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RESUMO

Estimulo mecanico ¢ um dos principais eventos envolvidos na hipertrofia cardiaca
que afeta véarios componentes de vias de sinalizacdo do miocéardio. Recentemente, um novo
transcrito altamente expresso em musculo cardiaco, denominado de ARHGAP2I, foi
descrito como um membro da familia de proteinas Rho GAP, que demonstrou atividade
catalitica sobre Cdc42 e interagdo com ARF1, ARF6 e a-catenina, proteinas importantes do
remodelamento do citoesqueleto e jungdes aderentes. No presente estudo, tivemos como
objetivo analisar a expressao da ARHGAP21 em resposta ao estresse mecanico agudo em
coragdes de ratos adultos, e sua associacdo com FAK e PKCC. Utilizando-se fracionamento
subcelular, microscopia confocal e eletronica, demonstramos que ARHGAP21 relocaliza-se
das regides nucleares e miofilamentos para linhas Z, discos intercalares e costameros de
cardiomidcitos submetidos a sobrecarga de pressdo, sugerindo que esta proteina pode
desenvolver uma importante fungdo no remodelamento cardiaco. Além do mais, ensaio de
imunoprecipitagdo mostrou que ARHGAP21 interage com PKCC e FAK em ratos controle,
submetidos a coarctagdo da aorta e espontaneamente hipertensos (SHR). Trés diferentes
regides de FAK, contendo cauda de GST acoplada, foram utilizadas em ensaio de ligacdo in
vitro, demonstrando que ARHGAP21 se liga a por¢do carboxi terminal de FAK. Além
disso, ARHGAP21 associa-se a PKC( fosforilada em Thr410 em co-imunoprecipitados de
extratos protéicos de ratos controle e SHR. Entretanto, ARHGAP21 associa-se apenas a
FAK fosforilada em Tyr925 em SHR. Também foi verificado que PKCC ¢ fosforilada por
estimulo mecanico. Estes resultados sugerem que ARHGAP21 pode atuar como uma
molécula sinalizadora ou proteina adaptadora das vias de sinalizagdo de FAK ¢ PKC{ em
cardiomiocitos, provavelmente desempenhando importante funcdo durante estresse

cardiaco.

Xvii



ABSTRACT

Mechanical stimulus is one of the major events involved in cardiac hypertrophy, and
affects components of essential myocardium signaling pathways. Recently, we described a
highly expressed mRNA in the cardiac muscle as a member of the RhoGAP family of
proteins, ARHGAP21, which demonstrated GAP activity over Cdc42 and interacted with
ARF1, ARF6 and a-catenin important proteins of the cytoskeleton assembly and adherent
junctions. In the present work, we aimed to analyze the expression of ARHGAP21 in
response to acute mechanical stress in the adult rat heart and its association with FAK and
PKCC proteins. By subcellular fractionation, confocal and immunoelectron microscopy, we
demonstrated that ARHGAP21 is relocated from the nucleus to the plasma membrane, Z-
lines and costameres of cardiomyocytes submitted to pressure overload conditions,
suggesting that this protein may develop a role in cardiac remodeling. Furthermore,
immunoprecipitation assay showed that ARHGAP21 interacted with PKCC and FAK in
control rats, rats submitted to aortic clamping and spontaneously hypertensive rats (SHR).
Using three different GST-tagged regions of FAK, we found that ARHGAP21 binds to the
carboxyl terminal portion of FAK. Moreover, ARHGAP21 binds to PKC( phosphorylated
on Thr410 in co-immunoprecipitates of protein extracts from sham control rats and SHR.
However, ARHGAP21 only binds to FAK phophorylated on Tyr925 of SHR. We have also
shown that PKCC is phosphorylated by mechanical stimuli. Altogether, these results
suggest that ARHGAP21 may act as a signaling molecule or scaffold protein of FAK and
PKCC signaling pathways in cardiomyocytes, probably developing an important function

during cardiac stress.
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1 Citoesqueleto e suas func¢des

O citoesqueleto consiste em uma extensiva rede de filamentos que interliga o ntcleo
da célula ao meio extracelular, além de participar dos processos de adesdo célula-célula e
célula-matriz por meio de jungdes celulares especializadas presentes na membrana
plasmatica. Em células eucariotas, o citoesqueleto ¢ formado por trés familias protéicas
principais, compostas por filamentos de actina (F-actina), filamentos intermediarios e
microtibulos, que conjuntamente formam estruturas filamentosas. Além do mais, diversas
proteinas associadas ao citoesqueleto cooperam para a complexa organizagdo da
maquinaria celular. Estes componentes fornecem suporte mecanico a membrana
plasmatica, além de desempenhar importante papel na regulacdo de muitas atividades
biologicas, como movimento da célula, controle do ciclo celular, apoptose, diferenciacdo
celular, trafego protéico, adesdo e sinalizacdo, bem como polimerizacdo da actina (Fuchs e
Cleveland, 1998). Muitas dessas fungdes sdao dependentes da reorganizagdao do
citoesqueleto de actina, que estd estruturalmente ligado aos locais de adesdo célula-célula e
c¢lula-matriz (Hall, 1998).

Como o citoesqueleto estd envolvido em quase todas as fungdes celulares,
anormalidades em qualquer uma das proteinas que compdem esta complexa estrutura
celular freqiientemente resultam em condigdes patologicas. De fato, muitas doencas vém
sendo associadas as anormalidades de proteinas de citoesqueleto e nucleoesqueleto,
incluindo vérias sindromes de doengas cardiovasculares, neurodegeneragdo, invasao
tumoral, cirrose hepatica, fibrose pulmonar, bem como doengas de pele (Ramaekers e
Bosman, 2004).

Dessa maneira, a identificacdo e caracterizacdo de novos genes que pudessem
codificar proteinas de citoesqueleto relacionados a neoplasias constituiu motivo de grande
interesse na comunidade cientifica e também para o Laboratorio de Biologia Molecular do
Hemocentro da UNICAMP. Sendo assim, foram realizadas pesquisas no banco de dados de
seqiiéncias génicas expressas em neoplasias, o qual foi gerado pelo Projeto Genoma
Humano do Cancer, desenvolvido pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP) e Instituto Ludwig. Este projeto realizou o seqiienciamento de Espression
Sequence Tags (ESTs) de tecidos humanos neopldsicos através de uma estratégia

denominada de Open Reading Frame ESTs (ORESTES). Dentre as diversas ESTs
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encontradas durante a pesquisa, uma foi de especial interesse, EST PM3-LT0032-231299-
001-h11 (ntimero de acesso AW836480), por possuir alta similaridade com o dominio PH
da B-espectrina humana, importante proteina de citoesqueleto. Esta EST, identificada em
biblioteca de cDNA de leiomiosarcoma, foi alinhada com seqiiéncias do Genoma Humano
através de analise computacional, utilizando-se o programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) disponibilizado na pagina de internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Foram encontradas duas
seqiiéncias génicas, uma no cromossomo 6, que foi classificada como um retropseudogene,
e outra no cromossomo 10, identificada como um gene humano denominado de
ARHGAP21, inicialmente nomeado de ARHGAPI10 (nomenclatura revisada pelo HGNC -

HUGO Gene Nomenclature Committee).

2 ARHGAP21

O gene da ARHGAP2I, descrito recentemente no Laboratério de Biologia
Molecular do Hemocentro da UNICAMP (Basseres et al., 2002), esta localizado no braco
curto do cromossomo 10, banda 10p12.1, e codifica um transcrito de 7107pb e quadro
aberto de leitura de 5874pb, sendo composto por 26 éxons (Figura 1). A proteina codificada
pelo RNAm da ARHGAP21 possui 1957 aminoacidos, peso molecular de aproximadamente
250kDa, e trés dominios principais: PDZ, PH e Rho GAP, sendo este tltimo o responséavel
pela classificagdo da ARHGAP21 como uma proteina ativadora de Rho GTPase (Rho
GAP).

O dominio PH esta envolvido em mecanismos de transmissdo de sinais e encontra-
se presente em algumas proteinas de citoesqueleto. Interage com fosfolipideos da
membrana plasmatica, e também com F-actina, induzindo a formacdo de feixes
filamentares da actina. Em muitas proteinas, o dominio PDZ medeia interagdes proteina-
proteina, geralmente conectando componentes envolvidos na sinalizagdo celular (Saras e
Heldin, 1996). Estes complexos protéicos auxiliam nas propriedades adesivas de alguns
tipos celulares, além de desempenharem funcdo importante na formacdo de barreira
paracelular, transporte i6nico, e transmissao de sinais entre células adjacentes que regulam

o crescimento, diferenciagao e homeostasia (Fanning e Anderson, 1999). Adicionalmente, o
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dominio PDZ pode interagir com proteinas MERM, que sdo proteinas do citoesqueleto

capazes de se ligar a actina (Murthy et al., 1998).

e 40 CEel W ENE T NETTENT T

I': —1

Reverse simnd ——1

A B —  p— T

transcrito
ARHGAP21
0] 590 1000 1 590 20100
PDZ PH RhoGAP
250KDa proteina
ARHGAP21

Figura 1: Representacdo esquematica da localizagdo génica da ARHGAP21 no
cromossomo 10, seu respectivo transcrito, com aproximadamente 7000pb e 26 éxons, e sua
estrutura protéica primaria, composta por trés dominios principais indicados: PDZ, PH e
Rho GAP. A proteina ARHGAP21 ¢ constituida de 1957 aminoacidos e possui peso
molecular >250KDa.

Em células humanas, foi demonstrado que o RNAm da ARHGAP21 ¢ mais
expresso em cérebro e musculos esqueléticos e cardiacos (Figura 2) (Basseres et al., 2002).
Estudos mais recentes mostraram que o dominio Rho GAP da ARHGAP21 possui
atividade catalitica sobre a clivagem de GTP de Cdc42 e RhoA (Dubois et al., 2005; Sousa
et al.,, 2005). Além do mais, estudo utilizando metodologia de Duplo-Hibrido e
imunoprecipitacio demonstrou que ARHGAP21 associa-se a importante proteina de
adesdo, a-catenina (Sousa et al., 2005). No entanto, ainda ha controvérsias sobre a
localizagao subcelular da ARHGAP21. Em um trabalho, ARHGAP21 foi encontrada

colocalizada com o aparato do Golgi e em regido juxtanuclear (Dubois et al., 2005),
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enquanto que outro estudo demonstrou a presenca da ARHGAP21 no nucleo, regidao
perinuclear e nas jungdes célula-célula (Sousa et al., 2005).

Evidéncias indicam que as proteinas Rho GAPs desempenham importante fun¢do na
inibi¢do de Rho GTPases, regulando, desse modo, o crescimento e diferenciagdo celulares.
Em situacdes anormais, as GTPases encontram-se hiperativadas, tornando-se insensiveis
aos sinais reguladores, o que leva ao crescimento celular descontrolado, inibicdo da
apoptose e instabilidade genética, resultando em desenvolvimento tumoral (Aznar e Lacal,
2001). Adicionalmente, uma regulacdo imprépria da migragdo e adesdo celulares pode
possibilitar invasividade das células tumorais e desenvolvimento de metastases (Price e

Collard, 2001; Wittmann e Waterman-Storer, 2001).

7.5Kb——p

2Kb——p
1.8Kb —p

Figura 2: Analise de Northern Blot, mostrando a expressdo do RNAm da ARHGAP21 em
diversos tecidos humanos. Nota-se sua maior expressao em tecidos altamente diferenciados,

como cérebro, musculos esquelético e cardiaco.

