEMBO M.; HANKS 8. K.; WANG Y-L., 2001) em células em cultura como uma proteina
tirosina quinase localizada nos sitios de adesfio ao substrato, 0 que despertou o interesse de
caracterizd-la como um sinalizador envolvido na mecano-transducio entre o ambiente ¢ as
células. Em nossos estudos iniciais, também demonstramos que a Fak estd associada &
fragdo dos filamentos de actna nio-sarcomérica dos midcitos cardiacos e que sua ativacio
acompanha-se¢ de ativagiio de vias de sinalizacio celular envolvidas no crescimento
hipertrofico e de outras vias envolvidas na sobrevivéncia celular. Em coragfes isolados
(DoMINGOS P. P.; FONSECA P. M.; NADRUZ. W. JR.; FRANCHINI K. G., 2002), verificamos
que a ativagdo da Fak ¢ determinada pelo estiramento passivo do miocardio, mais do que

por tenses ativas.
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A ativacfo da Fak depende da auto-fosforilagiio do residuo de tirosina 397 (Tyr397)
no dominio N-terminal da molécula (SUSSMAN M.; MCCULLOCH A; BORG T. K., 2003;
FrancHINI K. G.; TORSONI A. S.; SOARES P. H .A.; Saap M. I. A, 2000; PoL1e T. R;
HANKS S. K., 1997; TorsoNI A. S.; CONSTANCIO S. S.; NADRUZ. JR. W.; HANKS S. K.;
FrancuiNI K. G., 2003). A Tyr397 fosforilada recruta outra tirosina quinase conhecida
como Src, que, uma vez ativada, fosforila os residuos Tyr576-577 da Fak incrementando
sua atividade. A ativacio local da Fak também promove recrutamento e agregacéo
{“clusters™) de outras moléculas de Fak, amplificando o sinal do complexo protéico. A Src
ativada também promove a fosforilacio de residuos adicionais da Fak como a Tyr 925,
responsdvel por ativar vias de sinalizagio envolvidas no crescimento celular. Esta
seqiliéncia de ativagfio Fak, bem como a estreita cooperacgéio entre Fak e Src para a ativagiio,
inicialmente demonstradas em outros tipos celulares {01 confirmada em cardiomi6eitos em
resposta a estimulos mecanicos em nossos estudos anteriores (FRANCHINI K. G.; TORSONI
A.S.; SOARES P. H .A.; SAap M. 1. A, 2000; DoMINGOS P. P.; FONSECA P. M.; NADRUZ.
W. Jr.; FrancHINI K. G, 2002; TORSONI A. S.; CONSTANCIO S. S.; NADRUZ. JR. W.;
HANKS S. K; FRanCHINIKL G, 2003).

Em cardiomideitos isolados de ratos neonatos, demonstramos gue o estiramento
aplicado diretamente em midcitos isolados provoca a ativagdo da Fak (TORSONI A. S.;
CONSTANCIO S. S.; NADRUZ. JR. W.; Hanks S. K.; FRANCHINI K. G., 2003). Neste estudo
também demonstramos que a ativacdo da Fak por estiramento nfio depende da ativagfio de
fatores pardcrinos, o que indica que a ativagfio da Fak pelo estiramento dependente de
mecanismo intrinseco do midcito Hgado diretamente ao estimulo mecénico. Esta idéia foi

confirmada em estudo recente do nosso laboratério que demonstrow, atraveés de sondagens
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com sistema de duplo-hibrido, ensaios de “pull-down”™ e imunohistoquimica, a associacio
direta entre a Fak com a regifio C-terminal da cadeia pesada de miosina, bem como a
dependéncia desta associagBio para a ativagiio da Fak pelo estimulo mecinico em
cardiomidcitos (FONSEcA PM, IoNUE RY, KoBARG CB, KoBARG J, FrRaANCEINT KG.-
submited}.

Também demonstramos (TORSONI A. S.; CONSTANCIO S. S.; NADRUZ. JR. W.:
HANKs S. K.; FRANCHINT K. G, 2003), que a ativag@io da Fak por estiramento em midcitos
cardfacos tem papel critico na regulacio da re-expressio de genes do programa fetal
induzida por estimulo mecénico. Existe ampla constatacdio experimental (SCHAUB M. C.;
HEFTI M. A.; HARDER B. A.; EPPENBERGER, H. M., 1997; HosHIIMA M.; CuiEN K. R.,
2002) de que a re-expressio do programa génico fetal é parte essencial para o
estabelecimento das modificacbes fenotipicas do miocardio observadas na hipertrofia e
remodelamento cardiacos. Desta forma, a demonstragio da importancia da Fak para a
expressio de ANF em resposta ao estiramento indica o potencial desta enzima como
elemento de controle das alteracdes fenotipicas dos cardiomitcitos induzidas por estimulos

mecanicos.
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Remodelamento do Ventriculo Esquerdo apés Infarte do Mioecardio

A perda aguda de células miocardicas resuita em estabelecimento de sobrecarga
mecanica subita, que produz aumento de tensfo nas paredes do ventriculo esquerdo.
Conseqiientemente inicia-se um processo de dilataciio da cavidade ventricular seguido de
substituicdo do tecido necrdtico por fibrose reparativa e hipertrofia do miocardio remoto,
um processo gue pode continuar por seranas ou meses até que as forgas de distensfio sejam
contrabalangadas pela tensfo gerada pela cicatriz coldgena e pela hipertrofia do miocéardio
remoto. Este processo culmina com modificagio da forma, volume e fungdo do ventriculo,
conhecidas como remodelamento ventricular. Dentre os véarios fatores que influenciam a
extensdo e velocidade com que este processo ocorre, citam-se o tamanho, a localizagio e a
transmuralidade do infarto, além da extensfio de miocardio atordoado, a paténcia da artéria
relacionada ao nfarto e a intensidade com que sfo liberados fatores tréficos locais e
sistémicos {PFEFFER MA, BRAUNWALD E., 1990; WARREN SE, ROYAL HD, MARKis JE, et
al., 1993). A incapacidade de normalizar a tensiio na parede resulta em dilatacdo
progressiva, recrutamento da zona da borda do infarto para a cicatriz, expansio da area de
infarto e deterioracfo da funco contratil (PFEFFER MA, BRAUNWALD E., 1990; WHITE HD,

NORRIS RM, BROWN MA, et al., 1987},

O remodelamento pos-infarto tem sido arbitrariamente dividido em uma fase
precoce (primeiras 72 horas) e urna fase tardia (ap6s as primeiras 72 horas). A fase precoce
envolve a expansio da zona de infarto (ERLEBACHER JA, WEISS JL, WEISFELDT ML, et al,,
1984), gue pode resultar em ruptura ventricular ou formagio de aneurisma. A fase tardia
envolve o ventriculo esquerdo globalmente e estd associada com a dilatacfo fempo-

dependente e distor¢do da forma do ventriculo esquerdo ¢ hipertrofia do miocérdio remoto.
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Na fase aguda ocorre migracdo de macrdfagos, monécitos e neutréfilos para a 4rea
de infarto, tendo inicio o processo de reparaglio da area de infarto. A secrecio de serina
proteases pelas células inflamatorias, a ativacio de metaloproteinases e o aumento de
tensfio na parede da matriz levam & degradacio do arcabougo de fibras coligenas
responsaveis pelo alinhamento dos midcitos (ERLEBACHER JA, WEISS JL, WEISFELDT ML,
et al, 1984), resultando em expansdo da 4rea de infarto. A expansio do infarto ocorre
dentro de horas apds a morte celular (WARREN SE, RovAL HD, MARKIS JE, et al,, 1993),
resultando em adelgacamento da parede e dilatagio da cavidade ventricular esquerda, o que

contribui para aumento adicional na tens3o da parede ventricular esquerda.