3 Familia Rho e as Rho GAPs

A familia de proteinas Rho ¢ formada por alguns membros da superfamilia Ras de
pequenas moléculas de trifosfatases de guanosina (GTPases), presentes em células
eucariotas. Essas proteinas estdo envolvidas em muitos eventos biologicos, atuando no
controle da transdu¢do de sinal, que ligam receptores de membrana ao citoesqueleto de

actina (Hall, 1998; Symons, 1996). Alguns membros da familia Rho estdo envolvidos na

Introdugdo
23



progressao da fase Gl do ciclo celular, desempenhando importante funcdo na
transformagdo oncogénica (Roux et al., 1997). Além disso, as GTPases sdo necessarias para
que as transformag¢des mediadas por Ras induzam mudancas na morfologia celular. A
capacidade das Rho GTPases em regular esses eventos ¢ dependente da interagdo dessas
moléculas com proteinas efetoras do citoplasma. As proteinas Rho podem ser encontradas
associadas tanto a moléculas de GDP quanto de GTP. No entanto, apenas a proteina ligada
ao GTP ¢ ativa, ou seja, € capaz de interagir com proteinas efetoras.

Existem pelo menos 21 membros da familia Rho, sendo trés as mais extensivamente
estudadas: RhoA, Racl e Cdc42, todas localizadas na superficie interna da membrana
plasmatica (Peck et al., 2002). A proteina RhoA interage com varias proteinas efetoras,
coordenando a reorganizagdo da actina e formag¢do de fibras de estresse. A formagdo de
protusdes da membrana plasmatica, observada em alguns tipos celulares, ¢ induzida pelas
proteinas Rac e Cdc42. A formacdo de lamelipodios e desorganizacdo da membrana
plasmatica sao dependentes da polimerizagdo da actina, processo esse estimulado pela
proteina Racl, enquanto que a formacdo de filopodios depende da liga¢do cruzada entre
proteinas ligantes da actina e feixes da propria actina, induzida pela proteina Cdc42 (Tapon
e Hall, 1997).

Racl e Cdc42 também estdo envolvidas na diferenciagdo de células musculares
esqueléticas, cuja perda de fungdo acarreta em perda de inibigdo por contato, crescimento
independente de ancoragem, e conseqiientemente promove o desenvolvimento tumoral de
musculo esquelético (Meriane et al., 2002). Além disso, modelos de sinalizagdo das Rho
regulam a expressdo génica hipertrofica cardiaca, agindo na morfologia da fibra muscular
de cardiomidcitos, e podem estar envolvidos na patogénese de disfun¢des cardiacas e
remodelamento cardiovascular (Kobayashi et al., 2002; Thorburn et al., 1997).

As GTPases sdo controladas por uma atividade GTPase intrinseca e também por
varias proteinas regulatorias (Aznar e Lacal, 2001). Dentre elas encontram-se as proteinas
inibitorias de dissociacdo da guanina (Rho guanosine nucletide dissociation inhibitors —
Rho GDIs), que inibem a atividade de troca GDP-GTP, e os fatores de troca de guanina
(guanine nucleotide exchange factors — Rho GEFs), que facilitam a troca de GDP para GTP
e ativam as proteinas Rho GTPases. As proteinas ativadoras de Rho GTPase (GTPase

activating proteins — Rho GAPs) sdo proteinas importantes que promovem a hidrdlise do
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GTP, atuando como reguladores negativos das Rho GTPases, essenciais na organizacao do
citoesqueleto, crescimento e diferenciacdo celulares, desenvolvimento neuronal e sinapses
(Aznar e Lacal, 2001; Bishop e Hall, 2000). Estudos moleculares e bioquimicos revelaram
uma regido responsavel pela atividade hidrolitica das Rho GAPs de aproximadamente 170
aminoacidos, denominada de dominio Rho GAP (ou dominio BH) (Moon e Zheng, 2003).

Virios tipos tumorais j4 foram associados ao aumento da expressdo de Rho
GTPases, indicando uma possivel participagdo das Rho GAPs na patogénese tumoral. Por
exemplo, o gene DLCI1 (deleted in liver cancer), membro da familia Rho GAP, encontra-se
deletado em 44% dos carcinomas hepatocelulares primarios. Dessa maneira, alguns genes
codificadores de proteinas Rho GAPs sdo candidatos a tornarem-se genes supressores
tumorais.

Estudos de expressao da ARHGAPY, uma proteina com dominios Rho GAP, PH e
WW, mostraram que a proteina encontrava-se altamente expressa em tecidos
hematopoiéticos, incluindo linhagens celulares de leucemias de células B e T, linhagens
mieldides ou linfomas de Hodgkin. Além disso, andlises de transfeccdo sugerem que a
ARHGAPY9 pode regular a adesdo de células hematopoiéticas a moléculas da matrix
extracelular (Furukawa et al., 2001). A ARHGAP12, que possui dominios similares a
ARHGAPY, ¢ fortemente expressa em carcinomas mamarios, diferentemente do que se
observa em tecidos normais e de linhagens de células tumorais (Zhang et al., 2002).

Prakash e colaboradores descreveram delecdo do gene da ARHGAP6 na Sindrome
da pele defeituosa, sugerindo que este gene poderia estar associado a ma formacao dos
olhos, pele e sistema nervoso central, embora estudos adicionais em ratos transgénicos nao
confirmassem esta hipotese (Prakash et al., 2000). Estudos em camundongos knockout
indicaram que a outra proteina Rho GAP, p190-B, estd associada a diferenciacdo celular
do timo e cérebro, e também ao crescimento celular (Sordella et al., 2002). Também foi
verificada a participagao da p190-B na regulagdo da atividade das Rho GTPases durante a
miogénese (Sordella et al., 2003).

Recentemente, foi descrito por CHIKUMI e colaboradores uma nova rota
bioquimica na qual tirosinas quinase podem regular a atividade das Rho GTPases por meio
da fosforilagdo de Rho GEFs (Chikumi et al., 2002). Nessa nova via, a trombina pode

induzir ativagdo da quinase de adesdo focal (focal adhesion kinase — FAK), que por sua vez

Introdugdo
25



provoca acumulo de Rho GTPase em sua forma ativa, provavelmente participando de
mecanismo de prolongacdo da a¢do das Rho GTPases. Por outro lado, a FAK também ¢
capaz de suprimir a funcdo das Rho, indicando uma possivel interacdo direta ou indireta
entre FAK e Rho GAPs. Esta evidéncia é confirmada pela interacdo existente entre FAK e
o dominio SH3 (Src homology 3) da proteina GRAF (GAP for Rho associated with FAK),
encontrada expressa constitutivamente em células cerebrais e cardiacas (Taylor et al.,
1998).

Diante de todas essas evidéncias, o estudo de novas proteinas citoesqueléticas torna-
se fundamental para o entendimento dos processos de organizacdo do citoesqueleto,
diferencia¢ao celular e desenvolvimento tumoral. Considerando-se a ARHGAP21 uma
proteina Rho GAP, muitos eventos fisiologicos e patoldgicos podem ser associados a

expressao desta proteina.

4 Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca ¢ considerada um evento negativo, uma vez que pacientes
afetados por patologias cardiovasculares estdo freqiientemente associados a perda de funcao
cardiaca e hipertrofia mal adaptativa. No entanto, atletas submetidos a exercicio fisico
intenso sdo capazes de desenvolverem a chamada hipertrofia fisiolégica ou compensatoria,
caracterizada pelo aumento do volume dos cardiomidcitos e angiogénese adequada na
auséncia de fibrose ou apoptose, o que aumenta em muito a fun¢do contratil do miocardio.
Por outro lado, estresses gerados por hipertensdo, sobrecarga de volume, desordens
endocinas, infarto do miocérdio e disfungdo contratil por mutacdes herdadas em proteinas
sarcoméricas ou do citoesqueleto sdo responsaveis pela hipertrofia mal adaptativa. Durante
este processo, ocorre aumento da deposicao de tecido estromal e morte celular por apoptose
com conseqiiente disfuncao contratil (Olson e Schneider, 2003).

Em resposta a sobrecarga cronica de pressdo ou volume, o coragdo adulto sofre
crescimento hipertréfico patologico. Esta resposta € caracterizada pelo aumento no
tamanho do cardiomiodcito e conteido miofibrilar, bem como um padrio alterado da
expressao génica cardiaca, incluindo inducdo imediata de alguns genes e reexpressdao de

varios transcritos génicos fetais. Inicialmente, estas mudangas sdo compensatorias, mas
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quando os estimulos tornam-se persistentes, pode ocorrer decréscimo do desempenho
cardiaco.

A hipertrofia cardiaca ¢ um processo complexo que envolve numerosos estimulos
diferentes, tais como estresse mecanico, ativacdo neurohumoral, fatores de crescimento e
citocinas (Tarone e Lembo, 2003). O estresse mecanico imposto sobre as paredes do
coragdo pela sobrecarga hemodinamica representa evento primario da resposta hipertrofica
cardiaca e constitui um dos fatores mais importantes do processo de remodelamento
adaptativo do miocardio e crescimento anormal de midcitos cardiacos, dentre os quais se
destaca a hipertrofia induzida por sobrecarga de pressao. A tradugdo mecanica afeta vias de
sinalizagdo essenciais, como proliferacdo, diferenciacdo, crescimento e sobrevivéncia
celular do miocérdio.

Os estimulos mecanicos geralmente tém inicio nos receptores de membrana que,
juntamente com grupos de proteinas a eles associadas, ativam vias de sinalizacdo
envolvidas na regulacdo de moléculas responsdveis pela execugcdo do programa
hipertroéfico. A complexidade do processo ¢ enorme devido a participagdo de numerosas
proteinas na retroalimentagdo positiva e/ou negativa entre vias distintas, e conseqiiente
geracdo de uma ampla rede de sinaliza¢do de execugdo precisa e cinética.

Um dos principais complexos responsaveis pela traducao de forgas mecanicas sao as
integrinas, uma classe de proteinas receptoras transmembranas e que conectam fisicamente
a maquinaria contratil sarcomérica as proteinas da matriz extracelular (Brancaccio et al.,
2006). Estes receptores encontram-se concentrados em areas especificas da membrana
plasmatica, conhecidas como costameros e discos intercalares (Figura 3). Os costameros
sdo descritos originalmente como placas eletro-densas localizadas na intersecc¢do das linhas
Z com a membrana plasmatica, compostas por uma rede protéica de adesdo focal e que
permitem a conexao lateral das miofibrilas com a membrana celular (Samarel, 2005). Ja os
discos intercalados sdo estruturas juncionais que conectam os filamentos de actina a
membrana da célula, fornecendo suporte mecanico entre cardiomiocitos vizinhos durante os
batimentos cardiacos.

A porcao citoplasmatica das integrinas interage indiretamente com os filamentos de
actina via proteinas que fazem parte da maquinaria molecular e que iniciam a resposta

sinalizadora. Estas proteinas incluem enzimas e proteinas adaptadoras, tais como talina,
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vinculina, o-actinina, ILK, paxilina, filamina, zixina, p130Cas, Src ¢ FAK (Figura 3)
(Brancaccio et al., 2006). Uma vez ativadas, estas proteinas iniciam uma cascata de eventos
bioquimicos que culminam na ativagdo de moléculas efetoras como AKT, RAS e ERK1/2

que executam o programa hipertréfico (Sugden, 2003).
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Figura 3: Esquema da ligagdo integrina-sarcomero nos costameros. Os sarcOmeros
consistem em feixes paralelos de miosina interdigitados com filamentos de actina,
ancorados nas linhas Z. Os sarcomeros estdo ancorados as integrinas presentes na
membrana plasmatica por meio de numerosas proteinas que compdem a linha Z, entre elas
estdo a-actinina, vinculina e talina. Juntas, estas proteinas formam os costdmeros
(retdngulo), que sdo complexos juncionais responsaveis pela conexdo da maquinaria

contratil a proteinas da matriz extracelular.

Dentre as muitas vias de sinalizacdo participantes destes eventos estdo os membros
das Rho GTPases, que participam ativamente do desenvolvimento hipertréfico cardiaco
(Satoh et al., 2003). Além disso, muitos estudos vém demonstrando a participa¢do de FAK
no controle da expressdo génica hipertrofica cardiaca, sendo que seu estado de fosforilagao
e atividade estd diretamente ligados ao estresse cardiaco apds sobrecarga de pressao
(Fonseca et al., 2005; Yi et al., 2003). Mais que isso, FAK desempenha importante funcao
no crescimento hipertrofico e sobrevivéncia de células cardiacas, protegendo
cardiomidcitos cultivados da apoptose in vitro (Heidkamp et al., 2002). Outra importante

proteina ¢ a Proteina Quinase C isotipo zeta (PKC(), membro da subfamilia atipica das
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PKCs e que ¢ considerada um regulador-chave de vias de sinalizagcdo intracelulares,

induzida por estimulos externos.

5 Focal Adhesion Kinase (FAK)

FAK ¢ uma proteina tirosina quinase citoplasmatica que ¢ rapidamente ativada por
varios fatores de crescimento e por ligantes a todos complexos contendo B;-, B3- ou Ps-
integrinas (Parsons, 2003). FAK ¢ composta por um dominio amino-terminal FERM
(protein 4.1, ezrin, radixin and moesin homology), um dominio quinase central (CAT),
regides ricas em prolina (PRR), e um dominio carboxi-terminal FAT (Focal Adhesion

Targeting) (Figura 4).

Tyr387 Tyr576 Tyr577 Tyr861 Tyr925
p as 99
FAK | | na: ]
= ]
PRR1 PRR2 PRR3

Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura protéica primaria da FAK, composta por
trés dominios principais: dominio N-terminal FERM, dominio quinase central ¢ dominio C-
terminal FAT. FAK possui multiplos sitios de fosforilacio em tirosina que, quando

fosforilados, culminam na ativagao de FAK.

O dominio FERM ¢ responsavel pela ligacdo de FAK a integrina e promocao da
ativagdo de outras proteinas tirosina quinases nao-receptoras (Chen et al., 2001). As duas
regides ricas em prolina da por¢do C-terminal de FAK possuem sitios de ligagdo para
proteinas que contém dominio SH3, tais como pl30Cas, GRAF (GTPase Regulator
Associated with FAK) e ASAP1 (Arf GTPase-activating protein — Arf GAP) (Chodniewicz
e Klemke, 2004; Parsons, 2003). A localizagdo de FAK nas regides de complexo de
integrinas dos sitios de adesdo focal ¢ promovida pelo dominio FAT de FAK, também
localizado na por¢ao C-terminal. Muitas evidéncias indicam que esta localizagao ¢ mediada
por associac¢do indireta através de sua ligagdo com paxilina e talina (Schlaepfer et al.,

2004). O dominio FAT também ¢ capaz de se ligar diretamente ao ativador de proteinas
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Rho GTPases, conhecida como pl90Rho GEF, fosforilando-a e assim, promovendo a
ativagcdo de RhoA (Zhai et al., 2003).

FAK possui multiplos sitios de fosforilagdo de residuos de tirosina e serina. Em
termos gerais, a fosforilagdo em tirosina promove a ativagdo de FAK, enquanto que a
fosforilagdo em serina deprime a atividade de FAK. Existem cinco residuos pricipais de
fosforilacdo em tirosina: Tyr397, Tyr576, Tyr577, Tyr861 e Tyr925. A ativacdo de FAK
requer a autofosforilagdo do residuo Tyr397, que cria uma conformacdo molecular
reconhecida pela proteina Src. Esta proteina, entdo, fosforila os residuos Tyr576/Tyr577 do
dominio quinase de FAK, ¢ o sitio Tyr861 (Schaller et al., 1994). A cascata de fosforilacao
de FAK culmina na fosforilagao do residuo Tyr925 por Src ativada, criando um sitio ligante
de SH2 para proteina adaptadora GRB2. Através de multiplas interagdes proteina-proteina,
a ativagdo de FAK resulta na subseqiiente ativagcdo de algumas importantes proteinas, como
quinase regulada por sinal extracelular (ERK), quinase N-terminal c-Jun (JNK), quinase
ativada por mitogeno (MAPK) e as GTPases Racl e RhoA, moléculas implicadas na
hipertrofia cardiaca (Dorn e Force, 2005).

O sitio de ligacdo de GRB2 a Tyr925 de FAK sobrepde-se parcialmente a regido em
que paxilina se liga a8 FAK (Liu, G. et al., 2002). Dessa forma, a fosforilacio de FAK em
Tyr925, e subseqliente ligagdo de GRB2, promovem deslocamento de paxilina, e
conseqliente dissociacdo de FAK dos sitios de adesdo focal (Katz et al., 2003). Por outro
lado, o complexo FAK-Src leva a fosforilagdo de paxilina em Tyr118, evento que propicia
a ligacdo de ERK2 a paxilina, e a fosforilagdo de paxilina mediada por ERK2 facilita o
religamento de FAK a paxilina (Liu, Z.X. et al., 2002). Sendo assim, a presenca de FAK
nos sitios de adesdo focal ¢ regulada por um ciclo de retroalimentagdo, no qual ativagdo de
FAK-Src e sinalizacdo de ERK2 primeiramente liberam FAK dos contatos de adesdo e
entdo, a fosforilacdo de paxilina por ERK2 leva a religagdo de FAK aos sitios de adesdo

focal (Figura 5).
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Figura 5: Representagdo esquematica do processo de renovagdo dos sitios de adesdo focal

envolvendo FAK.

Muitos estudos j& demonstraram que FAK ¢ ativada nos cardiomidcitos em cultura
por variados estimulos hipertroficos, entre eles fenilefrina (PE) e endotelina-1 (Pham et al.,
2000; Taylor et al., 2000; Torsoni et al., 2003a), além de ter sua atividade aumentada em
animais submetidos a sobrecarga de pressdo (Franchini et al., 2000; Laser et al., 2000;
Melendez et al., 2002; Yi et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que a inativa¢ao de
FAK em miocardio adulto ndo afeta a fun¢do cardiaca basal, mas promove hipertrofia
cardiaca excéntrica e fibrose apos inducao de estresse mecanico por constricdo da aorta
(Peng et al., 2006). Outro estudo recente mostrou que a deplecdo de FAK restrita aos
midcitos diminui o crescimento do coracdo e marcadamente reduz a resposta hipertrofica a
constri¢do transversal da aorta, indicando que a inibi¢do da sinalizacdo de FAK sozinha ¢
suficiente para suprimir as diversas sinalizagdes dentro do microambiente cardiaco in vivo

(DiMichele et al., 2006).

6 Proteina Quinase C isotipo zeta (PKC()
A familia de proteinas quinase C de isozimas pertence a um grupo extenso de
proteinas quinases Ser/Thr, e ¢ formada por numerosos membros, que sdo agrupados em

trés subfamilias, dependendo da sua estrutura e mecanismo de regulacdo. A primeira
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subfamilia de PKCs sdo as isoformas classicas ou convencionais (cPKC) a, BI, BII e y, que
possuem regido ligadora de fosfolipideos e Ca®’, ¢ dois dominios zinc-finger (Mellor e
Parker, 1998). A segunda subfamilia de PKCs ¢ constituida pelas isoformas novas (nPKC)
0, & mn e 0, que, ao contrario das cPKCs, sdo insensiveis ao Ca2+, podendo ambas
subfamilias serem ativadas por forbol ésteres, como diacilglicerol. J4 a terceira subfamilia
de PKCs, formada pelas isoformas atipicas (aPKC) ¢ e A/1, constitui um subgrupo de PKCs
insensiveis ao Ca>" e diacilglicerol, por ndo possuir a regido ligadora de Ca®" e ter apenas

um dominio zinc-finger (Hirai e Chida, 2003).

PKCCE, bem como PKCM, € composta por quatro dominios funcionais: um dominio
PB1 na regido amino-terminal, uma seqiiéncia de pseudosubstrato (PS), um dominio C1,
um dominio quinase na por¢do carboxi-terminal, € um tUnico dominio zinc-finger (Figura
6). PS ¢ uma seqiliéncia de aminoédcidos presente na regido N-terminal de PKCC, que
bloqueia a cavidade de ligagdo ao substrato do dominio quinase de PKC(, funcionando
como um mecanismo autoinibitéorio. O dominio PB reconhece regidoes OPCA
(OPR/PC/AID) de outras proteinas, como PAR-6 ¢ MEKS5 (Ponting et al., 2002). PAR-6,
juntamente com PAR-3, forma um complexo terndrio com PKCE, no qual PAR-6 suprime a
atividade de PKCC, que ¢ entdo liberada para se associar &8 Rho GTPase ativa Cdc42. Este
processo esta relacionado aos processos de formacdo de protusdes na membrana
plasmatica, migragdo e adesdo celular (Joberty et al., 2000; Yamanaka et al., 2001).

O mecanismo de ativagdo de PKC( consiste basicamente de dois eventos principais.
Estimulos provocam liberagdo do PS da cavidade de ligagdo ao substrato de PKCC,
expondo o principal residuo de fosforilacdo e ativagdo de PKCC localizado no dominio
quinase, Thr410. de residuos no dominio quinase (Newton, 2001). PKC( ¢ ativada por
componentes lipidicos, tais como fosfatidilinositols (Nakanishi et al., 1993), acido

fosfatidico (Limatola et al., 1994), acido aracdonico e ceramidas (Muller et al., 1995).
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura protéica primaria de PKCC. O residuo

Thr410 ¢ o principal sitio de fosforilacado de PKCC, responsavel pela ativagao da proteina.

Dentre estes lipidios, destaca-se fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP;), que ¢
produzido a partir de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) por meio de fosfatidilinositol-3
kinase (PI3K) em resposta a varios fatores de crescimento (Nakanishi et al., 1993). PIP;
atua sobre PKCC de duas maneiras: diretamente, modulando a autoinibi¢do exercida pelo
PS, e indiretamente, pela fosforilagio do dominio quinase através de PDK1. Ambas as
reacOes catalisadas pela PI3K sdo necessarias para ativacdo completa e estavel de PKC(E
(Hirai e Chida, 2003). A fosforilacao de PKC{ leva a ativacao da cascata das MAPK, bem
como a translocacdo de NFkB do citoplasma para o nucleo da célula (Berra et al., 1995;
Leitges et al., 2001). Dessa maneira, PKC( estd diretamente envolvida na sobrevivéncia,
proliferacdo e mecanismos de transcri¢cdo génica (Figura 7).

Ainda ha controvérsias sobre a participagdo de PKC( durante o processo de
remodelamento cardiaco. Estudo recente mostrou que o conteudo total de PKC{ aumenta
com a sobrecarga de volume induzida em ratos, sugerindo uma possivel participacdo de
PKCE em processos hipertroficos (Sentex et al., 2006). No entanto, outros trabalhos
demonstraram que ndo ha mudancas significativas na expressao protéica de PKCC total em
cardiomidcitos de animais submetidos a bandagem da aorta, sugerindo que PKCC ndo ¢
modulada pela sobrecarga de pressao (Braun et al., 2002; Gu e Bishop, 1994). Entretanto, o

estado de ativacdo de PKCC durante este processo ainda ndo esté esclarecido.
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Figura 7: Representagdo esquematica simplificada da via de sinalizacdo de PKCC, que
quando ativada por PIP; (direta ou indiretamente, por meio de PDK1), resulta na ativacao

da cascata de MAPK e translocagdao de NFkB para o nucleo.

O envolvimento de PKC( na ativacdo das vias de MAPK e NF«B, duas proteinas
cuja participagdo em mecanismos de estresse mecanico e hipertrofia cardiaca ja estd bem
descrita, sugere que PKC( pode desempenhar importante funcdo durante processo

hipertréfico cardiaco.
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ARHGAP21 em células cardiacas

Objetivos gerais

1. Avaliar a expressao e distribuicdo da ARHGAP21 durante estresse mecanico agudo
induzido em coracdo de ratos adultos.

2. Verificar possiveis interagdes e mecanismos de atuacdo da ARHGAP21 em tecido
cardiaco de ratos adultos submetidos a sobrecarga de pressao.

Objetivos especificos

1. Avaliar a localizagdo da ARHGAP21 em cardiomidcitos de ratos submetidos a

coarctacao da aorta.