A estrutura em tripla-hélice do coldgeno o torna resistente & degradacfio proteolitica,
excecho feita s metaloproteinases, que sfo enzimas secretadas na matriz extracelular em
forma inativa, como pro-enzima (MANN DL, SpINALE FG., 1998). A ativaciio de
metaloproteinases requer a clivagem proteolitica de wma seqiiéncia peptidica. A
metaloproteinase 1 (colagenase) cliva o coligeno em fragmentos de % e %, que sdo
desdobrados e degradados subsegiientemente por metaloproteinases 2 ¢ 9 (gelatinase) e 3
{estromelisina) (MANN DL, SpiNALE FG., 1998). A regulacio das metaloproteinases ocorre
em trés niveis: transcriclo, ativagio e inibicio (MaNN DL, SPINALE FG., 1998). No infarto
do miocirdic a quebra do coldgeno inicia-se aps as primeiras 3 horas e € induzida por
serina proteases como 2 plasmina e pela metaloproteinase 8 de neutr6filos (CLEUTIENS JP,
Kanpaira JC, GUARDA E, et al, 1995). A digestio inicial das fibras intercelularss de
colageno € responsével pelo deslizamento dos miofilamentos necrdticos, causande a
expansio da 4rea de infarto (ERLEBACHER JA, WEISS JL, WEISFELDT ML, et al, 1984;

OLvetrt G, Capasso JM, SONNEENBLICK EH, et al, 1990). A atividade das
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metaloproteinases atinge seu pico no 7° dia pos-infarto do miocardio (SiGUuscH HH,
CampserL SE, WEBER KT., 1996). A atividade colagenolitica fica confinada 3 regifio de
necrose por inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs). Estes inibidores sfio
proteinas de baixo peso molecular que formam complexos de alta afinidade com as
metaloproteinases e neutralizam sua atividade e a degradagfio do coligeno {(DESMOULIERE
A, GEINOZ A, GABBIANI E, et al., 1993). As TIMPs sdo induzidas na area de infarto dentro
de 6 horas, atingindo um pico por volta de 2 dias e retornando ao normal apos 14 dias do
mfarto. A sintese de TIMPs € modulada pelos niveis de metaloproteinases ativadas, de tal
forma que a degradagfo de coldgeno reflete o desequilibric entre metaloproteinases e

TIMPs.

O reparo da regifio de infarto € ativado por citocinas liberadas pelos midcitos em
sofrimento isquémico. A citocina TGF-B1 aumenta precocemente na zona de infario e
estimula a quimiotaxia de macréfagos e fibroblastos, bem como a proliferaciio de
fibroblastos {DESMOULIERE A, GEINOZ A, GABBIANI E, et al., 1993). A presenca de TGF-
81 ¢ importante para a habilitacio das células inflamatorias para a execugdo da tarefa de
reparar o teci'do. Da mesma forma, a liberaco precoce de TGF-B1 dos midcitos necréticos
e macrofagos € também importante na transformacfo fenotipica de fibroblastos intersticiais
em miofibroblastos (DESMOULIERE A, GEINOZ A, GARBIANI E, et al., 1993, GUARDA E,
Karwa 1LC, MYERS PR, et al, 1993). Os miofibroblastos expressam genes que codificam
os procoldgenos tipo 1 e 3 e também produzem Angiotensina I e II e receptores de
Angiotensina II, TGF- B1 e Endotelna 1, o que capacita a autoregulacio do furnover de
coladgeno (DESMOULIERE A, GEINOZ A, GABBIANI E, et al.,, 1993, WEBER KT, i99?), Além

dos fatores humorais envolvidos, o estiramento provocado pelo aumento de tensfo
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mecinica também determina o grau de maturacio do colageno e da resisténcia da escara
fibrosa (MCCORMICK RI, MuscH T, BErRGMAN BC, et al., 1994). Apos a formacio da
fibrose na zona de infarto, ocorre o equilibrio entre as forcas de distensfio e de restricfo,
levando a uma reducio da formacio de coldgeno, sendo que alguns miofibroblastos sofrem

apoptose.

A deposigéo das fibras coldgenas Tipo I e III ocorre predominantemente na zona de
infarto, contudo, também ocorre na zona remota quando a sinalizagfo intercelular ¢
potenciada por necrose miocitiria extensa. O aumento precoce da tensio na parede
ventricular € um potente estimulo para o aumento da sintese de unidades contrateis
(CLEUTIENS JP, KANDALA JC, GUARDA E, et al., 1995), da mesma forma que é um dos

principais determinantes do desempenho funcional do ventriculo esquerdo.

A hipertrofia dos cardiomidcitos da area remota pode atingir até 70% de aumento do
volume celular (ANVERSA P, BEGH C, KIKKAWA Y, et al., 1985) e ocorre por aumento do
nimero de sarcdmeros em sérte, sem modificacio significativa do comprimento do
sarcOmero. A hipertrofia do miocardio remoto ¢ uma resposta que tende a neutralizar
sobrecarga, atenuando a dilatacfio progressiva e estabilizando a funcfo contratil (PFEFFER
MA, BRAUNWALD E., 1990). |

Como ndo sdio conhecidos os papéis desempenhados pelo sistema de sinalizacfo
associado com a FAK durante ¢ remodelamento do miocérdio apds ¢ infarto do miocérdio
foi nossa intenclio neste trabalho avaliar a atividade e distribuicfo, nos tipos celulares
miocédrdicos, das proteinas que complem este sistema no miocardic remanescenie

remodelado ¢ cicatriz muocardica.
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2. OBJETIVOS



Os objetivos do presente estudo foram:

Avaliar a expressio, localizago e atividade da quinase de adesdo focal (Fak) e da
quinase responsiva & estimulos extracelulares (Erk1/2) em coragdes e cardiomiécitos de
ratos na evolucio precoce e tardia apos o infarto do miocardio na 4rea remota do miocardio

e cicatriz miocardica.
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3.1- ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, com pesos corporais entre 180-
250g, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade de Campinas (CEMIB). Os
animais foram almentados com raclio balanceada e 4gua ad libitum, ¢ manipulados

diariamente para acompanhamento de possiveis alteragdes pds-cirargicas.

3.2- PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.2.1- Infarto do Miocardio (IM)

Os ratos foram anestesiados com uma mistura de 20 mg de cloridrato de cetamina
(Ketelar®, Cristalia, Brasil) e 0,2 mg de diazepam (Diazepam, Unific Quimica Farmacéutica
Nacional S/A). Apés tricotomia e assepsia da regifio toracica, os animais foram colocados
em mesa cirirgica com temperatura controlada a 37° C. A traguéia foi canulada com tubo
de gelco e a ventilagao controlada com respirador para animais de pequeno peorte (Harvard
Apparatus, South Natick, MA, USA). Em seguida foi realizada incisfio cutfnea transversal
do terceiro espago intercostal esquerdo, para acesso i cavidade toracica, ¢ coragio fbi
exposto, o pericardio foi aberto e a artéria corondria descendente anterior foi ligada por fio
cirirgico 5-0 (Polycot 5-0 Ethicon, Jonhson & Jonhson, Brasil ). Apés ¢ procedimento
cirrgico a cavidade toracica foi fechada mediante sutura em planos da musculatura do
espago intercostal e da pele com fio de algodic 3-0 (Polycot * 3-0 Fthicon, Jonhson &
Jonhson, Brasil). Todos os animais foram tratados com antibidtico profilatico intrammuscular
{Pentabidtico Vetermério de Pequeno Porte — Fort Dodge®, Brasil — 4,5 mg/10g de peso

corporal) e se recuperaram por 24h em gaiolas individuais (Figura 1).
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Animais controles com pesos semelhantes aos utilizados na cirurgia foram utilizados

em alguns dos protocolos descritos.

Figura 1. Figura representativa da técnica de infarto do miocardio (IM).

3.2.2- Cateterizacfio para Registros Hemodinfimicos

Os registros hemodinimicos foram realizados em ratos controles e no 1°, 3°, 7°, 15°%e
45° dias ap6s o infarto do miocardio - IM. Os ratos foram anestesiados com pentabarbital
sédico (Cristalia, Brasil — SOmg/Kg) e colocados em mesa cirirgica com temperatura
controlada a 37° C. A artéria carGtida comum foi cateterizada com catéter de polietilenc
PESG mantidos patentes com solug8o de heparina [0,1ml de heparina sodica 5.060U.1/mi
{Cristalia, Brasil} em 0,9 ml de solugdo isotbnica do cloreto de sédio 0,9 % - soro
fisiolégico], que era avangado até a cavidade ventricular esquerda para registros das
pressfes ventriculares. Para a construgBio deste catéter, tubos de polietileno PES0 (Clay
Adams; USA) de 5cm de comprimento foram aguecidos em fogo e estirados, de forma a

reduzir os efeitos sobre o fluxo adrtico e os artefatos no registro da pressio ventricular.
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3.3- REGISTROS HEMODINAMICOS

Para o registro da pressfio ventricular esquerda, o catéter foi conectado em um
transdutor de pressfio tipo “strain-gauge” (BLPR — World Precision Performance Plastics
CO; EUA), previamente calibrado, preenchido com soro fisiologico desgaseificado e com
comprimento adequado para que os artefatos de transmissfio da onda de pressfio fossem
eliminados ou minimizados. O transdutor foi conectado a um amplificador de sinais (GP4A
— General Purpose Amplifier — ®Stoelting Co.; USA) e conectado a uma placa analogico-
digital para transformacfo do sinal meclnico em sinal analogico. Esta placa estava
conectada a um computador tipo PC carregado com o sistema Windag (Windag-Datag
Instruments Inc., Akron,, OH, EUA), para monitorizacdo hemodindmica e pds
processamentc.