2. Identificar possiveis proteinas associadas a ARHGAP21 em cardiomiocitos de ratos

submetidos a sobrecarga de pressao e espontaneamente hipertensos.

3. Avaliar se ocorrem as associagdes protéicas com proteinas fosforiladas.

4. Identificar se ARHGAP21 associa-se a FAK e por meio de qual por¢ao desta

proteina a associagao se da.

5. Avaliar a expressao das proteinas associadas a ARHGAP21 em extrato fracionado

de cardiomidcitos submetidos a bandagem da aorta.

6. Avaliar a localizagdo da ARHGAP21 em cardiomi6citos de ratos neonatos normais

e submetidos a estiramento mecanico.
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1 Reagentes e anticorpos

Faloidina-TRITC foi adquirida da Sigma (St Louis, MO). Anticorpo secundario
anti-coelho produzido em cabra conjugado com AlexaFluor® 488 e reagente de montagem
com DAPI ProLong” Gold foram adquiridos da Molecular Probes (Eugene, OR). Anticorpo
policlonal anti-ARHGAP21 foi obtido pela inoculacdo em coelhos de peptideo sintético
(KSDSGSLGDAKNEKE) correspondendo aos residuos 1856-1870 da proteina
ARHGAP21 humana pela Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, Texas). Anticorpo anti-
ARHGAP21 gerado do soro destes coelhos foram entdo purificados. Anticorpos primarios
policlonais gerados em coelhos contra FAK, PKC(, c-Src, P-PKC{ Thr410 e Cdc42, ¢
anticorpo primario policlonal gerado em cabra contra P-FAK Tyr925 foram adquiridos da
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anticorpo monoclonal anti-GST foi
gentilmente cedido por Jorg Kobarg (Laboratdério Nacional de Luz Sincrotron). Anticorpo
monoclonal anti-a-catenina foi adquirido da BD Transduction Laboratories. Reagente de
deteccao de quimioluminescéncia (ECL) foi obtido da Amersham (Buckinghamshire, UK).

Todos os outros reagentes foram obtidos da Sigma.

2 Modelos experimentais de inducao hipertroéfica cardiaca

Modelo experimental de indug@o hipertrofica cardiaca foi adotado com a finalidade
de avaliar o papel da proteina ARHGAP21 em cé¢lulas cardiacas, tecido em que esta
proteina foi bastante expressa. Ensaio funcional foi realizado em miocédio de ratos, cujas
fibras foram submetidas a sobrecarga de pressdo, induzida por bandagem da aorta
ascendente. Além disso, ratos espontaneamente hipertensos, que desenvolvem hipertrofia
ao longo da vida, foram utilizados. Estudos prévios ja demonstraram que o aumento da
pressdo sangiiinea a partir da 7 semana de vida destes animais € capaz de induzir mudangas
na expressao de diversos genes relacionados a hipertrofia entre 8-12 semanas, seguida por
uma fase ativa de crescimento hipertrofico entre 16-20 semanas (Bell et al., 2004). Sendo
assim, utilizamos apenas a fase aguda de mudangas de expressdao génica relacionada a
hipertrofia cardiaca (ratos com 8 semanas).

Também foi utilizada cultura primaria de cardiomidcitos de ratos neonatos, a qual
foi submetida a estiramento mecénico. Extrato fracionado de midcitos cardiacos de

ventriculo esquerdo (VE) de rato adulto, submetido ou ndo a constrigdo da aorta, foi obtido
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para analise da expressao da ARHGAP21 nos diferentes compartimentos celulares. Analise
de possiveis interacdes da ARHGAP21 com outras proteinas também foi viabilizada pela
extragdo protéica total de cardiomidcitos de rato adulto normal e espontaneamente
hipertenso, ¢ submetidos a coarctacdo da aorta ascendente. Isolamento de cardiomidcitos
ventriculares de rato adulto normal e induzido a sobrecarga de pressdo foi realizado e

analisado por microscopia eletronica e confocal. Procedimentos:

2.1.1 Estimulo hipertréfico induzido por sobrecarga de pressao

2.1.2 Preparacao dos animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
UNICAMP (CEMIB), com pesos entre 200 e 300g e em torno de 7-8 semanas de idade.
Apos a anestesia com pentobarbital sodico (50 mg/kgi.p.), os animais foram colocados em
mesa cirrgica aquecida a 38°C, entubados por via orotraqueal com tubo plastico de Gelco®
submetidos a ventilagdo controlada com ventilador Harvard para animais de pequeno porte.
A temperatura corporea ¢ a ventilagdo permaneceram controladas por todo o periodo
experimental. As artérias cardtida comum direita e femoral direita foram entdo
cateterizadas para registro continuo da pressao arterial. O torax do animal foi aberto através
de incisdo no 5° espago intercostal esquerdo, expondo a aorta ascedente. A bandagem da
aorta foi realizada por constricgdo da aorta com anel metalico de prata ajustavel,
produzindo aumentos controlados de resisténcia ao fluxo sangiiineo e assim causando
sobrecarga de pressdo no coracdo (Figura 8). Estes procedimentos foram adotados por
diferentes periodos de tempo (30°,1h e 2h). Como controle, ratos Wistar machos, também
com pesos entre 200 e 300g foram submetidos aos mesmos procedimentos cirargicos,

exceto pela colocagdo do anel metélico na aorta.

2.1.3 Obtenc¢ao de extrato protéico total de cardiomiocitos de ventriculo
esquerdo de ratos adultos

VE de ratos Wistar adultos entre 7-8 semanas foi coletado ¢ homogeneizado em

tampao de solubilizacdo (10mM EDTA, 100mM Tris-Cl pH 7,5, 10mM NasP,07, 100mM

NaF, 10mM Na;VO,, 2mM PMSF, 0,Img/mL de aprotinina, 1% Triton-X 100) a 4°C em

Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkman Instruments, Westbury, NY), seguindo-se
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centrifugacdo a 12000Xg por 20 minutos. O sobrenadante foi quantificado pelo método de
Bradford e imunoprecipitados com anticorpos primarios especificos, ou armazenados em

freezer -80°C.
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ascendente | B
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Figura 8: Superior — Esquema do modelo experimental adotado de estresse mecanico
agudo em coragdes de ratos adultos induzido por sobrecarga de pressdo. Inferior esquerda —
exemplificagdo das mudangas morfoldgicas hipertroficas que ocorrem no coragdo de um
animal submetido a coarctacdo da aorta; Inferior direita — figura ilustrativa das alteracoes
na razao peso coragdo/peso corporeo sofridas com o tempo de coarctagdo da aorta. Nota-se
que j& existe aumento significativo nesta razdo a partir de 48h de bandagem da aorta.

(http://cardiogenomics.med.harvard.edu/groups/projl/pages/band_hist.html).

2.1.4 Fracionamento celular de ventriculo esquerdo de ratos adultos

O fracionamento subcelular seguiu metodologia descrita por MIZUKAMI et al
(Mizukami et al., 1997), com pequenas modificacdes. Ao final de cada periodo de
coarctacdo da aorta, a cavidade toracica foi aberta e o VE extraido foi homogeneizado em 5

volumes de tampao de solubilizagdao (0,32M sucrose, 10mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM
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EGTA, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 mM NasP,07, 50 mM NaF, 1 mM Na3;VO,, 2 mM
PMSF e 0.1 mg of aprotinina/mL) a 4°C com o uso de Polytron PTA 20S generator
(modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments; Westbury, NY), utilizado em velocidade
maxima por 30s. Seguiu-se entdo centrifugacao (1000Xg, 10 min, 4°C) para obtencao de
precipitado contendo fragdo nuclear. O sobrenadante foi centrifugado (100000Xg, 60 min,
4°C) para separagdo da porcdo citosolica. Precipitado resultado desta centrifugacdo
corresponde a fragdo membranar. A fragdo nuclear foi solubilizada em tampao contendo
Triton (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM EGTA, 1 mM
EDTA, 50 mM NasP,07;, 50 mM NaF, 1 mM Na3;VOs, 2 mM PMSF, 0.1 mg of
aprotinina/mL) por 30 min a 4° sob agitacdo e centrifugada a 15000Xg por 30 min a 4°C. O
extrato nuclear foi obtido do sobrenadante. Todas fragoes obtidas foram armazenadas a —

80°C, com posterior quantificagdo protéica.

2.1.5 Isolamento de cardiomiocitos de ventriculo esquerdo de ratos adultos

Cardiomiécitos de VE de ratos Wistar adultos e submetidos a coarctagdo da aorta
por 2h foram isolados por digestdo com colagenase tipo IA (Sigma) utilizando-se perfusao
de Langendorff modificada, como descrito previamente (Torsoni et al., 2003b). Os animais
foram anestesiados com pentobarbital sddico (50 mg/kgi.p.) e os coragdes retirados,
tomando-se cuidado para remocdo do pericardio. A aorta foi acoplada a uma cénula do
sistema de perfusdo, permitindo que o orgdo fosse perfundido com solu¢ao tampao HEPES
saturada com O, (10mM HEPES, 118mM NaCl, 5SmM KCl, 1,2mM MgSO,, 25mM
NaHCOs, 1,2mM KH,PO4, 6mM glicose, heparina, xilocaina, pH7,4). Ap6s 2 min, a
solucdo foi trocada por solugdo tampao HEPES acrescida de EGTA (4mM) por 10 min,
seguindo-se digestdo com solucdo enximatica por 20 min (tampao HEPES com 0,1% BSA
e 300ug/mL colagenase). Ao final da digestdo, os coracdes foram retirados da canula e os
atrios e aorta foram dissecados. Em uma placa de petri estéril, o tecido ventricular foi
cortado em pequenos pedagos ¢ a suspensdo foi filtrada em gaze. Os midcitos foram
colocados a 37°C em 40mL de tampao HEPES saturado de O, acrescido de 0,1% BSA,
adicionando-se crescente concentracio de solucdo de Ca’" até concentracdo final de
1,2mM. Os midcitos foram centrifugados por 10 min a 12Xg (2 vezes) e transferidos para

laminas cobertas com poli-L-lisina. A viabilidade dos midcitos cardiacos foi de 40%,
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determinada por andlise morfoldgica. Aproximadamente 60 células viaveis foram

analisadas por lamina.

2.1.6 Imunomicroscopia eletronica

VE de ratos controle e ratos subemetidos a sobrecarga de pressdo por 2h foram
fixados em paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,1% e tampdo cacodilato 0,1M (pH7,4) por
lh a TA, e cortados em em pequenos pedagos (<Imm). Os tecidos foram desidratados
gradualmente em séries de etanol crescente e embebidos em resina (LR White) a —20°C.
Finas sec¢des de tecido foram cortadas com navalha de diamante e montadas em pequenas
telas de niquel, que foram lavadas em agua ultra-pura (3 vezes) e incubadas por 10 min em
tampao Tris 0,05M acrescido de 0,05% de lisina e 1% de BSA. A seguir, as telas foram
lavadas em tampao Tris 0,05M (3 vezes) e bloqueadas com Tris 0,05M-1% BSA acrescido
de 0,05% de Tween 20 por 30 min a TA. Os cortes foram entdo incubados com anticorpo
anti-ARHGAP21 (1:100) a 4°C por 12h. Apos lavagem em tampao Tris 0,05M-1% BSA (3
vezes), os cortes foram incubados por 1h com anticorpo secundario biotinilado (1:100) e a
reagdo visualizada com estreptoavidina conjugada com ouro (SAV-G/10nm Sigma, USA)
diluida em BSA 1% na proporcao de 1:25. As telas foram lavadas em tampao Tris 0,05M (3
vezes) e em agua ultra-pura (3 vezes). Como controle negativo, cortes foram submetidos as
mesmas condicdes, exceto pela omissdo do anticorpo primario. Todos os cortes foram
contrastados com acetato de uranila por 5 min e tampao citrato por 30s. A reagdo foi

visualizada com microscopio eletronico LEO 906 em uma voltagem de 60kV.

2.2 Ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
Ventriculo esquerdo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com 8 semanas
foram submetidos aos mesmos procedimentos de extragdo protéica total adotados para

animais submetidos a coarctacao da aorta.

2.3 Cultura primaria de miocitos cardiacos de rato neonatal
Cultura primaria de midcitos cardiacos de rato neonato (NRVMs) foi cultivada e
submetida a estiramento visando observar-se a atividade da ARHGAP21 por Western Blot e

também a sua distribui¢do nos NRVMs por microscopia confocal. Assim, NRVMs foram
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retirados de ventriculos de ratos Wistar neonatos (1-3 dias de vida), purificados em
gradiente Percoll descontinuo, suspendidos em meio DMEM (Invitrogen) contendo 10% de
soro de cavalo, 5% de soro fetal e 0,5% de penicilina/estreptomicina, e plaqueados em
placas Bioflex de colageno tipo I (Flexcell International Corp, McKeesport, PA). Apos 48
horas, o meio foi trocado por DMEM livre de soro e incubado em estufa a 5% de CO, por
24 horas antes de ser utilizado. A cultura de NRVMs plaqueada foi estirada em uma
unidade de distensdo de 115% do comprimento de relaxamento em Flexcell FX-3000,
numa freqiiéncia de 1 Hz (0,5s de estiramento/0,5s de relaxamento) por 2 horas em estufa
de CO; a 5% a 37°C. Controles de cé¢lulas NRVMs nao submetidas a distensdo foram
usados. As células entdo seguiram para analise de immunoblotting. Para isso, as células
foram ressuspendidas em tampao RIPA (50 mM, pH 7.4 Tris-HCI, 1% NP-40, 0,25% Na-
deoxycholate, 150mM NaCl, ImM EDTA, 1mM PMSF, 1 mM Na3;VO, lpg/mL
aprotinina, leupeptina, pepstatina) 200ul/10” células, incubadas em gelo por 30 minutos e
centrifugados a 12000Xg por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo acondicionado
em novo tubo e a concentragdo protéica realizada pelo método de Bradford, se armazenado
as amostras em freezer -80°C. Para realizacdo de microscopia confocal, os pogos
compostos por silicone que serviram de base para o cultivo dos cardiomidcitos neonatos

foram cortados e submetidos a reacao de imunofluorescéncia.

3 Microscopia confocal

Laminulas contendo cardiomiocitos isolados de VE de ratos adultos isolados ou
NRVMs foram fixadas com PBS paraformaldeido 4% por 15 minutos, bloqueadas com
PBS acrescido de leite em p6 magro 3% por 20 minutos e incubadas com anticorpo
primario anti-ARHGAP21 (1:150) overnight a 4°C. Apds incubagdo com anticorpo
primario, as laminas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho
conjugado AlexaFluor® 488 (Molecular Probes) por 1 hora a TA no escuro (1:500),
seguindo-se incubagdo com faloidina marcada com TRITC (1:500) por 45 minutos a TA no
escuro. As laminas foram entdo lavadas e montadas com reagente de montagem com DAPI
ProLong® Gold (Molecular Probes). As imagens foram captadas pelo microscopio confocal

laser (Zeiss LSM510) com objetiva de imersdo em 6leo de 63X. Na auséncia de anticorpos
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primarios, a utilizacdo dos anticorpos secundarios (controle negativo) ndao produziu

nenhuma marcacao significativa.

4 Ensaio de Pull Down

4.1 Construcoes utilizadas

Foram utilizados os vetores de expressio pGEX2T contendo a seqiiéncia do
dominio amino-terminal de FAK (FERM-GST; residuos 1 a 400 aa), pGEX2TK
codificando a proteina de fusdo C-terminal de FAK (C-term-GST; residuos 765 a 1052 aa),
e pGEX-KG contendo a seqiiéncia de cDNA do dominio catalitico de FAK (CAT-GST;
residuos 390 a 696 aa). Estas constru¢des foram gentilmente cedidas por Jun-Lin Guan do
Departamento de Medicina Molecular da Cornell University, Ithaca, NY (dominio FERM),
e Michael Schaller do Departamento de Microbiologia e Centro do Cancer da University of
Virginia School of Medicine (dominios CAT e C-terminal). Todas as constru¢des foram
inseridas em Escherichia coli BL21 (RIL) Codon Plus e submetidas aos procedimentos

adotados previamente (Cooper et al., 2003; Dunty et al., 2004; Schaller et al., 1995).

4.2 Expressiao das proteinas recombinantes

Inoculou-se a colonia de E.coli transformada com o pGEX recombinante em falcon
contendo 100mL de meio YTA e incubou-se overnight sob agitagdo vigorosa a 37°C. A
1litro de meio YTA foi adicionado 50mL da pré-cultura e crescido até que a Agg atingisse
aproximadamente 0,8. A expressao da proteina de fusdo foi induzida pela adicdo 10mL de
IPTG 100mM (concentracdo final de ImM), seguida de um periodo de incubagdo adicional
de 5h. Centrifugou-se a 6000Xg por 15 minutos a 4°C e o precipitado bacteriano foi
suspendido em 50mL de tampao de lise (50mM Tris-CI pH7,5, 1% Triton X-100, 150mM
NaCl, SmM MgCl,, ImM DTT, 10ug/mL leupeptina, 10pg/mL pepstatina, ImM PMSF).
As células foram lisadas usando-se um sonicador ultrassonico por 10 segundos (4X),
seguida de centrifugacdo a 12000Xg por 10 minutos a 4°C para remover o material

insoluvel. O lisado foi armazenado a —80°C.
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4.3 Ensaio de interacao in vitro — Pull Down

Adicionou-se 1mL de pérolas de Glutationa Sefarose 4B 50% (Amersham) aos
lisados bacterianos contendo as respectivas proteinas de fusdo, e incubou-se a mistura por 1
hora a 4°C sob agitagdo, seguida de centrifugagdo a 500Xg por 5 minutos a 4°C. Lavou-se
as pérolas com SmL de tampao de lise e centrifugou-se a 500Xg por 5 minutos a 4°C. O
procedimento foi repetido por mais duas vezes para um total de 3 lavagens. Andlise das
proteinas de fusao foi realizada em gel SDS-PAGE, coradas com azul de Coomassie. 50ul
de pérolas de Glutationa, conjugadas com as trés diferentes por¢des de FAK acopladas ao
GST, foram incubadas com 500ug de extrato protéico total de VE de ratos Wistar normais
e SHR por 2h a 4°C sob agitacdo. Lavaram-se as pérolas com 5SmL de tampdo de
solubilizagdo (10mM EDTA, 100mM Tris-Cl pH 7,5, 10mM NasP,O;, 100mM NaF,
10mM Na3zVOy4, 2mM PMSF, 0,1mg/mL de aprotinina, 1% Triton-X 100) e centrifugou-se
a 500Xg por 5 minutos a 4°C. O procedimento foi repetido por mais duas vezes para um
total de 3 lavagens. 20ul de tampao de carregamento (0,35M Tris-Cl pH6,8, 10,28% lauril
sulfato de soédio, 36% glicerol, 0,6M ditiotreitol, 0,012% azul de bromofenol) foram
adicionados as pérolas, seguindo-se desnaturacdo a 70°C por 10 min. As proteinas foram
corridas em gel SDS-PAGE 8% e as membranas submetidas a Western Blot com anticorpo

primario anti-ARHGAP21.

5  Immunoblotting

5.1 Imunoprecipita¢do

Img de extrato protéico foram incubadas com anticorpo primario anti-ARHGAP21
(1:100) a 4°C overnight sob agitacdo. 100ul de pérolas de proteina A Sepharose
(Amersham) foram adicionados e incubados por mais 2 horas a 4°C sob agitagdo. Em
seguida, centrifugaram-se as amostras a 12000Xg por 30 segundos sob refrigeracao,
lavando-as em seguida com tampao de solubilizacao (10mM EDTA, 100mM Tris-Cl pH
7,5, 10mM NayP,07, 100mM NaF, 10mM Na;VO,, 2mM PMSF, 0,1mg/mL de aprotinina,
1% Triton-X 100) por 3 vezes. As pérolas foram ressuspendidas em 20ul de tampao de
carregamento, desnaturadas a 70°C por 10 min, corridas em gel SDS-PAGE, seguindo-se

analise por Western Blot.
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5.2 Western Blot

100pg de cada extrato protéico (ou contetido resultante de incubacdo com pérolas de
sefarose) foram desnaturadas a 70°C por 10 min com tampao de carregamento e corridas
em gel SDS-PAGE (gel de poliacrilamida 8 ou 12%) em aparelho de eletroforese Bio-Rad
miniature lab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). A
eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada em 90 min a 120 V
(constante). O bloqueio de sitios de ligagdo ndo-especificos foi realizado incubando-se as
membranas por 1 hora com tampao de bloqueio (5% leite em p6 magro, SO0mM Tris,
150mM NacCl, 0,1% Tween 20) a TA. A membrana foi entdo incubada com anticorpos
primarios especificos diluidos em tampao de incubacdo (3% leite em p6 magro, S0mM
Tris, 150mM NaCl, 0,1% Tween 20) por 12h a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solucao
basal (50mM Tris, 150mM NaCl, 0,1% Tween 20). Seguiu-se incuba¢do com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado a HRP (Horseradish peroxidase; 1:4000). A membrana
foi revelada por quimioluminescéncia, de acordo com as instrugdes do kit ECL™ Western
Blotting Analysis System, detectado por auto-radiografias em filmes Kodak XAR (Eastman
Kodak, Rochester, NY) e Hyperfilm™ ECL High performance chemiluminescence film

(Amersham).
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RESULTADOS



1 ARHGAP221 é modulada pela sobrecarga de pressao no miocardio

Cardiomiocitos de VE de ratos adultos, submetidos ou ndo a sobrecarga de pressao,
sofreram fracionamento subcelular para analise da expressao da proteina ARHGAP21 nos
diferentes compartimentos durante processo de estresse agudo cardiaco. ARHGAP21 foi
fracamente expressa na fragdo citoplasmatica de ratos controle (sham) e ratos submetidos a
coarctagdo da aorta (Figura 9). Também se observou que ARHGAP21 localiza-se
predominantemente no nucleo de cardiomidcitos de animais controle. Em contrapartida,
animais submetidos a coarctacdo da aorta tiveram significante redu¢do da expressdo da

ARHGAP21 na fragdao nuclear, e progressivo aumento na por¢do membranar, de acordo

com o tempo de bandagem da aorta.

citoplasmatica fragao particulada nuclear
sham 30’ 1h 2h sham 30’ 1h 2h sham 30’ 1h 2h

BEOBE B[ = e o [B:antiARHGAP21

N 3 - IB: anti-actina

S s W S | 1B: anti-histona H1

Figura 9: Distribuicio da ARHGAP21 em fragdes subcelulares de cardiomidcitos de ratos
adultos submetidos a coarctagdo da aorta em diferentes tempos de monitoragao (sham, 30°,
lh e 2h). Lisados protéicos de cardiomidcitos de VE de ratos adultos, submetidos a
coarctacdo ou ndo, foram fracionados em porcao citoplasmatica, membranar e nuclear. As
proteinas foram separadas por SDS-PAGE 8% e analisadas por immunoblotting com
anticorpo anti-ARHGAP21 (M; > 250KDa). Nota-se que ARHGAP21 ¢ fracamente
expressa na porcao citoplasmatica. Observa-se também que ARHGAP21 localizou-se
predominantemente na fracdo nuclear de cardiomiocitos de animal controle (sham), em
contraste aos animais submetidos a coarctacdo, os quais demonstraram redugdo da
expressao da ARHGAP21 nesta fragdo, de acordo com o tempo de bandagem da aorta. Em
contrapartida, observou-se aumento da expressao da ARHGAP21 nas fragdes membranares

dos animais submetidos a sobrecarga de pressdo, quando comparado ao animal controle.
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2 Relocalizacio da ARHGAP21 para discos intercalares e costimeros

de corac¢des submetidos a sobrecarga de pressao

A localizacio subcelular da ARHGAP21 foi examinada por microscopia confocal
de midcitos cardiacos isolados e submetidos a dupla marcacdo com faloidina-TRITC
(vermelho), que reconhece miofilamentos de actina, e anti-ARHGAP21 (verde). Foi
observada forte marcacdo para ARHGAP21 nos discos intercalares e contatos de adesdo
focal de cardiomi6citos de ratos submetidos a coarctagdo da aorta (Figura 10 C,D), padrao
nao observado em células cardiacas de animais controle (Figura 10 A,B). Imunomarcagao
da ARHGAP21 também demonstrou que nucleos de cardiomidcitos de ratos submetidos a
bandagem da aorta apresentaram quase que nenhuma marcacdo para ARHGAP21 (Figura
10 C,D), enquanto que nucleos de cardiomidcitos de ratos controle foram completamente
marcados (Figura 10 A,B). O mesmo padrao de imunomarcagdao para ARHGAP21 foi
visualizado em cardiomiocitos de animais submetidos a 30 minutos ¢ 1 hora de coarctagao
da aorta (dados nao mostrados). Estes resultados confirmam a relocalizacdo da ARHGAP21
apos estresse cardiaco induzido por sobrecarga de pressdo observada também pelo
fracionamento subcelular, demonstrado anteriormente.