Os registros foram analisados pelo programa Windaq (Dataq Instruments Windag,
Version 1.78, Akron, OH; EUA) e Advanced Codas (Dataq Instruments, Calc. Package,
Version 3.19, EUA). A anélise foi realizada com a detecg&o de picos sistdlicos e diastélicos
das ondas de pressio para obtencfio das médias aritméticas, das pressdes arteriais sistolicas
¢ diastélicas durante cada etapa dos protocolos experimentais {Figura 2). A frequéncia
cardiaca foi obﬁda da andlise dos intervalos entre picos sistolicos maximos normalizados
para 1 minuto. Os valores do pico maximo, pico minimo, pressdo arterial média (obtida da
integral da 4rea de cada pulso) e frequéncia cardiaca foram obtidos de planithas de Excel
geradas com valores do pos-processamento com o programa Advanced-Codas.

Com as meédias da frequéncia cardiaca (FC), pressbes sistélicas ventriculares

esquerdas {(PSVE), pressGes diastélicas finais ventriculares esquerdas (PDVE), derivadas de
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pressdes positiva e negativa (xdP/dt) a hemodinimica de cada grupo de ratos estudados

foram avaliadas para eventual comparagio.

Transdutor
de Pressio

Piaca analbgica

Figura 2. Figura representativa do sistema de registros hemodinidmicos utilizado nos
experimentos in vivo.
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3.4- PROCESSAMENTO DO MIOCARDIO PARA ANALISES HISTO-

MORFOMETRICAS

3.4.1- Processamento de miocardio em parafina e obtencio de IAminas

Anteriormente ao procedimento de fixacio do coragfio, os animais foram submetidos
a mediclo da pressdo sistélica e diastolica. Os animais, em que a pressdo diastolica final
veniricular esquerda estava em média 25 mmHg, foram utilizados para avaliacio
histomorfométrica.

As andlises morfométricas foram realizadas no 1°, 3°, 7°, 15° e 45° dia apés o infarto
do miocérdio - IM. Os ratos foram anestesiados com pentabarbital sédico (Cristalia, Brasil
— 50mg/Kg) e colocados em mesa cirfirgica com temperatura controlada a 37° C. O animal
foi sacrificado com injecfio de xilocaina 2% sem vasocronstritor pela artéria carotida
comum direita para que o coragio parasse em didstole. Ainda pela artéria cardtida comum
direita foram injetados 20ml de solugio isotdnica do cloreto de sodio 0,9 % { soro
fisiolégico ) € 20 mi de fixador. Foi wtilizado sohugio de Formalina 10%, se o coracfio fosse
utilizado para andlise dos pardmetros morfornétricos, ou ainda paraformaldeido 4% em
tampdo fosfato-salina 0,IM, pH 7,4 naqueles coragbes destinados a realizaciio de
imunohistoquimica. Apds este procedimento, o coragfic foi removido e colocado no mesmo
fixador o qual foi perfundido. Apés 24 boras de fixacHo, os coragdes foram seccionados em
cortes transversais ao eixo longo do ventriculo esquerdo na altura do corpo dos misculos
papilares.

Apos a lavagem em tampfo fosfato-salina 0,05M, pH 7.4, por 30 minutos, estes

fragmentos foram desidratados em gradiente crescente de etanol, diafanizadoes e incluidos
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em parafina. Cortes de Sum de espessura foram coletados em laminas pré-tratadas com
solucBo de poli-L-hsina (Sigma Diagnostics, Inc.; USA) e entfio corados em Tricomico de

Masson para andlise histo-morfométrica ou submetidos 4 imunohistoguimica.

3.4.2- Imunomarcaciaoe de miocardio

As seccdes obtidas apds o processamento do tecido em parafina, aquelas obtidas de
tecido fixado com paraformaldeido 4% em tampdo fosfato-salina 0,IM, pH 7,4, foram
fixadas em acetona por 5 mmutos lavadas em PBS 0,1M, de pH 7.4 por 15 minutos. Em
seguida foram submetidas ao bloqueio de ligacbes mespecificas com emprego de leite
desnatado (Molico) 3% em PBS 0,1M, pH 7,4, durante 1 hora e incubadas com o anticorpo
primario anti-Fak, diluido em solugio de leite desnatado 1% em PBS 0,1M, pH 74, na
proporcio de 1:100, por 12 horas, a 4°C. Apds este periodo, as secgles foram lavadas em
PBS 0,IM, pH 7.4, por 20 minutos e incubadas com anticorpo secundéﬁo conjugado com
peroxidase e coradas com DAB (Figura 3). A analise dos resultados foi realizada mediante
observagiio das secgSes de coracfio ao microscopio de luz (aumento de 1000X). As imagens

foram capturadas por cmera digital (Sony DSC-875) e transferidas para o computador.
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Figura 3. Figura representativa da técnica de imunohistoguimica,

3.5- ISOLAMENTO DE CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES

Foram utilizados ratos adultos entre 180-250g. Estes animais foram anestesiados com
pentabarbital sédico (Cristalia, Brasil — 50mg/Kg) e sohigfio de heparina [0,2 ml de
heparina sédica 5.000U.1/ml (Cristdlia, Brasil) foi injetado no animal e a cavidade
toracica foi aberta. O coragdo foi excisado o mais ripido possivel e a aorta canulada em
sistema de perfusdio de Langendorf, estabelecendo, portanto, perfusio retrégrada. O
coraglo foi perfundido (8ml/min) com tampic Hanseleit Modificado, por
aproximadamente 5 minutos [{10mM HEPES, 118mM NaCl, 5mM KC, 1.2 mM MgSO,
JH0, 25mM NaHCO;, 1,2 mM KHPO4, 6mM glicose, 1ml de heparina sédica
5.000U.1/ml (Cristalia, Brasil), Iml de cloridrato de lidocaina 2% - sem vasoconstritor
(Xylestesin ® Cristdlia, Brasil)], (pH 7,4). Apés este periodo, foi adicionado EGTA
(4mM) ao tamp#o Henseleit por um periodo de 15 minutos. Iniciou-se entfio a perfusio
com tampdo de digestfio (tamp&o Henseleit, 0,1% BSA e 300ug/ml de colagenase tipo TA

—Sigma) por 30 minutos. Completada a perfusio, os étrios ¢ o ventriculo direito foram
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retirados e o ventriculos esquerdo colocado em placa de Petri com tampfio Henseleit
adicionado de BSA 0.1% e cortados em pedagos pegquenos. A suspensio celular foi
filtrada em gaze e o célcio reposto na solucdo em concentraciio final de 1,2mM. E
importante lembrar que todo o processo ¢ tampéo utilizado foram mantidos sob constante
oxigenagia.

A suspensiio celular foi centrifugada, colocada em meio de cultura DMEM e deixada

aderir por 30 minutos sobre laminulas de vidro tratadas previamente com Poli-L-lisina.

As laminulas foram coradas pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) para que as
medidas morfométricas fossem realizadas. Foram ulilizadas apenas as células integras e
capturados 60 cardiomitcitos de cada grupo experimental por cimera digital (Sony DSC-
875), transferidas para o computador ¢ as medidas foram obtidas através do programa Scion

fmage (Scion Corporation, Frederick, MA, EUA) (Figura 4).

Figura 4. Figura representativa da (écnica para obtencio das medidas morfoméiricas.
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3.6- COLORACOES

3.6.1- TricOomico de Masson

9.

As laminas contendo cortes transversais ao eixo longo do ventriculo esquerdo na
altura do corpo dos msculos papilares foram desparafinizadas e hidratadas. Apoés
mordentadas em solucio de Bouin, foram coradas com Hematoxilina Férrica de Weigert,
solugio de Escarlat de Biebrich, solugo de acido Fosfotungstico-Fosfomobilidico e

solugdo de Azul de Anilina. Foram desidratadas, diafanizadas ¢ montadas em resina.
Protocolo:

Desparafinar e hidratar;

Lavar em agua corrente por 5 minutos;

Mordentar em soluco de Bouin por 60 minutos & 60° C ou preferencialmente overnight

em temperatura ambiente;

Lavar em agua corrente aié desaparecer o amarelo deixado pela solucdo de Boun;
Passar em agua destilada;

Corar pela soluco de Hematoxilina Férrica de Weigert (A ¢ B) por 10 minutos;
Lavar em agua corrente por 10 minutos;

Passar em dgua destilada;

Corar pela solugio de Escarlat de Biebrich por 5 minutos;

10. Passar em agua destilada;
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11.Incubar com solucio de Acido Fosfotungdtico-Fosfomolibidico durante 10 a 15
minutos;

12. Passar em agua destilada;

13. Corar pela solucio de Azunl de anilina durante 5 a 10 minutos;

14. Lavar em dgua destiada;

15. Passar pela solugdo de Acido Acético Glacial 1% por 3 a 5 minutos;

16. Passar em agua destilada;

17. Desidratar, diafanizar e montar em resina.

3.6.2- Hematoxilina- Eosina

As laminulas contendo os cardiomi6citos isolados ventriculares esquerdos foram
hidratadas, coradas com soluciic de Hematoxilina de Harris (45 a 90 segundos), lavadas
por 10 minutos agua corrente, coradas pela solucdo de Eosina (10 a 60 segundos),
passadas em agua destilada rapidamente; logo em seguida desidratadas, diafanizadas ¢

montadas.

3.7- IMMUNOBLOTTING

3.7.1- Coleta e homogeneizagio do miocardio

Nos experimentos em que a expressio e fosforilagfio de proteinas foram o objeto de

estudo, o ventriculos esquerdos foram coletados ao final do periodo de infarto do
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miocardio, separadas a drea remota da drea infartada as quais foram cortadas em
fragmentos menores € homogenizadas rapidamente em aproximadamente 10 volumes de
tampdo de solubilizacio (1% Triton-X 100, 100 mmol/LL Tris-HCI [pH 7.4], 100 mmol/L
pirofosfato de sodio, 100 mmol/L fluoreto de sédio, 10 mmol/ EDTA, 10 mmol/L
ortovanadato de sodio, 2 mmol/. PMSF, e 0.1 mg de aprotmina/ml) a 4 °C em
homogenizador tipo Polytron PTA 20S (model PT 10/35; Brinkmann Instruments,
Westbury, NY) operado em velocidade maxima por 30 segundos, cada grupo experimental
realizado um pool de 3 ventriculos.

Os extratos foram centrifugados a 11.000 rpm a 4 °C por 20 minutos para remover o
material msolivel e o sobrenadante foi entfio utilizado para o ensaio. A determmacio da
concentracio proteica foi realizada pelo método de BRADFORD et al. (1976) utilizando-se

reagentes BIO-RAD e solugdo de albumina bovina como padrio.

3.7.2. Analise de proteina por immunobilotting

Os extiratos totais foram tratados com tampéio de Laemmb (azul de bromofenol 0,1%,
fosfato de sédic 1M pH 7.0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100mM e
aguecidos em agua fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. Apés este
procedimento, ambos foram submetidos a gel de SDS poliacrilamida a 10% e 12%, em
aparctho de eletroforese da Bio-Rad (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories), a 35
miliamperes em corrente constante. A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a
membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 min a 120 V (constante) em aparelho da

Bio-Rad.
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Em seguida, as membranas foram incubadas em solucfo basal (10 mmoVL Tris, 150
mmol/LL NaCl, and 0.02% Tween 20), acrescida de 5% leite em pé magro, por | hora a
temperatura ambiente, de modo a reduzir ligagdes inespecificas dos anticorpos primarios as
proteinas. Posteriormente, as membranas foram incubadas com 10pg de anmticorpos
primarios especificos (anti-Fak, anti-Erk1/2, anti-p-Fak 397 e anti-p-Erk1/2), diluidos em
solugfio basal, contendo 3% de leite em pd magro, por 12 horas a 4°C. Apods lavagem por
30 minutos em solugo basal, as membranas foram incubadas com 2 uCi de ['**I] proteina
A (30 uCi/pg) em 10 ml de solucdo basal, contendo 1% de leite em pd magro, por 2 horas
em temperatura ambiente e entfio lavadas novamente como descrito anteriormente. A
[I]Protein A ligada aos anticorpos especificos foi detectada por auto-radiografias em
filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY), com intensificadores Cronex
Lightening Plus, a -80°C por 12-48 horas. A quantificagiio das bandas foi realizada por
densitometria Optica, utilizando um scanner (HP3400) ¢ o programa Scion Image (Scion

Corporation, Frederick, MA, EUA) (Figura 5).
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Figura 5. Figura representativa do modelo de extracio do miocirdio ¢
immunoblotting.

3.8- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como médias + erro padrio da média. Diferencas
entre os valores médios foram analisadas por andlise de variincia (ANOVA). O teste de
Bonferroni foi aplicado para analise “ post hoc” e a probabilidade para os testes F serem

considerados estatisticamente significantes foi < 0,05,
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3.9- PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

RATOS MACHOS
WISTAR

INFARTO DO
MIQOCARDIO
1-45 dias

HISTOMORFOMETRIA

— VENTRICULO

CARDIOMIOCITOS -
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BLOT

» | MONITORIZAGAO

HEMODINAMICA

|

EXTRACAO DO

ESQUERDO

’
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.

IMUNOHISTOQUIMICA

Figura 6. Esquema representative dos protocolos experimentais utilizados.
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4. RESULTADOS



4.1- Analise Morfométrica do Ventriculo Esquerdo

A avaliacio da extensfio do infarto do miocardio e do remodelamento do ventriculo
esquerdo foi realizada através de andlise morfométrica de cortes transversais, realizados na
aliura dos muisculos papilares do ventriculo esquerdo. A extensfio do infarto foi avaliada
através da relacfio entre o comprimento do segmenio de arco correspondente A 4rea
infartada e o perimetro interno da cavidade ventricular esquerda, como indicado no desenho

representativo da Figura 7.

Extensao do infario %

Arco/Perimetro

Figura 7. Esquema representative dos parimetros utilizados para andlise
morfométrica do ventriculo esquerdo.

S: Espessura do septo interventricular; D: Difmetro da cavidade ventricular esquerda; P:
Perimetro interno.
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A intensidade do remodelamento do ventriculo esquerdo foi avaliada através dos
pardmetros: difmetro da cavidade ventricular esquerda, espessura do septo interventricular
e razdo entre a espessura do septo e didmetro do ventriculo esquerdo (/D).

Na Figura 8 sfo apresentados exemplos representativos de cories histoldgicos
utilizados para o estudo de coragBes conirole e com infarto do miocardio com evolugio de

1 a 45 dias.

Controle 1giald  Zdiasi  TdizsiM  1Sdias B 45 dias iV

Figura 8. Figura de cortes histolégicos transversais de coraces de ratos controle e
infartades. Os coragdes foram obtidos de animais controle ou infartados de 1 a 45 dias de
evolugdo de infarto e processados para coloraciio com TricGmico de Masson.

Sho nitidas as modificagBes nas dimens6es da cavidade e da espessura do septo que
caracterizam o processo de remodelamento. Também & nitido, o aparecimento de tecido
fibroso na drea infartada, visivel jé no 3° dia de evolugdo do infarto.

OUs valores médios dos parimetros morfométricos obtidos em ratos controle e com
infarto de at€ 45 dias sdo mostrados na Tabela 1. Como nos periodos mais prolongados (15
e 45 dias) os ratos apresentaram ganho de peso e crescimento corporal, as medidas

morfométricas dos coracBes destes ratos foram comparadas com aquelas de coraces

obtidos de grupo controle constituido de ratos com pesos corporais semethantes (C15/45).
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Tabela 1. Média morfométrica de coragdes de ratos controle ¢ com infarte de

miocardio.
% do Espessura dosepto  Didmetro da S/D Peso Rato
Infarto interventricuiar cavidade (£)
{mm) ventricular
(mm)

Controle 1.39+ .04 504011 0.27 + 0.01 212+7.6
(0=23)

C 1545 141 £0.03 522+0.25 027+ 0.01 30943
(n=11)

IM -1 dia 1.34+£0.05 558024 024+ 0.01 242+ 83
(n=19)

IM - 3dias 31+25 1.18 £0.07* 574 £02% 0.20 +0.01* 201 +7.0
(m=11)

IM -7 dias 39+18 1.14 £ 0.08% 6.56 + 0.25* 0.17+0.01* 240+9.8
(n=12)

IM —15 dias 41 £3.2 1.55 £0.09* 7.51 £0.25* 0.20 +0.01* 273495
(2=11)

MI —45 dias 50+£29 1.67 £ 0.04% 7.92 +0.23% 0.21 £0.01* 302+83
{(8=13)

Os animais foram submetidos ac infarto do miocardio (IM), seus coracfes submetidos a
métodos histolégicos e medidos. Os parfimetros avaliados foram espessura do septo
interventicular (mm); didmetro da cavidade ventricular (nom) e razfio entre a espessura de
septo interventricular pelo didmetro da cavidade ventricular (8/D). Os animais controles
sdo aqueles que possuem pesos semelhantes aos animais utilizados para cirurgia e
submetidos somente a andlises hemodinimicas.% do Infarto: razio entre o comprimento
da regifio de infarto e perimetro interno. *p<0,05, comparado com os valores dos coragdes
de ratos controle.