Com o objetivo de determinar a localizac¢do intracelular exata da ARHGAP21, foi
utilizada imunomicroscopia eletronica, a qual demonstrou que ARHGAP21 se localiza nos
costameros ¢ linhas Z de cardiomidcitos de ratos submetidos a sobrecarga de pressdao
(Figura 11 C-E). Entretanto, ARHGAP21 foi encontrada apenas por entre os miofilamentos
de células cardiacas de animais controle (Figura 11 A,B).

Além disso, imunomicroscopia eletronica mostrou que ARHGAP21 esté localizada
em regides de cromatina condensada de cardiomidcitos de ratos controle (Figura 12,
Esquerda). Interessantemente, ARHGAP21 também foi encontrada em regides proximas a
poros do envoltorio nuclear, sugerindo uma possivel fung¢ao de proteina carreadora (Figura
12, seta). No entanto, houve uma menor marcacdo de ARHGAP21 em regides de cromatina
condensada de midcitos cardiacos de animais submetidos a coarctagdo da aorta por 2 horas

(Figura 12, Direita).
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B ARHGAP21

Figura 10: Distribuicdo da ARHGAP21 em cardiomiécitos de rato adulto controle (A e B)
e coarctado por 2h (C e D). Células cardiacas de VE foram marcadas com faloidina-TRITC
(vermelho) e anticorpo primario anti-ARHGAP21, reconhecido pelo anticorpo secundario
anti-coelho Alexa Fluor® 488 (verde). B,D: Nucleos dos cardiomidcitos foram marcados
com DAPI (azul). Observou-se que ARHGAP21 se localizou predominantemente no
nucleo das células de animais controle, enquanto que em cardiomiocitos de rato coarctado,
quase nao houve marcagao nuclear. Nota-se também que a ARHGAP21 foi encontrada
preferencialmente nos discos intercalados e pontos de adesdo focal, regido de membrana
celular (cabecas de seta, C), e linha Z (D) apds estresse mecanico agudo induzido por
sobrecarga de pressdo no miocardio (C: corte mais superficial; D: corte mais central).

Figura representativa de 3 experimentos independentes.
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Figura 11: Microscopia eletronica de cardiomiodcitos de ratos submetidos ou ndo a
coarctagdo da aorta. A: marcagdo de cardiomiocitos de ratos controle com anticorpo
primario anti-ARHGAP21, visualizada por imunoparticulas de ouro; B: detalhe da figura,
demonstrando que ARHGAP21 se localizou por entre os miofilamentos; C:
imunomarca¢do da ARHGAP21 em cardiomiodcitos de ratos submetidos a coarctacdo da
aorta por 2h; D e E: detalhes da figura C, mostrando que ARHGAP21 se encontra
localizada nos costadmeros (D) e linhas Z (E) ap6s estresse mecanico em coragdes de ratos

adultos.
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Figura 12: Microscopia eletronica de nucleo de cardiomiocitos de ratos submetidos ou ndo

a coarctacdo da aorta. Esquerda: nucleo de miécito de animal controle; ARHGAP21 foi
encontrada principalmente nas regides mais eletro-densas de cromatina condensada. Nota-
se que ARHGAP21 foi localizada em regides de poros do envoltério nuclear (seta),
sugerindo que ARHGAP21 possa desempenhar papel de proteina carreadora. Direita:
nucleo de célula cardiaca de rato submetido a bandagem da aorta por 2h, mostrando que
regides de cromatina condensada foram menos marcadas por anticorpo anti-ARHGAP21,

quando comparada ao animal normal.

3 Interacio da ARHGAP21 com FAK e PKC{ em cardiomiocitos de

rato adulto

Extrato protéico de cardiomiocitos de VE de ratos adultos Wistar (NWR),
espontaneamente hipertensos (SHR) e submetidos a coarctagdo da aorta por 2 horas foram
obtidos e submetidos & co-imunoprecipitacdo com anticorpos primarios anti-ARHGAP21,
FAK e PKCC. Ratos SHR foram utilizados devido ao aumento de peso do VE observado
nestes animais a partir do segundo més de vida, processo este que os caracteriza como
modelo de hipertrofia precoce (Boluyt e Bing, 2000).

Imunoprecipitacdo com anticorpo anti-ARHGAP21 revelou que ARHGAP21 se

associa com FAK e PKCC (Figura 13 e Figura 14). Além disso, anticorpo primario anti-
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FAK foi capaz de imunoprecipitar ARHGAP21, mas ndo PKCE. Além do mais, apenas

ARHGAP21 foi precipitada com anticorpo contra PKCE. Todas as interagdes foram

observadas tanto em ratos Wistar normais, quanto em animais submetidos a coarctacio da

aorta ¢ SHR. ARHGAP21 e FAK foram mais expressas em ratos SHR que em NWR

(Figura 14).

sham CoAo 2h
extrato IP IP extrato
total ARHGAP21 FAK PKCC ARHGAP21 FAK PKCC total

. .

e
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IB: anti-ARHGAP21

IB: anti-FAK

IB: anti-PKC{,

Figura 13: Western Blot de imunoprecipitados (IP) de extrato protéico de VE proveniente

de dois animais controle (sham), e dois animais submetidos a sobrecarga de pressao por 2h.

Foram utilizados anticorpos primarios anti-ARHGAP21, anti-FAK e anti-PKCC. Nota-se

que ARHGAP21 se associa a ambos, FAK e PKCC. Figura representativa de 3

experimentos independentes.
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Figura 14: Western Blot representativo obtido de anticorpos anti-ARHGAP21, anti-FAK e

- IB: anti-ARHGAP21

IB: anti-FAK

IB: anti-PKC{

anti-PKC{ de imunoprecipitacdo com anti-ARHGAP21, anti-FAK e anti-PKC( de extratos
de cardiomiocitos de VE de ratos adultos Wistar normais e espontaneamente hipertensos
(SHR). Nota-se que expressio de ARHGAP21 e FAK ¢ maior em SHR que em ratos
normais. Percebe-se também que hé interacdo entre ARHGAP21 e FAK e também entre

ARHGAP21 ¢ PKCC.

A capacidade da ARHGAP21 se associar as formas ativas de FAK e PKCC também
foi averiguada (Figura 15). Para tanto, extrato protéico de cardiomidcitos de VE de ratos
adultos Wistar e espontaneamente hipertensos (SHR) foram obtidos e submetidos a co-
imunoprecipitagdo com anticorpos primdrios anti-ARHGAP21, anti-fosfo FAK Tyr925 e
anti-fosfo PKCC Thr410. Foi demonstrado que ARHGAP21 se associa a PKCC fosforilada
em Thr410, importante residuo fosforilado durante ativagdo de PKC(C, em ambos NWR e
SHR. Além disso, ensaio de co-imunoprecipitacdo revelou que ARHGAP21 se associa a
FAK fosforilada em Tyr925 apenas em SHR. A fosforilacdo deste residuo de FAK ¢
essencial para ligacdo de Grb2 a FAK e, conseqiientemente ativagdo da sinalizagdo de

AKT.
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Figura 15: Western blot de imunoprecipitados (IP) de extrato protéico de VE obtido de trés
ratos adultos Wistar normais (NWR), e trés ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
utilizando-se anticorpos anti-ARHGAP21, anti-FAK, anti-fosfo FAK Tyr925, anti-PKCC e
anti-fosfo PKCC Thr410. ARHGAP21 interage com PKCC fosforilada em Thr410 em
ambos NWR ¢ SHR, enquanto FAK fosforilada em Tyr925 se associa apenas com
ARHGAP21 em cardiomiécitos de SHR. Figura representativa de trés experimentos

independentes.

4 ARHGAP21 associa-se a porcao C-terminal de FAK

Extratos protéicos de cardiomidcitos de VE de ratos Wistar adultos e
espontaneamente hipertensos foram coletados e submetidos a ensaio de interagdo in vitro
(Pulldown assay). Observou-se que ARHGAP21 ¢ capaz de interagir com a por¢ao C-
terminal de FAK em ambos, rato Wistar normal (NWR) e espontaneamente hipertenso

(SHR), comprovando os achados dos ensaios de imunoprecipitagao (Figura 16).
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Figura 16: Ensaio de interacdo in vitro (Pulldown assay) usando trés diferentes
construcdes de FAK fusionadas ao GST: dominio FERM N-terminal (FERM-GST),
dominio catalitico (CAT-GST) e regido C-terminal (C-term). ARHGAP21 se liga a porcao

C-terminal de FAK. Anticorpos monoclonais anti-Src e anti-GST foram usados como

controle experimental.

5 Expressio de PKCC fosforilada aumentada nos extratos fracionados

de cardiomidcitos submetidos a sobrecarga de pressao

Extrato protéico de cardiomidcitos de VE de ratos adultos, submetidos ou nio a
coarctacdo da aorta, sofreram fracionamento subcelular para andlise da expressdo da
proteina PKCC nos diferentes compartimentos durante o processo de estresse cardiaco
agudo induzido por sobrecarga de pressdo. Observou-se que ocorre um aumento gradativo
da fosforilagao do residuo Thr410 de PKC( nas fragdes citoplasmaticas e membranares de
ratos submetidos a sobrecarga de pressdo, quando comparado com o conteudo total de
PKCC (Figura 17). O aumento da expressao de P-FAK Tyr925 também foi verificado (dado

nao mostrado), de acordo com estudo prévio (Fonseca et al., 2005).
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Figura 17: Fosforilagdo de PKCC em fracionamento subcelular de VE de ratos adulto
submetidos (30 min, 1 ou 2 horas) ou ndo a bandagem da aorta (sham). Fosforilacdo de
PKCC em Thr410 foi aumentado nas fragdes membranar e citoplasmatica de cardiomidcitos

submetidos a sobrecarga de pressao.