N&o houve diferenca significativa nos parimetros morfométricos entre os dois

grupos de ratos controle utilizados para comparagfio com ratos infartados.

Resuliados

&f



A média da pércentag;em da 4rea de infarto variou de 31% no 3° dia a 50% no 45°
dia nos coracOes avaliados. Com base em estudos anteriores (PFEFFER MA, BRAUNWALD
E., 1993) foram considerados infarto pequeno aqueles com extensio da zona de fibrose
relativa ao perimetro interno < 25%, infarto moderado aqueles 225% e <35%, e infartos
grandes aqueles > 35%. N&o foram obtidos os valores da extensfio da 4rea de infarto nos
coragdes avaliados no 1° dia pos-infarto, por ndo ser possivel, nesta fase, a delimitagio da
area de infarto pelo método adotado neste estudo.

Como mostrado na Figura 9A e na Tabela 1 foram observadas reducdes
significativas da espessura do septo interventricular no 3° ¢ 7° dia, seguida de um aumento
crescente até o 45° dia de evolugdo apés o infarto. Por outro lado, houve aumento
progressivo no difimetro da cavidade ventricular esquerda, sendo este aumento significativo
ja no 3° dia de evolucdo pos-infarto (Figura 9B). Como conseqiiéneia, ocorreu redugfio
progressiva da razdo espessura do septo/didmetro (S/D) da cavidade ventricular esquerda

até o 7° dia, ap6s o qual este parfmetro morfométrico se estabilizou (Tabela 1).
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Figura 9. Grificos representativos dos parimetros morfométricos obtidos de coracbes
de ratos confrole e infartados. A-Média do septo interventricular, expressos em mm, de
coraghes de ratos controle e infartados; B-Média do diimetro da cavidade ventricular,
expressos em mm, de coragdes de ratos controle e ratos infartados. ¥ p<0,05, comparade
com os valores dos coragGes de ratos controle.
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Na Figura 10 estfio representados exemplos de imagens histolégicas da drea de
infarto e do miocardio remoto ao longo do periodo de 45 dias ap6s o infarto do miocardio.
Na area infartada observam-se cardiomiocitos necrdticos no primeiro dia apds o infarto do
miocardio, caracterizados por coloracfo eosinofilica intensa e perda da imagem do micleo.
No 3° dia de evolugio observa-se celularidade intensa representada por células
inflamatorias € fragmentos de cardiomidcitos, enquanto a partir do 7° dia sfo observadas
células inflamatorias, focos de midcitos em degeneracio e traves de tecido intersticial
evidenciadas pela cor azul na coloracdo pelo Tricrémio de Masson. Imagens semelbantes
foram observadas apds 15 dias do infarto do miocardio, sendo que podem ser observados
focos de tecido de granulagiio tanto no 7° como no 15° dia. Apos 45 dias, observam-se
algumas células inflamatdrias e escassos midcitos, principalmente na zona de transiciio
entre o miocdrdio remoto e a 4rea de infarto. Nesta fase predomina o tecido fibroso

intersticial como mostrado no exemplo representativo da Figura 10.
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No miocardio remoto observam-se cardiomidcitos hipertréficos, com bifarcagdes
freqilentes e aumento discreto do tecido intersticial, evidentes no 15° e 45° dias de infarto
do miocdrdio.

Em seguida, cardiomi6eitos do miocdrdio remoto do ventriculo esquerdo foram
extraidos para avaliacio de alteracBes morfoldgicas provocadas pelo infarto do miocardio.

Na Figura 11 estio demonstrados exemplos representativos de cardiomidcitos
isolados de coracdes de ratos controle ¢ infartados (1, 3, 7, 15 e 45 dias de infarto do
miocéardio). Apos 15 dias de evolugdo, os cardiomidceitos apresentaram nitido aumento em

seu comprimento.

Controle 1dia 3dias 7dias 15dias 45 dias

Figura 11. Exemplos de cardiomiocitos isolados obtidos de coracdes controle ¢ do
miocdrdio remotoe do ventriculo esquerdo de ratos infartades. Cardiomidcitos de ratos
controle ¢ infartados (1, 3, 7, 15 e 45 dias de evolugfo de infarto) foram isolados, corados
com HE e observados em microscopio éptico, com aumento de 1000x.
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Os valores médios de difmetro e comprimento dos cardiomi6citos isolados sdo
apresentados pa Figura 12A B. Houve, reducfio significativa e progressiva no difimetro dos
cardiomidcitos isolados de coraches estudados apos o 3° dia de infarto do miocardio
{Figura 12A). Por outro lado, aumentos significativos no comprimento dos cardiomibcitos
foram observados a partir do 15° dia de evolugfo do infarto do miocardio (Figura 12B). Os
resultados de comprimento e didmetro obtidos de coracdes controle e infartados do presente
estudo sio compativeis com aqueles da literatura (GERDES AM., 2002; GERDES AM,

KELLERMAM SE, SCHOCKEN DD., 1995).
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Figura 12. Grificos representativos das médias dos valores morfométricos obtidos de
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de animais controle e infartados.
Células do ventriculo esquerdo de ratos infartados e controle foram isoladas € submetidas a
coloracic com HE. Foram avaliados em microscopio Optico, utilizando-se aumento de
1000%. A-Média do difmetro de cardiomidcitos isolados, expressos em pm; B-Média do
comprimento dos cardiomidcitos isolados, expressos em um. * p<0,05, comparado com os
valores obtidos de coracgdes de ratos controle.
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4.2-Analises de Pressdes do Ventriculo Esquerdo

Parametros como frequéncia cardiaca (FC), pressfio sistélica do ventriculo esquerdo
(PSVE), pressio diastolica final do ventriculo esquerdo (PDVE), primeiras derivadas
positiva e negativa da pressio sistolica do ventriculo esquerdo em relagfio ao tempo
(xdP/dt) foram obtidos em ratos controle e infartados (1 a 45 dias apés o infarto do
miocardio - IM).

Os grupos de ratos analisados no 3° e 7° dias apos o infarto do miocardio
apresentaram reducio significativa da presso sistolica do ventriculo esquerdo, quando
comparados com ratos controle nio-infartados (Figura 13A, Tabela 2). Nos demais grupos
os valores medios da pressfio sistélica foram semelhantes aqueles dos ratos controle.

Na Figura 13B esto representados os valores da pressdo diastolica final do ventriculo
esquerdo dos ratos controle e infartados. Houve aumento da pressio diastdlica em todos os
grupos de ratos infartados (~25 mmHg) quando comparados com os ratos controle (~10
mmHg).

Na Figura 13C (Tabela 2) estio representados os valores das primeiras derivadas
{positiva ¢ negativa) da pressio sistélica do ventriculo esquerdo dos ratos deste estudo.
Comﬁ esperado, os animais infartados apresentaram redugfc expressiva dos valores da
primeira derivada positiva e negativa, indicando reducdo do desempenho contratil do

ventricule esquerdo.
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Figura 13. Gréficos representativos das médias dos parimetros hemodindmicos
obtidos de animais comtroles e infartades. Animais foram submetidos ao infarto do
miocardio € parmetros hemodindmicos foram avaliados apés 1, 3, 7, 15 e 45 dias de
evolugio do infarto. Os animais controles (CT) sfio aqueles que possuem pesos
semelhantes aos animais utilizados para cirurgia e submetidos somente a andlises
hemodindmicas. A- Anilise comparativa das pressbes sistolicas do ventriculo esquerdo,
expressas em mmkg, obtidas de ratos controles e infartados nos diferentes periodos
estudados. B - Anélise comparativa das pressdes diastolicas finais do ventriculo esquerdo,
expressas em mmHg obtidos de coragdes de ratos controle ¢ infartados nos diferentes
periodos estudados. C - Analise comparativa das primeiras derivadas negativa ¢ positiva da
pressio sistolica do ventriculo esquerdo, expressas em mmHg/s em relagdo ao tempo
(dP/dt) obtidas de ratos controles e infartados nos diferentes periodos estudados. (*}
p<0,05, comparado com os valores dos coracGes de ratos controle.
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Tabela 2. Tabela representativa das médias dos parimetros hemodinimicos obtidos

coracges de animais controle ¢ infartados.