6 Expressao de a-catenina, FAK e PKCC nos diferentes compartimentos

subcelulares

Avaliou-se a distribuicdo subcelular de duas proteinas, Cdc42 e a-catenina, que
foram descritas associarem-se 8 ARHGAP21, cujas fungdes estdo relacionadas a regulagao
de vias de sinalizag@o hipertréfica. Ensaio de Western Blot utilizando anticorpos contra a-
catenina e Cdc42 mostrou que a expressdo de ambas proteinas ndo ¢ modulada pela
coarctagdo da aorta (Figura 18).

citoplasma membrana nucleo
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Figura 18: Fracionamento subcelular de extrato protéico de VE de ratos controle (sham) e
ratos submetidos a coarctacdo da aorta (30°, 1h e 2h). Cdc42 aparece expressa nas fragdes
citoplasmaticas e membranares, enquanto a-catenina foi mais expressa nas fragdes

nucleares e membranares.
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7 Cultura primaria de miocitos cardiacos de rato neonatal

Foi observado que ARHGAP21 ndo sofre alteragdo de sua localizagdo apds 2 horas
de estiramento, encontrando-se tanto no citoplasma quanto no nucleo dos cardiomidcitos
(Figura 20 e Figura 19). Também se verifica maior concentragdo da proteina em regides
especificas do nucleo, possivelmente nos nucléolos, o que pode indicar possivel papel da
ARHGAP21 na sintese protéica hipertrofica. Entretanto, observa-se que ha maior
quantidade de ARHGAP21 perinuclear em células submetidas a estiramento, possivelmente

em regides do complexo de Golgi (cabega de seta, Figura 20).

controle estirado
cit ndcleo cit nucleo
— S | i5: anti-ARHGAP21
IB: anti-histona H1
| — -

Figura 19: Western Blot de extrato protéico fracionado (citoplasmatico e nuclear) de
cardiomidcito de ratos neonatos controle (sem estiramento) e estirados por 2h. A expressao
da ARHGAP21 aumenta no nacleo de células submetidas ao estiramento. Como controle, a
membrana foi submetida a Western Blot utilizando anticorpo primario anti-histona H1,

confirmando a pureza do fracionamento. Cit: fracao citosélica, Nicleo: fracao nuclear.
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Figura 20: Localizagdo por imunofluorescéncia da ARHGAP21 enddgena em
cardiomiocitos ventriculares de ratos neonatos. ARHGAP21 localizou-se no nucleo e
citoplasma das células controle (A e B) e estiradas (C e D), sendo que nestas ha maior
quantidade da proteina na regido perinuclear (cabeca de seta). A,B: cardiomidcitos
controle, ndo submetidas a estiramento; C,D: cardiomidcitos submetidos a estiramento por
2 horas. Utilizou-se faloidina para marcacdo dos filamentos de actina (vermelho) e

anticorpo secundario anti-coelho Alexa Fluor 488 para marcagdo da ARHGAP21 (verde).
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DISCUSSAO



No presente estudo, demonstramos que ARHGAP21 ¢ recrutada do ntcleo e
miofilamentos para costameros, linhas Z e discos intercalados de cardiomidcitos apds
sobrecarga de pressdo ventricular. Estes dados sugerem que ARHGAP21 ¢ modulada por
estimulo mecanico ¢ pode desempenhar importante fun¢do durante estresse cardiaco e
processo hipertrofico inicial.

Além do mais, foi verificada a associagdo de ARHGAP21 com PKCC em células
cardiacas de ratos normais e espontaneamente hipertensos (SHR), além de ratos submetidos
a sobrecarga de pressdo no miocardio. Também foi demonstrado que ARHGAP21 ¢é capaz
de interagir com PKCC fosforilada em Thr410, um residuo chave para a ativagdo de PKCC
(Chou et al., 1998). O aumento do nivel de fosforilagdo foi observado tanto em fragdes
citoplasmaticas quanto em membranar de células cardiacas durante processo de estresse
cardiaco. H4 controvérsias quanto a fungcdo de PKCC durante processo hipertrofico
cardiaco. Estudos prévios demonstraram que ndo ha mudangas significativas na expressao
de PKCC total em ventriculo esquerdo de ratos submetidos a bandagem da aorta, sugerindo
que a expressao de PKCC nao ¢ modulada pela sobrecarga de pressao (Braun et al., 2002;
Gu e Bishop, 1994). Por outro lado, estudo recente demonstrou que o contetdo total de
PKCC aumenta em cardiomiocitos submetidos a hipertrofia induzida por sobrecarga de
volume, sugerindo que a modulacdo de PKCC desempenha importante papel durante
processos hypertroficos iniciais (Sentex et al., 2006).

Como demonstrado neste trabalho, PKCC foi fosforilada em Thr410 em fragdes
citoplasmaticas ¢ membranares pela coarctagdo da aorta. Sobrecarga de pressao resulta em
aumento da espessura das paredes ventriculares e adi¢do paralela de sarcomeros, enquanto
que a sobrecarga de volume ¢ caracterizada por um modesto aumento da espessura
ventricular e adicdo seriada de sarcomeros, e estes dois tipos de estimulos hemodinamicos
provocam a ativagdo de vias distintas de transdugdo de sinais (Brancaccio et al., 20006).
Esses fatos poderiam explicar a discrepancia encontrada na expressdo de PKCC nos dois
modelos de hipertrofia cardiaca previamente estudados (Brancaccio et al., 2006; Braun et
al., 2002; Gu e Bishop, 1994). No entanto, nenhum desses estudos demonstrou o estado de
fosforilagdo de PKCC, e este ¢ o primeiro estudo a verificar a ativagdo de PKC( durante

estresse cardiaco induzido por sobrecarga de pressao.
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PKC{ ¢ ativada por PI-3,4,5-trifosfato (PIP;) ou ligantes extracelulares, por
exemplo, TNFa, interleucina-1 (IL-1) ou fator de crescimento do nervo (NGF) (Hirai e
Chida, 2003). Muitos estudos demonstraram o envolvimento da forma ativa de PKCC na
fosforilacdo da proteina quinase S6 ribossomal e da proteina quinase ativada por mitdogeno
(MAPK), além da sua participagdo na ativagdo do fator transcricional NFxB, que sao
proteinas importantes em vias de proliferagdo e sobrevivénvia, € na expressdo génica de
processos hipertroficos cardiacos (Ha et al., 2005; Sopontammarak et al., 2005). Nossos
resultados sugerem que PKCC ¢ fosforilada por estimulo mecanico, e possivelmente pode
executar sua funcdo acima das vias de sinalizacdo de MAPK e NF«B. Dessa maneira, a
fun¢do de ARHGAP21 poderia estar relacionada ao controle da sobrevivéncia e expressao
génica de cardiomiocitos, uma vez que ARHGAP21 se associa com PKCC, provavelmente
regulando a atividade desta proteina. Além do mais, a presenga da ARHGAP21 no nucleo
de cardiomidcitos normais sugere que esta proteina poderia estar envolvida na regulagdo da
expressdao génica destas células, possivelmente executando uma fung¢do inibitéria sob
condi¢des normais. Esta hipotese ¢ baseada no fato de ARHGAP21 ser muito pouco
encontrada no nucleo de cardiomiocitos submetidos ao estresse mecanico agudo, células
estas que iniciam a expressdo de muitos genes relacionados a hipertrofia cardiaca em
resposta a sobrecarga de pressdao. Dessa maneira, ARHGAP21 poderia possuir a fungao de
repressao da expressao de determinados genes sob condi¢des normais.

Também foi demonstrado que ARHGAP21 se associa com a por¢do C-terminal de
FAK em células cardiacas de ratos normais e espontaneamente hipertensos. A funcao
fundamental de FAK durante estresse mecanico cardiaco induzido por sobrecarga de
pressao ja esta bem estabelecida na literatura (Fonseca et al., 2005; Franchini et al., 2000;
Yi et al., 2003). FAK ¢ descrita como uma importante proteina presente principalmente nas
adesdes focais e costameros de midcitos cardiacos, sendo responsavel pela transmissao de
sinais entre a matriz extra-celular e meio intracelular (Schlaepfer et al., 2004). FAK é uma
proteina tirosina quinase citoplasmatica que desempenha fung¢ao crucial em uma variedade
de sinalizacdes intracelulares, tais como migracdo, prolifera¢do, diferenciagdo e adesdo
(Cox et al., 2006). E composta por um dominio FERM N-terminal, um dominio quinase
central, trés regides ricas em prolina (PR), ¢ um dominio alvo de adesdo focal (FAT) C-

terminal. O dominio FAT carboxi-terminal contém sitios de ligacao para paxilina e talina,
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que auxiliam no recrutamento de FAK para os complexos de adesdo focal. Um dos
mecanismos de ativacdo de FAK ¢ a ligacdo das integrinas, presentes nas adesdes focais, a
componentes da matriz extra-celular, processo este que promove a autofosforilagdo de FAK
em Tyr397, criando um sitio para quinases da familia Src e outras proteinas (Schlaepfer et
al., 2004). Src fosforila FAK em varios sitios de tirosina, aumentando a atividade catalitica
de FAK (Calalb et al., 1995), que entdo inicia a ativagdo de cascatas de sinalizacdo
intracelular, como MAPK, e participa do remodelamento do citoesqueleto (Mitra et al.,
2005).

Estudo recente demonstrou que FAK ¢ essencial na miofibrilogénese e
costamerogénese de musculo esquelético in vitro, e que a expressao do dominio FAT ¢
capaz de deslocar FAK endogena das adesdes focais, as quais servem como sitio de
nucleagdo para organizagdo dos sarcomeros e sua elongaciao (Quach e Rando, 2006). Como
FAK recruta outras moléculas sinalizadoras para regido sub-membranar da célula, e como
ambas proteinas, FAK (Fonseca et al., 2005) e ARHGAP21, estdo localizadas nos
costameros e linhas Z apds sobrecarga de pressdo, ¢ possivel que esta relocalizacdo de
ARHGAP21 do nucleo e miofilamentos para essas regides seja mediada pela sua interacdo
com a regido C-terminal de FAK contendo o dominio FAT. Além do mais, ARHGAP21
pode participar do processo de renovacao das adesdes focais e organizacdo do
citoesqueleto, regulando a atividade de FAK e sua cascata de sinalizagdo (Figura 21). Esta
evidéncia ¢ reforcada pela associacdo entre ARHGAP21 e FAK fosforilada em Tyr925
encontrada em animais SHR.

Acredita-se que a fosforilagdo de FAK em Tyr925 mediada por Src, e sua ligacao
subseqiiente a Grb2, pode deslocar paxilina, promovendo dissociagdo de FAK das adesdes
focais (Mitra et al., 2005). Este evento ¢ essencial para a renovacdo das adesdes focais,
processo este intensificado por estimulos mecanicos (Hsia et al., 2003; Moissoglu e
Gelman, 2003). Estudos recentes vém demonstrando que a fosforilagdo dos diferentes
residuos de FAK implica na compartimentalizagao distinta desta proteina (Y1 et al., 2006).
FAK fosforilada em Tyr397 encontrou-se acumulada na membrana plasmatica e discos
intercalados de cardiomidcitos, enquanto que FAK fosforilada em Ser722 foi encontrada no
nucleo interagindo com Sam68 nos corpos nucleares, provavelmente formando complexos

com RNA e outras proteinas e atuando na sinalizacdo nuclear. Além do mais, FAK
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fosforilada em Tyr397, altamente expressa na membrana, pode ativar PI3K (Xia et al.,
2004), promovendo recrutamento local de PIP;, proteina que atua acima da cascata de

sinalizagao de PKCC, responsavel por sua ativagao direta e indireta.

complexos
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Figura 21: Esquema resumido do processo de renovacao das adesdes focais, envolvendo a
participagdo de FAK. ARHGAP21 pode exercer uma importante fungdo na regulagao deste
processo, uma vez que ARHGAP21 encontra-se localizada nos discos intercalares e
costameros de cardiomidcitos de animais submetidos a sobrecarga de pressao. Além disso,
ARHGAP21 se associa a por¢do C-terminal de FAK, que constitui a regido responsavel

pela localizagao de FAK nos sitios de adesao focal.

Dessa maneira, ARHGAP21 pode regular a atividade de FAK durante estresse
cardiaco agudo nos discos intercalados e costdmeros de cardiomiocitos, que sdo regides
ricas em jungdes comunicantes e aderentes. Estas regides sdo compostas por proteinas
transmembranas, integrinas e caderinas, ¢ também por proteinas a elas associadas, tais
como [-catenina, placoglobina (y-catenina) e a-catenina, que desenvolvem fungdo

regulatoria na comunicacdo entre células vizinhas (Wu et al., 2003). De fato, um estudo

Discussdo
64



demonstrou que a presenga de o-catenina ¢ essencial para formagao de discos intercalados
e recrutamento de vinculina, indicando que o complexo caderina/catenina/vinculina
desempenha papel critico na estrutura e integridade dos discos intercalados apds estresse
cardiaco in vivo (Sheikh et al., 2006). Tendo em vista que ARHGAP21 associa-se a -
catenina, ¢ possivel que ARHGAP21 atue como uma molécula sinalizadora ou proteina
adaptadora, orquestrando a via de sinalizagdo composta por catenina/FAK/PKCC.