PSVE PDVE FC +dP/dt ~-dP/dt
Conirole 12719 10.3=0.5 4039 9585+564 94554650
(n=16)
M 1 dia 120+3 25+1.3* 433 4.6 4100 & 179% 3961 £338*
(n=7)
IM-3dias {111 £4* 23 +3* 410+ 17 5412 £332% 4940 +322%
(0=5)
IM~7dias | 102 6% 27£3% 436 £ 19 5038 + 803* 4624 £ 732%
@=5)
IM-15dias |120+52 26 +4.3* 431 £29 5715 £ 590* 5230 + 669*
(n=4)
M ~45dias (117238 27 £3.2% 409 +12 5958 4 576* 4727 + 645%
(n=8)

Os animais foram submetidos ao infarto do miocardio (IM) e pardmetros hemodinimicos
foram avaliados apos 1, 3, 7, 15 e 45 dias de evolugiio do infarto. Os animais controles
(CT) sao aqueles que possuem pesos semelhantes aos animais utilizados para cirurgia e
submetidos somente a analises hemodindmicas. (*) p<0,05, comparado com os valores dos
ratos controle.

PSVE: Pressiio Sistolica do Ventriculo Esquerdo; PDVE: Pressio Diastolica Final do
Ventriculo Esquerdo; FC: Freqgiiéncia Cardiaca; +dP/dt: primeira derivada positiva da
pressio sistolica do ventriculo esquerdo em relagiio ao tempo (mmtig/s); -dP/dt: primeira
derivada negativa da pressio sistélica do ventriculo esquerdo em relacdc ao tempo

(mmHg/s).

4.3-Expressio e Atividade da Quinase de Adesfic Focal

A expressdo ¢ atividade da Fak, bem como da Erk1/2, foram inicialmente avaliadas
com a técnica de western blot realizada com anticorpos anti-Fak e anti-Erk1/2, e anticorpos

fosfoespecificos para a Tyr397 da Fak e para os residuos de Ser/Thr da Erkl/Z,

respectivamente.
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Figura I14. Western blot realizado com anticorpos anti-Fak, anti-p(397)Fak, anti-
Erkl/2 e anti-pErkl/2 em material obtido da drea de infarto do ventriculo esquerdo
no periodo de 1 a 45 dias de evolucio do infarto.

Observa-se a quase auséncia de Fak e de Erk1/2 na drea de infarto no 1° dia de
evolugdo pés-infarto, ocorrendo aumento gradativo no perfodo até 15 dias e reducio para
niveis intermedidrios apds 45 dias de evolucdo do infarto do miocérdio. A atividade da Fak,
avaliada através da marcagio com anticorpo fosfoespecifico para o residuo de tirosina 397
aumentou em paralelo com o aumento da expressio da Fak. O mesmo padrio de

comportamento foi observado para a Erk1/2 (Figura 14).

Na Figura 15 estdo representados os resultados de western blot obtidos com
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anticorpos anti-Fak, anti-pFak, anti-Erk e anti-pErk em extratos de miocardio remoto. Aqui
foram observados aumentos na quantidade de Fak fosforilada desde o 1° dia, mantendo-se a
mesma elevada at€ o 45° dia de evolugfio do infarto do miocdrdio. Nio foram observadas
alteragbes na quantidade de Fak expressa pelo miocérdio nos primeiros dias de evolucfo do
infarto, sendo que no 15° ¢ 45° dias foram observados pequenos aumentos na expressio da

Fak. Padrio semelhante de ativagio e de expressio foi observado para a Erk1/2.

AREA REMOTA

€ 1 3 7 16 45 {dias)

pFak - 125kDa
Fak . 125 kDa
& 1 3 7 15 45(dias)
- 44 kDa
pErk 42 kD=
- 44 &¥D3
Erk 42 kD=

Figura 15. Western blot realizade com anticorpos anti-Fak, anti-p(397)-Fak, anti-
Erkl/2 e anti-pErkl/2 em material obtido do miocardio remoto de ventriculo
esquerdo no periodo de 1 a 45 dias de evoluciio do infarto.
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A expressio da Fak na 4rea de infarto ¢ no miocardio remoto também foi avaliada
através de munochistoquimica. Na Figura 16, s30 apresentados exemplos representativos de
marcagdo com anticorpo anti-Fak no miocérdio do ventriculo esquerdo de rato controle e na
area de infarto no periodo entre o 1° e 0 45° dia ap6s o infarto do miocérdio. No miocardio
controle a marcagdo com anticorpo anti-Fak apresenta padréio estriado seguindo aquele das
estriagbes sarcoméricas (Figura 16A). Nio foram observadas diferencas significativas no
padriio de marcagdo com o anticorpo anti-Fak nos cardiomidcitos da regifio remota do
ventriculo esquerdo de ratos submetidos a infarto do miocardio (dados nfio mostrados)
quando comparados com aquele de ratos controle.

Na érea de infarto observou-se auséncia de marcacfo significativa com o anticorpo
anti-Fak no primeiro dia pos-infarto (Figura 16B). J4 no terceiro dia foram observadas
células de origem inflamatéria com intensa marcagfio com anticorpo anti-Fak, sendo nitida
a presenca destas células proximas a midcitos necréticos, indicando processo de fagocitose
(Figura 16C). No 7° e 15° dias de evolugBio foram observadas grandes quantidades de
células na regifio do infarto com marcagfo intensa com anticorpo anti-Fak (Figuras 16D,
E). Nesta fase foram freqglientes os achados de tecido de granulacio com marcagfio intensa
das cflulas presumidamente inflamatérias e dos vasos da microcirculacio. Apés 45 dias
houve redugdo da quantidade de células na regifio fibrose, permanecendo as células

inflamatérias quase que restritas a regifio de transicio na borda do infarto (Figura 16F).
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Figura 16. Exemplos representativos de imagens de imunohistoquimica obtidas em
-coraces de ratos controle na regido de cicatriz nos perfodos de 1 a 45 dias apos o
infarto do miocardio.

A- Miocérdio de rato controle marcado com anticorpo anti-Fak;

Miocdrdio de rato apds 1 dia de infarto do miocdrdio marcado com anticorpo anti-Fak;
Miocardio de rato apés 3 dias de infarto do miocdrdio marcado com anticorpo anti-Fak;
Miocardio de rato apds 7 dias de infarto do miocdrdio marcado com anticorpo anti-Fak;
Miocérdio de rato apds 15 dias de infarto do miocdrdio marcado com anticorpo anti-Fak;
Miocérdio de rato apds 45 dias de infarto do miocdrdio marcado com anticorpo anti-Fak;
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O processo de remodelamento do ventriculo esquerdo ap6s o infarto do miocardio
envolve mecanismos complexos e interativos de sinalizacio celular que abrangem
cardiomidcitos, fibroblastos ¢ células inflamatérias tanto na 4rea de infarto como ne
miocardio remanescente. No presente estudo foram realizados experimentos para avaliar a
expressdo, ativacio e distribuiciio da quinase de adesfio focal (FAK) na drea de infarto e no
miocardio remoto de ratos submetidos a infarto do miocardio. Demonstrou-se que em
infartos de grande extensio do ventriculo esquerdo de ratos ocorre: 1) ativacfio da Fak no
miocardio remoto, detectada com anticorpo especifico para a Fak fosforilada no residuo de
tirosina 397, presente j4 no primeiro dia e mantida até 45 de evolucio do nfarto do
miocardio; 2) desaparecimento da expressiio, seguido de aumento progressivo da expressio
e atividade da Fak ao longo da evolugio do processo de cicatrizacio, em paralelo com o
aparecimento de células inflamatorias na area de infarto; 3) ativacfio e expressio da Erk1/2
paralela aquela da Fak tanto na é4rea remota como na area de infarto. Estes resultados sdo
compativeis com a idéia de que a sinalizagSo através da quinase de adesfo focal pode
contribuir em diversos processos celulares envolvidos no remodelamento do ventriculo
esquerdo e na cicatrizacfo da area de infarto.

O modelo experimental de infarto do miocérdio em ratos, obtido pela ligadura da
artéria coronaria descendente anterior, ¢ amplamente utilizado e reproduz fielmente as
alteracOes funcionais e estrufurais caracteristicas do processo de remodelamento do
ventriculo esquerdo (PFEFFER MA, BRAUNWALD E., 1990; OLIvETTI G, CAPASSO JM,
SONNEENBLICK EH, et al, 1990; MccorMICK RJ, MusCH TI, BERGMAN BC, et al, 1994).
No presente estudo, a ligadura da artéria corondria descendente anterior produziu infartos

gque comprometeram mais do que 30% da parede livre do ventriculo esquerdo, o que os
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classifica como infartos de extensdo moderada a grande. De notivel importincia, neste
caso, € o fato de que em infartos desta magnitude a tensfo na parede do ventriculo esquerdo
dificilmente se normaliza, o que determina dilatacfio e deterioracio funcional progressivas
do ventricnlo esquerdo na evolucdo tardia apés o infarto do miocirdio (PFEFFER MA,
BRAUNWALD E., 1990). Os resultados da analise morfométrica e das medidas das pressGes
do ventriculo esquerdo dos coracOes infartados utilizados no presente estudo sfo
compativeis com esta idéia. Apesar de o método morfométrico nfo ter permitido a
avaliacio longitudinal dos coragbes dos ratos, verificamos dilatacio crescemte,
acompanhada de aumentos do comprimento e didmetro dos cardiomidcitos, e aumentos da
pressio diastlica final do ventriculo esquerdo, caracteristicos do remodelamento cardiaco
nos ratos avaliados nos varios periodos gue se seguiram ao infarto do miocardio. Da mesma
forma, a auséncia de avabiaclo longitudinal dificulta a interpretacio da ocorréncia de
aumento crescente da area de infarto nos ratos do presente estudo. No entanto, € possivel
que a tensdo permanentemente aumentada no ventriculo esquerdo provoque dilatagfio tanto
pelo estiramento da &rea remota como por expansio da drea de infarto.