Ao contrario dos achados observados em cardiomiocitos de ratos adultos, analise da
expressio da ARHGAP21 em cardiomiocitos de ratos neonatos demonstrou que
ARHGAP21 localiza-se em regides perinucleares e nucleares destas células, e que sua
localizagdo nao ¢ alterada pelo estresse mecanico in vitro. Diversos estudos ja
demonstraram que a expressao de varias proteinas em cardiomiocitos neonatos ¢ diferente
do padrao de expressdo protéica encontrada em miécitos cardiacos adultos. Isso porque os
discos intercalados e sarcomeros ainda se encontram desorganizados, ndo havendo total
diferenciag¢ao nos cardiomidcitos neonatos. Além do mais, o modelo animal de coarctagao
da aorta conta ainda com fatores humorais além da sobrecarga mecanica. Sendo assim, os
dois modelos animais aqui adotados sdo complementares e ndo comparaveis. Apesar da
ARHGAP21 permanecer inalterada com o estimulo in vitro, observou-se pequeno aumento
da expressaio de ARHGAP21 em regides perinucleares de cardiomiocitos neonatos
submetidos a estiramento mecanico.

Em estudo realizado por LUNA e colaboradores, Cdc42 também se localizou no
complexo de Golgi, possivelmente devido a sua associagdo com membranas do Golgi de
maneira dependente de ARF1 (Luna et al., 2002). O mecanismo de ligagdo de Cdc42 as
membranas recobertas por COPI pode controlar a juncdo de actina local com o Golgi
através de mecanismo envolvendo efetor N-WASP e o complexo Arp2/3, estando
envolvido no transporte retrogrado (Golgi para reticulo endoplasmatico) do receptor
KDEL. Como ARHGAP21 esta abaixo da cascata de sinalizacdo de ARF1 e exerce
atividade catalitica sobre Cdc42, este pode ser um novo mecanismo de controle do
dinamismo do citoesqueleto de actina com o complexo de Golgi (Dubois et al., 2005).

O transporte de moléculas existente entre o reticulo endoplasmatico (RE) e o Golgi
parece desempenhar uma fungao critica durante o processo hipertrofico, pois proteinas mal

traduzidas durante o processo de hipertrofia induzida por estresse oxidativo ou estiramento
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mecanico migram para estes compartimentos para serem degradadas ou recicladas (Hamada
et al., 2004). Uma vez que ocorra alguma disfungdo neste transporte, proteinas mal
traduzidas podem se acumular no reticulo sarcoplasmatico, causando extensdo e obstrucdo
dos tibulos transversos. A homeostasia do Ca®" pode sofrer alteracdo, levando a uma
contratibilidade cardiaca deficiente. Portanto, mecanismos que controlem o transporte entre
ER e Golgi sdo de vital importancia para a manuten¢do do funcionamento adequado do

cardiomidcito (Figura 22).
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Figura 22: Adaptado de HAMADA e colaboradores (Hamada et al., 2004). Estimulos
mecanicos e de estresse oxidativo (ex: estiramento mecanico) provoca aumento da
expressdo génica celular, o que aumenta a quantidade de proteinas mal traduzidas no
citoplasma. Estas proteinas, por sua vez, sdo reconhecidas pelo receptor KDEL e sdo
recicladas ou degradas por meio de transportes entre os sistemas reticulo endoplasmatico
(RE)-Golgi. O acimulo destas proteinas pode formar agregados protéicos no interior do
RE, levando a uma obstrucao dos tiibulos transversos e conseqilientemente, a uma alteracao
da homeostasia de Ca>". Este excesso de Ca>* pode acarretar numa contratibilidade cardiaca
deficiente e, por conseguinte a uma sobrecarga de pressdo, constituindo um ciclo vicioso.
Quando ha grande acumulo de proteinas mal traduzidas no RE, pode ocorrer apoptose da
célula. Portanto, vias de sinalizagdo capazes de controlar este transporte sdo de grande
importancia para a fisiologia celular do cardiomiocito. Cdc4?2 ativa (ligada a GTP) se liga a
membrana coberta por COPI, controlando a juncdo da actina ao Golgi através de vias
envolvendo efetores abaixo da via de sinalizacdo (N-WASP e complexo Arp2/3), e
participando do transporte retrogrado (Golgi para RE). ARHGAP21, por ser uma Rho GAP
para Cdc42 e por estar localizada na regido perinuclear, pode estar envolvida nesta

importante via de regulagao hipertrofica.
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Sendo assim, a ARHGAP21 pode atuar nesta importante via de controle do
dinamismo entre actina e complexo de Golgi. A ativagdo de Cdc42 ocorre rapidamente
(cerca de 1 minuto apés o estimulo), decaindo para um nivel basal apdés 30 minutos do
estimulo inicial. Acredita-se que a ativagdo de Cdc42 ¢ rapida e localmente produzida,
sendo imediatamente depois inativada por Rho GAPs (Luna et al., 2002). Tendo em vista
que a ARHGAP21 ¢ uma Rho GAP para Cdc42 e que se localiza em regides perinucleares,
essa proteina pode desempenhar uma fung¢do importante no remodelamento cardiaco de
cardiomidcitos neonatos.

Dessa maneira, os resultados encontrados sugerem que ARHGAP21 pode
possivelmente participar da organizacdo do citoesqueleto na membrana plasmatica e
controlar as atividades de FAK e PKCC, orquestrando estas duas importantes vias de
sinalizacdo, além de provavelmente desempenhar funcao crucial durante estresse mecanico
agudo em coragdes de ratos adultos (Figura 23). Além disso, ARHGAP21 também pode
possuir fungdo na regulacdo da expressdo génica hipertrofica precoce. No entanto, outros
estudos serdo necessarios para esclarecer o significado funcional e molecular da

relocalizagdo da ARHGAP21 apds estresse mecanico agudo do miocardio de ratos adultos.
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Figura 23: Esquema representativo da possivel atuagdo de ARHGAP21 sobre as proteinas
FAK e PKCC, regulando, dessa maneira, as vias de sinalizagdo de MAPK ¢ NFkB e,

conseqiientemente a expressao génica hipertréfica e sobrevivéncia de cardiomidcitos.
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CONCLUSOES



10.

. ARHGAP21 localiza-se no ntcleo e por entre os miofilamentos de cardiomiocitos

de ratos adultos normais.

ARHGAP21 localiza-se nos costameros, linha Z e discos intercalares de

cardiomiocitos de ratos adultos submetidos a sobrecarga aguda de pressao.

ARHGAP21 localiza-se no nucleo e regides perinucleares de cardiomidcitos de

ratos neonatos.

O estiramento mecanico de cardiomidcitos de ratos neonatos ndo altera a

localizagao de ARHGAP21.

ARHGAP21 interage com PKC{ e FAK em ratos adultos controle, submetidos a

coarctacao da aorta, e espontaneamente hipertensos.

ARHGAP21 associa-se com PKC( fosforilada em Thr410 tanto em ratos adultos

controle quanto em SHR.

ARHGAP21 associa-se com FAK fosforilada em Tyr925 apenas em animais

espontaneamente hipertensos.

ARHGAP21 associa-se a regiao C-terminal de FAK.

Hé aumento da fosforilagdo de FAKTyr925 e PKC{Thr410 em animais submetidos

a coarctacao da aorta.

ARHGAP21 pode desempenhar importante papel durante processos de

remodelamento cardiaco induzido por sobrecarga de pressdo sanguinea.
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PARECER PROJETO: N° 458/2002
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “CLONAGEM E ("-\R-\CTER_[ZAC:\O DE NOVOS GENES HU \I-\\IOS
RELACIONADOS A0S GENES DAS PROTEINAS DO CITOFSQLELETO
ESPECTRINA™

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Teresinha Olalla Saad

INSTITUICAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTACAOQ AQ CEP: 21/10/2002

IT- OBJETIVOS

A pesquisa visa verificar a fungdo de novas proteinas em diferentes tipos de células
Trata-se de um estudo comparativo para: a) determinar os diferentes tecidos humanos em
que os genes codificam as ESTs homologas as proteinas citoesqueléticas sio expressos
atraves da utilizagdo da técnica de Northern Blotting muti-tecidual; b) obter a seqiiéncia
completa do cDNA correspondente a cada uma das diferentes ESTs estudadas a partir de
ESTs depositadas em banco de dados, através de bio-informatica e/ou através do método de
RACE ou PVR de bibliotecas de cDNA com o objetivo de se ter acesso a estrutura primaria
da proteina codificada por estes genes; ¢) produzir "macroarrays'de ESTs homologas a
genes do citoesqueleto para verficar a expressio diferencial destes genes em tecidos
normais e tumores; d) identificar proteinas de ligagio do dominio SH3 da alfa-espectrina
em celulas hematopoéticas usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura: e) identificar
proteinas de ligacdo do dominio de cauda e do dominio rico em serina e treonina das
anquirinas gigantes m tecido cerebral, usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura; f)
apos a caracterizagdo da seqiiéncia de aminoacidos dos novos genes clonados, determinar a
localizagdo celular destas proteinas, através da técnica de imunolocalizagdo fluorescente; g
em camundongos, obter a sequéncia do cDNA das proteinas de maior interesse com o
objetivo de se realizar estudos funcionais; h) dependendo da localizagdo das proteinas,
realizar estudos funcionais para avaliar o papel destas proteinas nos teciudos encontrados €
1) avaliar a expressio do mRNA e da proteina em celulas de pacientes portadores de
neoplasias, cardiopatias, doengas neurologicas e renais e comparar com células normais.
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111 - SUMARIO

Serdo estudados cerca de 50 pacientes adultos, maiores de 18 anos de idade, de
ambos os sexos, atendidos no complexo hospitalar da UNICAMP, com doengas
neoplésicas, como por exemplo leucemias agudas e cronicas, linfomas e micloma maltiplo,
assim como pacientes portadores de cardiopatia, doengas neurologicas, doengas renais.
Dependendo da fungdo e localizagio das proteinas identificadas, sera verificado se estas
apresentam alteragdo da expressio em tecido normais e anormais. Para tanto serdo
analisados 20 ml de sangue periférico, ou 2 ml de medula 6ssea ou fragmentos de tecido
submetidos a biopsia a serem analisados por imunohistoquimica, imunocitoquimica,

sera coletado material especificamente para este projeto, mas serdo utilizados material de
arquivo ou fragmento de material coletado para bidpsia com fins diagndsticos. O estudo
nao explicita critérios de exclusdo. Os resultados obtidos serdo comparados com o de
controless ndo portadores das doengas em questdo. Como controle periférico serdo
utilizados globulos brancos obtidos em bolsas de sangue de doadores voluntarios e normais.
deleucocitadas pelo sistema top-bottom no Hemocentro da UNICAMP. Como controle de
medula 6ssea sera utilizado material de medula 6ssea obtido de pacientes portadores de
purpura trombocitopénica idiopatica.. A coleta de material de medula € rotina nestes casos.
A metodologia a ser seguida ¢ compativel com as questdes que o estudo formula e as
condigGes para sua realizagd@o, adequadas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Nio ha riscos envolvidos no estudo, o termo de consentimento esta formulado de
maneira clara e objetiva, tematizando os principais pontos sob exame: anonimato garantido,
liberdade para retirada do estudo independente do manutengio do atendimento, sigilo

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97 bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

Anexos
83



VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem IV 1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item Iv.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
eprovado ¢ descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item II.1.z), exceto quando perceber risco ou danec nio
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V 4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
Justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA.
0 pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugao CNS-MS 196/96.

Atencio: Projetos de Grupo I serdo encaminhados 34 CONEP e 56 poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatério desta.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 19 de novembro de 2002,

T ng e ctu(?-ﬂ
Prof. Dr. Sebastiio Aratijo

PRESIDENZPE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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