A analise da expressio da Fak na area de infarto por western blot e por
imunohistogquimica mostrou que no 1° dia apés o infarto do miocardio ocorre reducio da
atividade e expressdo da Fak e da Erk1/2 para niveis quase indetectaveis. Este resultado era
esperado, ja que a supressfo abrupta do fluxo de sangue para a 4rea irrigada pela artéria
coronaria descendente anterior acompanha-se de necrose macica dos cardiomidcitos de
extensdo transmural.

O aparecimento progressivo da expresso da Fak, bem como de sua atividade na

srea de infarto apés o primeire dia de infarto coincide com ¢ aparecimento de células com
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caracteristicas de células inflamatorias {macrofagos e neutrofilos) intensamente marcadas
com anticorpo anti-Fak na regido, detectada através de imunohistoquimica, indicando que a
atividade da Fak pode ter papel importante na fungfio destas células durante o reparo do
tecido infartado.

E digno de nota o fato de que no 3° dia de evoluciio do infarto do miocérdio, boa
parte das células que expressam Fak foram encontradas proximas as estruturas dos
cardiomibcitos necroticos, em imagens bastante sugestivas de fagocitose, sugerindo que a
sinalizacio pela Fak pode modular o processo de migracio, reconhecimento e fagocitose do
tecido necrotico pelas células inflamatorias.

Neste contexto, existem amplas demonstracdes de que a Fak tem importante papel
na regulacio de varios dos processos basicos da fungio de macréfagos e células
inflamatérias. A Fak participa do processo de adesfio a sitios especificos da matriz
extracelular ricos em fibronectina e colageno mediado por integrinas (PARSONS JT, MARTIN
KH, Stack JK, TAYLOR JM, WEED SA., 2000), da mesma forma que € importante para a
migracio e fagocitose de células inflamaiérias, processos estes também mediados por
integrinas (MAY RC, Macsesky LN., 2001; REVES-REYES M, MORA N, GONZAIFZ G,
ROSALES C., 2002).

QOutro achado relevante da anélise por imunohistoquimica da area de infarto foi a
presenca de marcacio intensa com o anticorpo anti-Fak do tecido de granulacio evidente
no 7° dia pds-infarto. A reac8o granulomatosa ocorre no processe de cicatrizacio do infarto
e é constituida de miofibroblastos, macréfagos e vasos da microcirculacio (HAYAKAWA K
TaxeMURA G; KanoH M; Li Y, Koba M; Kawase Y; MaruvyaMma R; Oxkapa H;

MINATOGUCH 8; Funwara T, FUMTWARA H., 2003). Da mesma forma, o achado de gue
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nesta fase a atividade da Fak na drea de cicatrizacio avaliada por western blot encontra-se
aumentada indica que a Fak tem papel importante no processo de formagio dos
granulomas. A mportincia da presenca de granulomas para o processo de cicatrizagiio da
drea de infarto ¢ para o processo de remodelamento tem sido postulada em trabathos
recentes. Admite-se que céhulas inflamatérias que se agregam nos granulomas da regiio de
cicatrizacdo criem ambiente pré-apoptdtico que induz a apoptose de miofibroblastos
(TAKEMURA G, OBNOM, HAYAKAWA Y, et al., 1998; ENGLER RL., 1989).

Neste caso, cicatrizes com alto teor de células inflamatérias podem retardar o
aparecimento da fibrose e predispor a uma expansdo da 4rea de infarto e maiores alteragdes
estruturais do ventriculo esquerdo em seu todo. E possivel, que o excesso de Fak observado
nos granulomas represente a expressfo desta proteina por células inflamatorias, mais do
que por miofibroblastos. Como a ativagio da Fak leva as células a serem resistentes a
apoptose (HANKS SK, Ryznova L, SHIN NY, BRABEK J., 2003), a presenga de
hiperatividade da Fak nos granulomas poderia representar o mecanismo pelo qual as células
inflamatorias sdo relativamente resistentes a apoptose quando comparadas com os
miofibroblastos.

Apbs 45 dias de evoluglio do infarto do miocardio, ocorre diminuiciio da expresséo
e atividade da Fak na area de cicatrizacfo. Esta reducfio coincide com a diminuicic do
namero de células, caracteristico desta fase da evolugio do infarto. No entanto, observamos
que celulas com caracteristicas de células mflamatérias ainda se encontram presentes na
regido da cicatriz, principalmente préximo 4 zona de transicdo, podendo ser estas células
em conjunic com ©os miofibroblastos remanescentes, os responsaveis pela expressio e

atividade da Fak presente no tecido fibroso. O fato de ainda ser encontrada atividade da Fak
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nesta regido pode egtar relalcionado ao fato de que no presente estudo foram analisados
infartos extensos, acompanhados de aumento de tens8o na parede do ventriculo esquerdo e
expansdo continuada da zona de infarto, como discutido anteriormente. Esta situacfio
poderia contribuir para a presenca de células inflamatdrias na area de cicatriz devido tanto
ao estimulo mecédnico bem como para a perda gradual dos mibcitos da zona de transicdo.
Neste contexto, € interessante notar que estudos recentes indicam que macrdfagos sfo
sensiveis a estimulos mecénicos gerados no ambiente dos tecidos, sendo ativados por
mecanismo que envolve o complexo integrina/Fak (SHIRATSUCHI H, BASSON MD., 2004).

Qutro aspecto interessante do presente estudo foi o achado de que simultaneamente
a expressdo e ativagiio da Fak, ocorre expressio e ativacio da Erk1/2 na 4rea de infarto. Isto
indica, como j4 demonstrado anteriormente por estudos de nosso e outros laboratorios
(FRANCHINI K. G.; TORSONI A. S.; SOARES P. H .A.; SAADM. J. A, 2000; DOMINGOSP. P.;
FONSECA P. M.; NADRUZ. W. JR.; FRANCHINI K. G., 2002), um acoplamento funcional entre
estas duas moléculas de sinalizagfio. O fato de as Erk1/2 serem serina quinases da familia
das MAP quinases estreitamente envolvidas no processo de crescimento e proliferacio
celular indica que a ativacio da via Fak/Erk1/2 tem papel fundamental na regulacio da
resposta celular do processo de cicatrizagio da drea de infarto do miocardio.

De maneira geral, com bases nestes resultados, pode-se especular que a modulacio
da atividade da Fak, através de inibidores farmacolbgicos, poderia atenuar 2 intensidade do
processo inflamatério na 4rea de infarto, favorecendo a sobrevivéncia de miofibroblastos e
formago de cicatriz mais adequada ao processo de adaptacfio ao aumento de tensdo e
possivelmente impedindo o remodelamento inadequado do ventriculo esquerdo ap6s o

infarto do miocardio.
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No presente estudo também verificamos que a atividade da Fak encontra-se
aumentada na regifio do miocérdic remoto. Este aumento de atividade foi observado ja no
primeire dia e permaneceu até o 45° dia de evolucio do infarto do miocardio. Diferente do
que ocorreu na drea de infarto, neste caso nfo houve variaco significativa da quantidade de
Fak expressa pelo tecido, indicando tratar-se de aumento da atividade permanente das
moléculas de Fak expressas no miocardio remoto. Como a maior parte da Fak expressa no
miocérdio encontra-se nos cardiomidcitos, presume-se que esta ativagfio tenha ocorrido por
conta do aumento da atividade da Fak nos cardiomidcitos. Isto pode também ser inferido 4
partir da analise por imunohistoquimica do miocardio remoto, indicando que boa parte da
marcagio com anticorpo anti-Fak ocorreu nos cardiomiocitos. |

O mecanismo pelo qual a Fak aumentou sua atividade na regifio remota do
miocardio ndo foi explorade no presente estudo, mas pode ser devido aoc aumento
permanente da tensdo ao qual estas células estdo submetidas. Em estudos anteriores do
nosso laboratorio demonstramos que © estiramento ativa a Fak (TORSONI A. 8
CONSTANCIO S. S.; NaDRUz. JR. W.; HaNKS S. K.; FRancHINT K. G., 2003). No entanto,
pestes estudos as andlise ficaram restritas a sifuacSes agudas, nfo tendo sido estabelecido se
a persisténcia do estimulo por periodos prolongados como aquele do presente estudo esta
associada a aumento permanente da atividade da Fak. Em estudos mais recentes do nosso
iaboratorio (Fonseca PM, IONUE RY, KOBARG (B, KOBARG J, FrRancHINI KG.-
submetido) verificamos que em coraghes submetidos a coarctacfio da acrta e avaliados nos
primeiros 15 dias pds-operatérios, ocorreu aumento sustentado da Fak, de forma
semelhante aquele observado no presente estudo no miocardio remoto. Por outro lado, em

estudos realizados em camundongo MDX, com distrofia de Duchene, verificamos aumento
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da atividade da Fak, sem aumento da expressfio no miocérdio quando comparados com
camundongos normais. Deve-se salientar que os camundongos MDX apresentam
miocardiopatia com fenétipo de dilatacfio do ventriculo esquerdo, hipertrofia miocardica e
fibrose intersticial. Interessantemente, observamos que a Fak apresenta-se com menor
associacio com a SHP-2, uma fosfatase especifica para tirosina guinases, no miocardio de
camundongos MDX, o que poderia contribuir para a persisténcia da hiperativagio da Fak.
Resultados semelhantes foram obtidos em coraces submetidos a sobrecarga pressora e
cardiomiocitos isolados submetidos a estiramento, indicando que a dissociacdio entre Fak e
SHP-2 induzida por estimulo mecénico pode ser responsaveis pela manutencdo da atividade
da Fak em situacBes de sobrecarga mecinica prolongada. Assim, é possivel que 0 mesmo
fenbmeno seja o responsavel pela hiperatividade permanente da Fak no miccardio remoto
na fase tardia do remodelamento miocardico. Serd interessante analisar a existéncia deste
mecanismo ¢ 0S8 processos de sinalizacfio que o desencadeiam nas situagdes de infarto do
miocardio.

Por outro lado, o aumento permanente da atividade da Fak no miocérdio remoto
poderia se dever ao excesso de fatores paracrino, autéerinos e de crescimento liberados por
causa da persisténcia da tensfio aumentada nas paredes do ventriculo esquerdo. Existem
amplas demonstragdes de que durante o processe de remodelamento varios mediadores
locais e sistémico (e.g. TGF-B1, Angiotensina II) encontram-se aumentados e poderiam
contribuir para a ativacfio da Fak (ST. JOBN SUTTON M.; PFEFFER M. A; PLAPPERTT. et al,,
1994). No entanto, da mesma forma que para o estimulo mecénico, nfo existem estudos
que tenham explorado os efeitos da estimulacio crénica com fatores de crescimento ou

paracrinos sobre a atividade da Fak em cardiomibcitos. Portanto, permanece por ser
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esclarecido se a hiperatividade da Fak no miocardio remoto se deve 2 ativacfio por fatores
Paracrmes.

Hi ainda a possibilidade de que ¢ aumento da atividade da Fak no miocardio remoto
seja devido ao aumento de células intersticiais e inflamatorias. Esta possibilidade ¢ maior
no caso dos coragdes estudados apés 15 e 45 dias de infarto, j4 que houve aumento discreto
da quantidade de Fak nestes coragdes. De acordo com isto, existem demonstragbes amplas
de que durante o processo de remodelamento ocorre proliferagio do tecido intersticial e,
dependendo da intensidade do remodelamento, o processo pode se expandir para o
miocardio remoto (ST. JOHN SUTTCON M.; PFEFFER M. A; PLAPPERTT. et al, 1994).

Apesar de nfo termos realizado estudos de interferéncia nos mecanismos de
sinalizacio da Fak, & possivel supor, com base nos estudos anteriores de nosso laboratério
(FRANCHINI K. G.; TORSONI A. S.; SOARESP. H .A.; SAADM. J. A, 2000; DOMINGOS P. P.;
FONSECA P. M.; NADRUZ. W. JR.; FRANCHINI K. G., 2002; TORSONI A. S.; CONSTANCIO S.
S.; NADRUZ. JR. W.; Hanks S. K.; FrancHm K. G, 2003) que a atividade aumentada da
Fak no miocardic remoto pode contribuir para o estabelecimente do crescimento
hipertrofico dos cardiomibeitos, além de proteger as células contra a apoptose. No entanto,
também ¢ possivel que a ativacBo excessiva e prolongada da Fak tanto nos cardiomiéeitos
como nas células intersticiais e inflamatérias ative mecanismos de sinalizacio que
contribuem para a deterioracfo funcional e estrutural do miocardio, de tal forma, que a

modulacio de sua atividade no infarto do miocardio pode trazer bepeficios terapéuticos.
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6. CONCLUSOES



Os resultados aqui apresentados permitem concluir que a Fak € ativada durante o
processo de remodelamento do ventriculo esquerdo apds o infarto do miocardio, tanto no
miocardio remoto como na area de infarto. A ativacio da Fak nestas duas regifes ocorre em
tipos celulares diferentes, sendo os cardiomidcitos, o principal sitio no miocardio remoto e,
as células inflamatorias, o principal sitio na area de infarto. A ubigiiidade de tipos celulares
que expressam a Fak indicam ser esta enzima componente de vias de sinalizago
envolvidas em mecanismos e fungdes basicas e, portanto, fundamentais, para as fungdes
cehilares requeridas nos processos de hipertrofia do miocardio remoto e cicatrizacfio da
grea de infarto. Estudos futuros deverfio abordar a contribui¢iio relativa da Fak para
resposta hipertrofica dos cardiomidcitos € a resposta inflamatéria no processo de
cicatrizagio da area de infarto. Os resultados destas abordagens deverdo permitir o
entendimento sobre a contribuicfio desta enzima e suas vias de sinalizacBio no processo de
remodelamento miocardio e sua participagfio no processo de adaptacfio e desadaptacfio

funcional e estrutural do ventriculo esguerdo apoés o infarto do miocérdio.

Conclusdes

8é



87




Mechanical s’tunuh iz;,itiate an acute activation of focal adhesion molecule (Fak) in
the myocardium. This Fak activation initiates intracellular pathways that culminate in the
hypertrophy development. In addition, the activation of Fak can be accompanied by
activation of other intracellular signaling pathways involved in the cellular growth. Data
obtained n our laboratory demonstrated that mechanical stress activates Fak and it is
erucial in the regulation of fetal genes re-expression, demonstrating the important role of
Fak in the hypertrophy and cardiac remodeling. In the present study we investigated: 1 -
Fak expression and phosphorylation at Tyr-397 residue in the infarcted area and in the
remote myocardium; 2 - Erk 1/2 expression and activation at Ser/Thr residue in the
infarcted area and in the remote myocardium. These events were observed during left
ventricle (LV) myocardial remodeling after myocardial infarction in rats.

In this study the ligation of the left anterior descending artery induced infarcted
area of the LV, classified as moderate to large extension. Morphometrical and
hemodinamic analysis evaluated 1, 3, 7, 15 e 45 afier myocardial infarction demonstrated
that the LV diastolic final pressure and diameter was markedly elevated, and that cardiac
myocytes became elongated and hypertrophied. These results were confirmed by data
obtained in the lilerature that demonstirated that afler a large to moderate myocardial
infarction the L'V undergoes a series of morphologic changes characterized by progressive
increase in L'V mass and volume and decrease in global LV systolic performance.

In addition, using western blot and immunchistochemical techniques, we also
demonstrated that Fak is phosphorylated at Tyr-397 in the remote myocardium in the first
day up to 45 days after LV ifarction. On the other hand, the absence of Fak expression in

the infarcted area by the 1% day afier the myocardial infarction was followed by a
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progressive increase of Fak expression and activation, paralleled to scaring processes and
mflammatory cell migration at this site. Similarly, we observed Erk 1/2 expression and
activation in the infarcted and remote area.

Since Fak was constantly activated in the remote area demonstrated in the present
study, and based on the results obtained in our laboratory that demonstrated the important
role of the Fak in the myocardial remodeling after pressure overload, we hypothesize that
Fak could contribute to hypertrophic growth after myocardial infarction. On the other
hand, the increase in the Fak activation in the myocardium and/or inflammatory cells could
be deleterious, and could contribute to the dysfunction of the heart. Thus, the Fak would be

a new therapeutic target in the future.
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